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Resumo

RESUMO

Atualmente, os corantes alimentares artificiais séo alvo de grande controvérsia por parte
do consumidor, da comunidade cientifica e do setor industrial. Estes aditivos, apesar de
serem estaveis e baratos, tém sido associados a potenciais problemas de toxicidade, o
qual tem vindo a dar preferéncia a alimentos formulados com corantes de base natural.
Neste sentido, varias empresas tém vindo a comprometer-se a utilizar corantes naturais
nos seus produtos alimentares para atender a este movimento que se tem intensificado.
Contudo, ainda é necessario encontrar novas fontes de pigmentos naturais e otimizar
processos de extracao para uma recuperacado eficiente e ecossustentavel.

As antocianinas sdo moléculas muito promissoras para desenvolver este tipo de
aditivos alimentares, pois permitem obter diferentes tonalidades de cor, além de
proporcionarem efeitos bioativos de interesse para a conservacao do alimento e para a
salide do consumidor. As antocianinas podem ser obtidas a partir de diferentes matrizes
vegetais, entre as quais a framboesa vermelha (Rubus idaeus L.) é um bom exemplo e
uma cultura em franco crescimento em Portugal. Portanto, este trabalho foi realizado
com o objetivo geral de desenvolver um corante alimentar bioativo rico em antocianinas
a partir de framboesa vermelha (mais concretamente bio-residuos da sua producéo).

Para isso, foram estudados e comparados dois métodos de extracdo assistidos por
temperatura (EAT) e ultrassons (EAU) para extrair antocianinas a partir da framboesa
vermelha. As variaveis independentes tempo de processamento, percentagem de etanol
e temperatura ou poténcia ultrassénica foram combinadas em desenhos de composto
central rotativo (DCCR) de cinco niveis e a metodologia de superficie de resposta
(RSM) foi usada no processo de otimizacdo. O rendimento de extracdo (massa de
extrato) e os teores de cianidina-3-O-soforosido (C3S) e cianidina-3-O-glucdsido (C3G)
foram monitorizados por gravimetria e HPLC-DAD-ESI/MS", respetivamente, e usados
como critérios de resposta na otimizagao.

Os modelos polinomiais construidos foram ajustados com sucesso aos dados
experimentais e usados para determinar as condi¢des 6timas de extracdo. A0 maximizar
simultaneamente as variaveis dependentes, 0 método EAT originou valores de resposta
ligeiramente superiores (61% de massa de extrato e 8,7 mg de antocianinas por grama

de extrato), mas precisou de 76 min de processamento a 38 °C, usando 21% (v/v) de
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Resumo

etanol, enquanto o método EAU exigiu 16 min de sonicacdo a 466 W de poténcia, com
38% (v/v) de etanol.

Os modelos preditivos foram validados experimentalmente através da produgéo
de extratos de framboesa vermelha nas condi¢Ges 6timas de EAT e EAU e posterior
comparagdo com os valores previstos pelos modelos matematicos. Estes novos extratos
ricos em antocianinas apresentaram uma cor vermelho-parpura e atividade antioxidante
in vitro pela capacidade de inibir a peroxidacéo lipidica (avaliada através do ensaio de
inibicdo da formacédo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico) e de proteger da
hemolise oxidativa provocada por radicais livres de relevancia bioldgica. Esta maior
atividade antioxidante foi atribuida ao extrato obtido pelo método EAT, o qual também
apresentou o maior teor de antocianinas. Os extratos, quando testados pelo método de
microdiluicdo em placa e pelo ensaio colorimétrico do cloreto de p-iodonitrotetrazolio
(INT), também mostraram atividade antimicrobiana contra bactérias transmitidas por
alimentos, como Escherichia coli e Enterococcus faecalis.

Os resultados deste estudo destacaram o potencial dos extratos de framboesa
como corantes alimentares naturais com efeitos bioativos e poderéo ser explorados pelo

setor industrial interessado na producdo de ingredientes a base de antocianinas.

Palavras-chave: framboesa vermelha, corantes a base de cianidina, extracdo assistida
por temperatura/ultrassom, otimizacdo de processos, atividade antioxidante, atividade

antimicrobiana.
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Abstract

ABSTRACT

Currently, artificial food colours are the subject of great controversy by the consumer,
the scientific community, and the industrial sector. These additives, despite being stable
and inexpensive, have been associated with potential toxicity issues for the consumer,
who has been giving preference to foods formulated with bio-based colorants. In this
sense, several companies have been committed to using natural colorants in their food
products to meet this movement that has intensified. However, it is still necessary to
find new sources of natural pigments and optimize extraction processes for an efficient
and eco-sustainable recovery.

Anthocyanins are very promising molecules for developing this type of food
additives, as they allow different shades of colour to be obtained, in addition to
providing bioactive effects of interest for food conservation and consumer health.
Anthocyanins can be obtained from different plant matrices, among which the red
raspberry (Rubus idaeus L.) is a good example and an emerging culture in Portugal.
Therefore, this work was developed with the general objective of developing a bioactive
anthocyanin-rich food colorant from red raspberry (more specifically bio-waste from its
production).

For that, two extraction methods assisted by temperature (HAE) and ultrasounds
(UAE) were studied and compared to extract anthocyanins from the red raspberry. The
independent variables processing time, ethanol percentage, and temperature or
ultrasonic power were combined in five-level rotatable central composite designs
(RCCD) and the response surface methodology (RSM) was used in the optimization
process. The extraction yield (extract weight) and levels of cyanidin-3-O-sophoroside
(C3S) and cyanidin-3-O-glucoside (C3G) were monitored by gravimetry and HPLC-
DAD-ESI/MS", respectively, and used as response criteria in the optimization.

The constructed polynomial models were successfully fitted to the experimental
data and used to determine the optimal extraction conditions. When maximizing the
dependent variables simultaneously, the HAE method gave slightly higher response
values (61% extract weight and 8.7 mg anthocyanins per gram of extract), but it took 76
min of processing at 38 °C, using 21 % (v/v) of ethanol, while the UAE method required
16 min of sonication at 466 W, with 38% (v/v) of ethanol.

Desenvolvimento de um corante natural bioativo rico em antocianinas a partir de framboesa vermelha

iX



Abstract

The predictive models were validated experimentally through the production of
red raspberry extracts in the optimal conditions of HAE and UAE and later comparison
with the values predicted by the mathematical models. These new extracts rich in
anthocyanins showed a purple-red colour and antioxidant activity in vitro due to their
ability to inhibit lipid peroxidation (evaluated through thiobarbituric acid reactive
substances formation inhibition) and to protect from the oxidative haemolysis caused by
biologically relevant free radicals. This greater antioxidant activity was attributed to the
extract obtained by the HAE method, which also had the highest anthocyanin content.
The extracts, when tested by the microdilution method and by the rapid p-
iodonitrotetrazolium chloride (INT) colorimetric assay, also showed antimicrobial
activity against food-borne bacteria, such as Escherichia coli and Enterococcus faecalis.

The results of this study highlighted the potential of raspberry extracts as natural
food colours with bioactive effects and could be explored by the industrial sector
interested in the production of anthocyanin-based ingredients.

Keywords: red raspberry, cyanidin-based colorants, heat-/ultrasound-assisted extraction,

process optimization, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

Os corantes alimentares sdo amplamente utilizados na inddstria alimentar com o
objetivo de melhorar as caracteristicas sensoriais dos alimentos e para reter ou
proporcionar a cor pretendida (Martins et al., 2016). Nos ultimos anos, 0 consumo de
alimentos formulados com corantes artificiais tornou-se bastante controverso devido aos
potenciais efeitos adversos que estas moléculas podem ter na saude do consumidor.
Nesse sentido, foram vérias as companhias por todo 0 mundo que se comprometeram a
substituir estes aditivos (sintetizados ou modificados quimicamente ap0s extracdo) por
alternativas naturais, a fim de atender as expectativas do consumidor por alimentos
naturais, seguros e saudaveis (Chapman, 2011; Martins et al., 2016). No entanto, o uso
de corantes naturais tem sido limitado no setor industrial, em parte devido a
disponibilidade limitada de opc¢des (Chapman, 2011), embora ainda existam muitas
potenciais fontes naturais inexploradas.

As antocianinas, os carotenoides, as betalainas e os compostos fendlicos sédo
corantes alimentares de ocorréncia natural. Também ja foram estudados o anato, o acido
carminico e alguns curcuminoides, enquanto outros corantes ainda precisam de ser
estudados e avaliados para serem autorizados com um codigo “E” (Carocho et al.,
2015). Entre estas moléculas, as antocianinas apresentam cores atrativas que variam do
vermelho ao roxo e constituem um importante grupo de pigmentos hidrossollveis que
podem ser usados como corantes alimentares (Belwal et al., 2020; EFSA, 2013). Além
do poder corante, as antocianinas apresentam efeitos benéficos para a salde humana,
estando envolvidas na prevengdo de doencas cardiovasculares e no controle da
obesidade, podendo também ser utilizadas como aditivos funcionais (Albuquerque et
al.,, 2020; He and Giusti, 2010; Norberto et al., 2013). Estes pigmentos sao
abundantemente encontrados em frutos vermelhos, entre os quais a framboesa vermelha,
que surge como uma fonte notavel de cianidina 3-O-glucésido e cianidina 3-O-
sofordsido, entre outras antocianinas (Anjos et al., 2020; Beekwilder et al., 2005;
Krauze-Baranowska et al., 2014; Norberto et al., 2013; Sariburun et al., 2010) e podera
ser promissor usar extratos antocianicos de framboesa como corantes bioativos naturais.

Tal como acontece com outras biomoléculas, a extragdo de antocianinas a partir
de matrizes vegetais segue geralmente um processo de recuperagdo ou uma abordagem
holistica de cinco etapas que vai desde o pré-tratamento da amostra até a formulagéo do

produto final de base natural, onde o processo de extracdo € uma etapa crucial

Desenvolvimento de um corante natural bioativo rico em antocianinas a partir de framboesa vermelha

| 2
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(Galanakis, 2012). Entre as técnicas de extracdo existentes, os métodos sélido-liquido
convencionais como a maceragéo, a extracdo por Soxhlet e a extragdo assistida por calor
ou temperatura (EAT), estdo geralmente associados a um elevado consumo de solvente
ou a tempos de processamento longos que podem afetar a integridade e/ou a
bioatividade dos compostos ou fazer com que estas metodologias figuem mais caras
(Chavez-Gonzalez et al., 2020). Por outro lado, tém sido testados métodos néo
convencionais, como a extracdo assistida por ultrassons (EAU) e micro-ondas (EAM) e
extracOes promovidas por eletrotecnologias e alta pressdo, na tentativa de encontrar
processos eficientes que aumentem o rendimento de extracdo de compostos
intracelulares (Backes et al., 2018; Corrales et al., 2008; Pinela et al., 2019). A EAU é
um método utilizado a escala laboratorial e industrial; os efeitos de cavitacdo
promovidos pelos ultrassons promovem a rutura da parede das células vegetais e a
reducdo do tamanho da particulas que promove interacdes solvente-soluto (Wu et al.,
2019). No entanto, a energia aplicada para promover o rebentamento das células
vegetais também pode afetar os compostos alvo se aplicada em excesso, bem como 0s
demais fatores usados no processo de extracdo. Portanto, os fatores ou varidveis
independentes mais relevantes devem ser combinadas em desenhos experimentais
acoplados a uma ferramenta de otimizacdo apropriada, como a metodologia de
superficie de resposta (RSM). Ao contrario das abordagens one-factor-at-a-time, a
metodologia RSM descreve a relacdo entre varidveis independentes e uma ou mais
respostas e permite avaliar interacGes e otimizar processos com um baixo namero de
ensaios experimentais.

Apesar do namero crescente de estudos sobre extracdo de antocianinas a partir
de matrizes vegetais, tais como framboesa (Chen et al., 2007; Sun et al., 2007),
medronho (Arbutus unedo L.) (Lépez et al., 2018), epicarpo de maracuja (Passiflora
edulis Sims) (Ghada et al., 2020), epicarpo de jabuticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell.)
Berg.) (Albuquerque et al., 2020) e casca de figo (Ficus carica L.) (Backes et al., 2018),
a producdo e comercializacdo industrial de tais produtos permanecem insuficientes
(Corrado e Sala, 2018; European Commission, 2019). Assim, a otimizacdo e
comparacédo de técnicas de extracdo convencionais (EAT) e inovadoras (EAU) pode ser
vista como uma abordagem promissora e uma op¢éo para a conversdo da framboesa em
corantes naturais.

Este estudo foi realizado com o objetivo de desenvolver extratos antocianicos de

framboesa vermelha para serem utilizados como corantes alimentares naturais. Numa
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primeira fase, pretende-se otimizar os processos de extragdo EAT e EAU por
combinacdo de trés fatores em desenhos experimentais de 5 niveis acoplados a RSM.
Posteriormente, apds determinar as condi¢cdes O6timas de processamento, objetiva-se
também a avaliacdo do potencial corante e das atividades antioxidante e antimicrobiana
dos extratos obtidos nessas condigcdes, a fim de garantir o seu potencial como

ingrediente alimentar.
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2. ENQUADRAMENTO TEORICO

2.1. Aditivos alimentares

2.1.1. Importéncia dos aditivos alimentares

Os aditivos alimentares sdo substancias adicionadas intensionalmente aos alimentos
com o objetivo de conservar ou modificar caracteristicas organoléticas, manter ou
melhorar a sua estabilidade ou torna-los mais apeteciveis para o consumidor (Carocho et
al., 2014). O avanco tecnologico e o surgimento de alimentos industrializados cada vez
mais processados tem promovido o uso alargado de varios tipos de aditivos.
Simultaneamente, o consumidor estd cada vez mais cauteloso com questbes de
seguranca alimentar e, dos varios itens relacionados com esta questdo, os aditivos
alimentares artificiais estdo entre 0s mais controversos e os que tém despertado maiores
preocupacOes ao consumidor e a industria (Barrett, 2007; Boutillier et al., 2020; Kumar
et al., 2019). Neste sentido, considerando os regulamentos impostos pela Administracao
de Alimentos e Medicamentos dos Estado Unidos da América (FDA) e pela Autoridade
de Seguranca Alimentar Europeia (EFSA), o uso de aditivos alimentares tem vindo a
tornar-se mais restritivo e controlado (Carocho et al., 2014).

A monitorizagdo da utilizacdo de aditivos em alimentos é feita por um comité
conjunto de especialistas da Organizacdo das NagOes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO) e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sobre aditivos
alimentares (JECFA) (FAO/WHO, 2016). Este organismo recomenda que todos 0s
paises verifiguem o nivel de consumo total de cada aditivo especifico de forma a
assegurar que a sua ingestdo ndo ultrapasse a dose diaria admissivel (DDA) (JECFA,
2019). Quando se pretende introduzir no mercado um novo aditivo, a FDA e a EFSA
sdo as entidades responsaveis pela realizacdo de ensaios de toxicidade (Carocho et al.,
2014; Chappell et al., 2020). Durante este processo, sdo considerados varios critérios
para avaliar a seguranca do aditivo, tais como a composi¢do e propriedades inerentes a
substéncia, a quantidade habitualmente utilizada e os efeitos imediatos e a longo prazo.
Quando o aditivo é reconhecido como seguro, este adquire a designacdo GRAS
(geralmente reconhecido como seguro) (Kumar et al., 2019). No entanto, todos o0s
aditivos alimentares devem ser mantidos sob vigilancia permanente e avaliados sempre
que necessario.

Na Unido Europeia (UE), os aditivos alimentares sdo classificados de acordo

com o sistema de numeracéo internacional definido pela Comissdo do Codex
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Alimentarius. Este sistema tem facilitado a implementacdo e monitorizacdo da
regulamentacdo e garantido uma informacdo mais acessivel ao consumidor
(FAO/WHO, 2020). A nomenclatura adotada inclui a letra “E” como prefixo, que
representa a Europa, seguida de 3 algarismos que identificam o aditivo. Por exemplo,
E1 representa a classe dos corantes, E2 conservantes, E3 antioxidantes, E4 agentes de
textura, E6 intensificadores de sabor e E9 adocantes (Carocho et al., 2014; Martins et
al., 2016). Em paises ndo pertencentes & UE, a classificacdo em vigor implica a mesma
numeragdo, porém sem a denominagdo “E” em prefixo (FDA, 2019).

Em Portugal, a lista de aditivos e as condi¢bes de utilizacdo permitidas
encontram-se no Regulamento (UE) N.” 1129/2011 da Comissdo, o qual também
abrange os cddigos correspondentes a cada aditivo alimentar.

2.1.2.Classes de aditivos alimentares

De acordo com o Regulamento (CE) N.° 1333/2008 do Parlamento Europeu e do
Conselho de 16 de dezembro de 2018, os aditivos alimentares sdo agrupados em cerca
de 26 classes de acordo com as suas funcBes. A FDA, por sua vez, reduz este nimero
para seis classes, incluindo corantes, conservantes, intensificadores de sabor, agentes de
textura, aditivos com valor nutricional e outros agentes (Blekas, 2015; Carocho et al.,
2014). Os corantes séo usados para alterar ou conferir uma determinada cor ao alimento,
de modo a melhorar as suas caracteristicas organoléticas e a torna-lo mais recetivo por
parte do consumidor (Martins et al., 2016; Rodriguez-Amaya, 2016). Na classe dos
conservantes destacam-se os antimicrobianos e os antioxidantes. Estes sdo geralmente
usados para inibir a deterioragdo e aumentar o tempo de prateleira do alimento e/ou para
controlar a contaminacdo microbioldgica (Blekas, 2015; Carocho et al., 2014). Ja os
aditivos com valor nutricional visam fornecer ou enriquecer o valor nutritivo dos
géneros alimenticios. Embora esta classe ndo se encontre descrita pelo sistema de
numeracdo “E”, alguns destes aditivos estdo incluidos noutras classes dada a sua ampla
variedade de aplicagdes, tais como as vitaminas C e E, muito utilizadas para acrescentar
valor nutricional aos alimentos mas também pelo efeito antioxidante, Gtil para ajudar a
prevenir reacdo de degradacédo (Carocho et al., 2014).

Relativamente aos intensificadores de sabor, estes tém como finalidade melhorar
ou alterar integralmente o sabor de um produto alimentar. Estes podem ser divididos em

adocantes e promotores de sabor (Blekas, 2015; Carocho et al., 2017). Por sua vez, 0s
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agentes de textura atuam sobre a consisténcia do alimento e podem ser diferenciados em
emulsionantes, estabilizantes, espessantes e gelificantes. Os emulsionantes tém como
principal fungdo manter a integridade e a disperséo de uma emulséo no alimento e, por
isso, sdo moléculas que apresentam um grupo hidrofilico e um grupo hidrofébico.
Abrangem compostos de origem natural, como a lecitina e os glicéridos, bem como
substancias sintéticas (Carocho et al., 2014). Os estabilizantes, por sua vez, sdo
amplamente utilizados em produtos com uma consisténcia instavel perante agentes
externos, como por exemplo em gelados (Blekas, 2015).

Certos aditivos néo se incluem em nenhuma das classes referidas, tais como os
agentes quelantes, anti-espuma, lubrificantes e enzimas. Estes “outros agentes” sdo
adicionados aos alimentos com um propdsito especifico, mas ndo retnem critérios que

permitem a inclusdo nos outros grupos (Blekas, 2015).

2.1.3.Corantes alimentares naturais e artificiais

A cor e a aparéncia sdo 0s primeiros atributos percebidos durante o processo de
degustacdo e aceitacdo dos alimentos por parte do consumidor, o qual faz um pré-
julgamento e cria uma expectativa acerca das caracteristicas organoléticas e de
qualidade (Martins et al., 2017). A cor é prontamente associada ao sabor do produto
(e.g., os alimentos vermelhos sdo geralmente associados ao sabor do morango), sendo
pOUCOS 0S Casos em que esta ndo remeta ao seu sabor (Huang et al., 2019). E por isso
gue a questdo da cor dos alimentos é levada tdo a sério pelos consumidores e pela
indUstria alimentar.

Da producdo a conservacdo de alimentos, ha uma necessidade de que o0s
produtos industrializados ou processados apresentem uma cor idéntica a dos produtos
originais. A tonalidade de cor € proporcionada pela presenca natural de pigmentos, pela
formagéo de substancias corantes como produto de reagcdes quimicas ou enzimaticas e
pela adicdo intencional de corantes, entre outros fatores. Estes sdo adicionados aos
alimentos nos casos em que se pretende recuperar a sua cor original alterada durante o
processamento, proporcionar um aspeto atraente, proteger constituintes sensiveis a luz
e/ou conservar a cor caracteristica do produto original (Martins et al., 2016).

Os corantes podem ser obtidos a partir de fontes naturais (plantas, animais ou
minerais) ou através de sintese quimica (Carocho et al., 2014). Em 1865, o quimico
inglés Perkin sintetizou o primeiro corante organico de importancia comercial que foi

designado de purpura de anilina ou purpura de Tiro. Esta descoberta permitiu
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incrementar a investigacdo em corantes artificiais, impulsionando, algum tempo depois,
a sintese de varios outros compostos quimicos com capacidade corante (Corradini,
2018). Os corantes artificiais podem conferir aos produtos onde s&o introduzidos uma
ampla gama de cores, cobrindo praticamente todas as tonalidades do espetro visivel.
Além disso, o baixo custo de producdo, a elevada estabilidade, o elevado poder corante
e a uniformidade da cor proporcionada pelos corantes artificiais sdo algumas das
vantagens comparativamente aos analogos naturais (Corradini, 2018). Contudo, estas
vantagens sdo acompanhadas de problemas que resultam de um estudo continuo e
aprofundado dos seus efeitos adversos a saude do consumidor (Boutillier et al., 2020;
Kumar et al., 2019).

A toxicidade potencial apresentada pelos corantes artificiais é o seu principal
inconveniente, o que o0s torna numa espécie de aditivo indesejavel pelo consumidor. Um
dos fatores mais preocupantes sobre as questdes de seguranca dos corantes artificiais é
que, de facto, a maioria dos produtos alimentares formulados com estas moléculas é
consumida diariamente (Martins et al., 2016). Véarios estudos sugerem que 0 consumo
excessivo de alimentos com corantes artificiais pode provocar diversas alteracfes
clinicas: reacdes de hipersensibilidade, dermatites, eczema, prurido, diarreia, nauseas,
vomitos, anafilaxia, asma e até mesmo processos tumorais (Amchova et al., 2015).
Além destes sintomas, os corantes artificiais ja foram descritos como sendo
responsaveis por causar altera¢cbes comportamentais em criancas, tais como o transtorno
de deficit de atencdo/hiperatividade (TDA/TDAH). Atualmente, 6 corantes artificiais
estdo associados a esta perturbacdo, tais como a tartarazina (E102) (Figura 1A), o
amarelo de quinoleina (E104) (Figura 1B), o amarelo-sol FCF (E110) e o vermelho
allura AC (E129), ponceau 4R (E124) e azorubina ou carmosina (E122) (Martins et al.,
2016). O TDA/TDAH em criancas de 3 a 9 anos de idade foi ja associado a ingestao de
alimentos com corantes artificiais e derivados do benzoato de sodio, 0 que destaca a
gravidade dos perigos associados a ingestdo destas moléculas artificiais (Barrett, 2007).

A inddstria alimentar tem dado preferéncia aos corantes artificiais por serem
mais econodmicos e brilhantes, pela capacidade de conferirem uma cor mais intensa e
por serem mais estaveis do que os naturais. No entanto, o maior conhecimento e
consciencializagdo do consumidor tem levado a que este comece a dar preferéncia a
produtos formulados com corantes naturais, 0s quais sao cada vez mais apontados como
uma alternativa face aos corantes artificias. As cores naturais podem ser obtidas a partir

de uma vasta variedade de matrizes naturais (Martins et al., 2016; Rodriguez-Amaya,
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2016). Apesar do uso de alternativas naturais poder elevar o custo final do produto
alimentar, este podera ser considerado mais seguro e saudavel. Contudo, durante o
processo de extracdo, os pigmentos naturais podem sofrer fendmenos de oxidacéo. Por
outro lado, como sdo menos intensos, poderd ser necessario utilizar uma maior
quantidade para obter a cor desejada, 0 que pode comprometer as caracteristicas

organoléticas do alimento e, consequentemente, a sua aceitacdo pelo consumidor.

O\g OH ijo
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Figura 1. Estrutura quimica da tartrazina (A) e do amarelo de quinoleina (A).

Também é importante referir que é necessario realizar mais estudos clinicos a
fim de elucidar os efeitos toxicoldgicos inerentes a ingestdo ndo s6 de um dnico corante
artificial, mas também de misturas de corantes, pois esta é uma situacdo muito frequente

no dia-a-dia do consumidor (Amchova et al., 2015).

2.2. Antocianinas

2.2.1. Antocianinas como corantes naturais

Os pigmentos naturais podem ser divididos em antocianinas, betalainas, clorofilas e
carotenoides, entre outros. Estes podem ser obtidos a partir de varias matrizes naturais e
ser usados diretamente como corantes ou ap6s modificagdo quimica para aumentar a sua
estabilidade, tendo a capacidade de conferir diferentes cores, incluindo verde, amarelo,
laranja, vermelho, azul e violeta (Rodriguez-Amaya, 2016; Sigurdson et al., 2017).

As antocianinas sdo pigmentos sollveis em agua responsaveis pela cor de flores
(Belwal et al., 2020; Pinela et al., 2019), frutos (Albuquerque et al., 2020; Backes et al.,
2018; Lopez et al., 2018) e outros tecidos vegetais (Mojica et al., 2017). Estes protegem
os tecidos vegetais contra tensdes bioticas e abidticas, retardam a senescéncia e o
amadurecimento, auxiliam na maquinaria fotossintética e eliminam espécies reativas

(Moustaka et al., 2020). Além de proporcionarem beneficios a satide do consumidor, as
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antocianinas sdo responsaveis pela cor avermelhada, azul ou arroxeada dos frutos
vermelhos (Anjos et al., 2020).

Existem cerca de 300 antocianinas na natureza. A sua estrutura quimica deriva
de glicosideos do catido flavilio com diferentes graus de hidroxilacdo e metoxilagdo. Na
sua forma ndo glicosilada denominam-se de antocianidinas (agliconas) (Figura 2)
(Khoo et al., 2017). A diversidade estrutural das antocianidinas depende do numero e
posicdo dos grupos hidroxilo e metoxilo ligados aos anéis aromaticos (A e B). Estas
substituicdes afetam a cor de cada uma das antocianidinas, o que condiciona a sua
aplicacdo como corantes na industria alimentar (Khoo et al., 2017). Enquanto a
hidroxilacdo origina uma tonalidade azul, a metoxilacdo proporciona uma tonalidade
vermelha. Por outro lado, as antocianinas metoxiladas sdo mais estaveis que as
hidroxiladas, uma vez que as moléculas orto-hidroxiladas sdo mais facilmente
transformadas em quinonas. A um determinado pH, as antocianinas-3-glucosido sdo
mais coradas que as antocianinas-3,5-diglucosido. Da mesma forma, as antocianinas
podem ser coradas ou ndo, consoante o pH do meio, a sua concentracdo e a presenca ou

né&o de copigmentos (Belwal et al., 2020).

Figura 2. Estrutura quimica basica das antocianidinas, agliconas das antocianinas.

A interacdo das antocianinas com outros compostos pode afetar a sua
estabilidade e contribui para a enorme variedade de cores que estas podem exibir. Este
fenomeno € conhecido por copigmentacdo e deve-se a ocorréncia de interacfes
moleculares entre a antocianina e um copigmento (e.g., flavonoides) que permitem

intensificar a intensidade da cor (Belwal et al., 2020).

2.2.2. Antocianinas como compostos bioativos
Os frutos silvestres contém uma quantidade elevada de varios compostos bioativos que,

individualmente ou em combinacdo, podem ter um efeito positivo na sade humana.
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Estes sdo conhecidos por serem uma fonte rica em antioxidantes, tais como as
antocianinas. Estes compostos bioativos tém sido descritos como promotores de salde,
estando envolvidos na protecdo contra doengas cardiovasculares e coronarias e como
sendo benéficos sobre a funcdo ocular e o processo de envelhecimento, inflamacéo,
obesidade e doencas neurodegenerativas (Wright et al., 2020). Enquanto antioxidantes,
tém a capacidade de interagir com sistemas bioldgicos e de inibir acBes prejudiciais ao
organismo, nomeadamente na protecdo antibacteriana e cardiovascular. Caracterizam-se
também por apresentar um efeito anticancerigeno e neuroprotetor (Fakhri et al., 2020).

De um modo geral, os compostos fendlicos possuem um ou mais anéis
aromaticos com um sistema aromatico conjugado e um ou mais grupos hidroxilo. Estes
atuam como antioxidantes devido a sua capacidade de ceder um eletrdo ou um &tomo de
hidrogénio a um radical livre, permitindo que este seja convertido numa molécula nédo-
reativa. Um mecanismo importante para a acdo anti-inflamatoria dos polifenais,
particularmente dos flavonoides (incluindo as antocianinas), € a sua capacidade de inibir
a formacdo de eicosanoides a partir do &cido araquidonico através das vias da
lipoxigenase (LOX) e da ciclooxigenase (COX), os quais podem aumentar o risco de
doencas inflamatorias e cardiovasculares, ente outras (Zhang et al., 2019).

Varios estudos in vitro e in vivo também tém descrito que as antocianinas e as
antocianidinas, principalmente na forma de mistura, tém efeitos quimiopreventivos em
relacdo ao cancro de mama, pele, eso6fago, pulméo, cavidade oral e trato gastrointestinal
(Wang and Stoner, 2008).

2.2.3. A framboesa vermelha como fonte de antocianinas

A framboesa vermelha é o fruto da framboeseira (Rubus idaeus L.), uma espécie da
familia Rosaceae, género Rubus e subgénero Idaeobatus. Este ultimo compreende cerca
de duas centenas de espécies, sendo R. idaeus a mais difundida na Europa e na América
do Norte (Zhao, 2007). A framboesa vermelha é uma pseudobaga e caracteriza-se pelo
sabor agridoce, aroma agradavel, polpa com pequenas sementes e textura granulada. Em
Portugal, a producdo de framboesa tem maior expressdo no Alentejo Litoral (Odemira),
na Beira Interior (Fundao), em Tréas-os-Montes (Braganca) e no Ribatejo e Oeste (GPP,
2017). Como demonstrado na Figura 3, trata-se de uma cultura com uma importancia
comercial crescente em Portugal, tendo sido produzidas 18229 toneladas de framboesa

vermelha em 2018, numa area de 1149 hectares (GPP, 2018). Os frutos produzidos sé&o,
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de um modo geral, de boa qualidade e destinam-se maioritariamente ao mercado de
exportacdo (GPP, 2018).

Area Produgdo

= 20000
=]
=
S 15000
3
£
o 10000
<
=
g 5000

0

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Ano

Figura 3. Grafico da producéo e &rea de cultivo de framboesa em Portugal. Fonte: GPP (2018).

Os elagitaninos e as antocianinas sdo 0s compostos fendlicos maioritarios da
framboesa vermelha (Kula et al., 2016; Mullen et al., 2003). Os elagitaninos s&o taninos
hidrolisaveis complexos que apresentam pelo menos um grupo hexahidroxidifenoil
esterificado com uma molécula de acgUcar, geralmente glucose, ou outros compostos
polihidroxilados (Mazur et al., 2014). As antocianinas sdo 0s pigmentos responsaveis
pela cor caracteristica da framboesa vermelha e as maioritarias s&o a cianidina-3-
soforésido e a cianidina-3-glucésido (Figura 4). Outras antocianinas como a cianidina-
3-rutindsido, a cianidina-3,5-diglucdésido, a pelargonidina-3-glucdésido, a pelargonidina-
3-rutindsido, a pelargonidina-3-soforosido, a quercetina-3-glucésido, a quercetina-3-
acetilglucdsido e a quercetina-3-rutinésido também tém sido identificadas neste fruto
(Anjos et al., 2020; Kula et al., 2016; Mazur et al., 2014; Seeram et al., 2006).

De acordo com alguns estudos, os genétipos de framboesa vermelha apresentam
diferengas significativas no que concerne ao conteudo de compostos fendlicos,
incluindo flavonoides e antocianinas (Mazur et al., 2014; Mikulic-Petkovsek et al.,
2012). De facto, o impacto da variedade ou cultivar e da época de colheita na
composigdo fendlica ja foi descrito como sendo mais pronunciado do que o causado por
fatores edafoclimaticos individuais, como a temperatura, a exposicdo solar e as
caracteristicas do solo. No entanto, o efeito destes fatores sobre a composicdo quimica

da framboesa esta ainda pouco investigado. Também é de referir que a composi¢do dos

Desenvolvimento de um corante natural bioativo rico em antocianinas a partir de framboesa vermelha

| 13



Enquadramento tedrico

genotipos de framboesa vermelha pode ser afetada de forma diferente pelas variagGes
anuais (Mazur et al., 2014).
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Figura 4. Estrutura quimica da cianidina-3-O-soforo6sido (A) e da cianidina-3-O-glucésido (B)
encontradas na framboesa vermelha.

2.3. Métodos para obtencéo de extratos ricos em antocianinas

A extracdo solido-liqguido ou maceragdo dindmica é o método mais comum para
recuperar compostos de elevado valor acrescentado a partir de matrizes vegetais. No
entanto, estas metodologias mais convencionais podem favorecer a extracdo de outros
compostos ndo pretendidos, tais como agUcares, acidos organicos e proteinas, sendo por
isso necessario realizar etapas subsequentes de purificacdo (e.g., extracdo em fase
solida) (Ongkowijoyo et al., 2018).

As antocianinas sdo moléculas polares; portanto, os solventes mais usados na sua
extracdo devem ser misturas aquosas de etanol, metanol ou acetona (Deng et al., 2011;
Ongkowijoyo et al., 2018). Também é comum usar solventes acidificados (0,1% de
acido férmico ou acético) para evitar a sua degradacdo ou hidrélise. Os mais comuns
sdo o metanol e o etanol acidificados (Ongkowijoyo et al., 2018). Estudos anteriores ja
descreveram que, aquando da extracdo de antocianinas a partir da polpa de uva, a
extragdo com metanol é 20% mais eficaz do que com etanol e 73% mais eficaz do que
guando se emprega somente agua (Metivier et al., 1980). No entanto, o etanol é
preferivel devido a sua ndo toxicidade e permissdo na industria alimentar.

Apesar da maceracdo ser usada a escala industrial, este método convencional é
frequentemente associado a altos gastos de energia e a longos tempos de extracdo

(Belwal et al., 2018). De forma a melhorar a eficiéncia dos processos de extracédo, é
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conveniente implementar desenhos experimentais que combinem o efeito das variaveis
independentes ou fatores mais relevantes (tais como pH, temperatura, tipo de solvente e
razdo solido-liquido), acoplados a uma metodologia de otimizagdo como a metodologia
de superficie de resposta (RSM) (Albuquerque et al., 2020; Zou et al., 2012). Esta
ferramenta estatistica tem sido usada para otimizar processos de extracdo e permite
reduzir significativamente o ndmero de ensaios laboratoriais (runs) necessarios,
comparativamente as abordagens convencionais one-factor-at-a-time. Assim, podera ser
possivel melhorar o rendimento da extracéo e reduzir os custos associados ao consumo
de solvente e ao tempo de extracgéo.

A eficiéncia das extracOes também é afetada pelas diferencas composicionais
existentes entre as distintas matrizes vegetais, sendo por isso necessario otimizar estes
processos de forma individual para cada matriz pretendida. A RSM permite otimizar as
variaveis independentes de forma simultnea através da construgdo de modelos
polinomiais que descrevem, dentro do intervalo experimental testado, as condigdes
Otimas gue maximizam as variaveis dependentes ou de resposta (Pinela et al., 2016).
Esta ferramenta também permite avaliar as possiveis interacbes entre variaveis
independentes que poderdo decorrer sobre as respostas (e.g., teor de antocianinas).
Além disso, permite determinar as condi¢fes étimas de processamento que maximizam
a extracao.

A intensificagdo das extracdes por ultrassom (EAU) pode melhorar a
recuperacdo de compostos bioativos termossensiveis (tais como antocianinas), uma vez
que pode ser realizada a temperatura relativamente baixa. Os efeitos mecanicos
provocados das ondas de ultrassom proporcionam uma maior penetracdo do solvente
nos tecidos vegetais, o que permite melhorar os fendémenos de transferéncia de massa,
enquanto a rutura das paredes celulares promove a libertagdo de solutos para o solvente,
aumentando assim a eficiéncia do processo (Chemat et al., 2017; Khadhraoui et al.,
2018). Em termos de equipamentos, a baixa reprodutibilidade e poténcia sdo algumas
das limitacGes dos banhos ultrassonicos, quando comparando com a extracdo assistida
com um ultrassom de sonda. Em termos praticos, as sondas ultrassonicas de alta
poténcia séo preferencialmente utilizadas para efeitos de extracdo (Figura 5), uma vez
gue a intensidade ultrassonica é distribuida através de uma menor superficie, ou seja,
apenas através da ponta da sonda (Chemat et al., 2017). Além disso, ao contrario da
maceracao dinamica ou extracdo assistida por temperatura (EAT), em que se recorre a

agitacdo mecanica, no método EAU, a agitacdo é promovida pela energia ultrassonica.
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Figura 5. Equipamento ultrassonico utilizado em processos de extracao.

2.4. Aplicacéo de antocianinas em produtos alimentares

As antocianinas formam o maior grupo de pigmentos hidrossoltveis do reino vegetal.
Estes tém sido estudados enquanto aditivos alimentares com agdo corante, pois
permitem obter tons entre o vermelho e o azul. Estas moléculas também séo importantes
no controlo do sabor e do aspeto de varios produtos alimentares (Khoo et al., 2017). A
industria alimentar pode assim recorrer a extratos ricos em antocianinas como
importantes alternativas face aos corantes artificiais e, desta forma, ir de encontro a um
publico cada vez mais predisposto a consumir alimentos isentos de ingredientes
artificiais. Além disso, o potencial antioxidante destas moléculas ajuda a retardar
fendmenos de peroxidacdo lipidica, o que é util na conservacdo de alimentos
(Albuquergue et al., 2020).

As vantagens de incorporar ingredientes naturais em alimentos tém sido
descritas por varios autores. Kamiloglu et al. (2017) constatou que o bagaco de cenoura
preta é rico em polifendis com potencial para melhorar o valor nutricional de produtos
de pastelaria, sem alterar as caracteristicas originais e a estabilidade desses produtos.
Outro estudo, realizado com farinha de casca de feijdo preto rica em antocianinas
incorporada em bolachas sem glaten e em tortilhas, evidenciou que a adigdo desta
farinha pode ser uma estratégia para aumentar os teores de antocianinas nesses
alimentos; embora se tenha observado que a percentagem de retengéo de bioativos tenha
sido mais significativa nas tortilhas (Chavez-Santoscoy et al., 2016).

Em relacdo a questdes de estabilidade, um estudo realizado com produtos de
padaria (pao de forma, pdo baguete e biscoitos) enriquecidos com antocianinas concluiu

que os processos de cozedurae armazenamento ndo influenciam a estabilidade das
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antocianinas (Karakaya et al., 2016). De uma forma geral, a viabilidade da aplicacdo de
antocianinas a produtos alimentares deve ser acompanhada por estudos de estabilidade
em diferentes condigbes de pH, temperatura e humidade relativa. E também necessario
saber como controlar e processar a matéria-prima de forma a assegurar a qualidade no
produto final, uma vez que estes pardmetros podem afetar a cor e a estabilidade das

antocianinas, podendo estas ser degradadas com o aumento da temperatura.

Desenvolvimento de um corante natural bioativo rico em antocianinas a partir de framboesa vermelha

| 17



Tempo

EAT Temperatura

Percentagem de etanol

Atividade
antioxidante

Cyanidin Ohexoside iy sxtract

CORANTES
BIOATIVOS

Tempo
EAU Poténcia ultrass6nica

Percentagem de etanol

Atividade

Framboesa vermelha

ANTOCIANINAS

antibacteriana







Objetivos

3. OBJETIVOS

Atualmente existe uma grande controveérsia em torno dos corantes alimentares artificiais
(devido aos potenciais efeitos nocivos para a saude do consumidor) e necessidade de
encontrar novas fontes e métodos sustentaveis para obtencdo de corantes de base
natural. De facto, o numero de corantes naturais alternativos aos artificiais é ainda
baixo, pois a sua producdo apresenta uma série de desafios cientificos que precisam ser
solucionados. Neste sentido, este trabalho equacionou vérias questdes de investigacao
que, por sua vez, se converteram em HIPOTESES DE ESTUDO, tais como:
# Sera tecnologicamente viavel obter corantes naturais a partir de framboesa
vermelha?
# Serdo os métodos de extracdo EAT e EAU adequados para extrair antocianinas,
de modo a obter extratos ricos nestes pigmentos naturais?
# Qual dos métodos de extracdo (EAT versus EAU) sera mais eficiente em termos
de rendimento e condic¢des de processamento?
# Serd que os extratos de framboesa vermelha ricos em antocianinas apresentam

bioatividades de relevancia para a sua utilizacdo em produtos alimentares?

Para dar resposta as hipéteses de estudo apresentadas, este trabalho laboratorial,
analitico e experimental teve como OBJETIVO GERAL produzir extratos de framboesa
vermelha ricos em antocianinas com capacidade corante e atividade antioxidante e
antibacteriana. Este objetivo foi ainda subdividido nos OBJETIVOS ESPECIFICOS a
seguir apresentados, 0s quais correspondem a etapas sequenciais do trabalho:

# Preparacdo da amostra de framboesa vermelha por liofilizacdo e reducédo a pé e
posterior caracterizacdo do perfil em antocianinas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a um detetor de arranjo de diodos e espectrometria de
massa com ionizacao por electrospray (HPLC-DAD-ESI/MS");

# Implementacdo de desenhos de composto central para a otimizacdo dos
processos de extracdo de antocianinas assistidos por temperatura (EAT) e
ultrassom (EAU);

# Otimizacdo dos processos de extracdo usando a metodologia RSM, considerando
como Vvariaveis de resposta o rendimento de extracdo (avaliado por um método
gravimétrico) e o teor de antocianinas (quantificado por HPLC-DAD);

# Validacdo experimental das condigdes 6timas de extracdo por EAT e EAU,;
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# Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos obtidos em condigdes
otimizadas através dos ensaios in vitro de inibicdo da formacgdo de substéncias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e da hemolise oxidativa (OXHLIA);

# Avaliagdo da atividade antibacteriana dos extratos obtidos em condigdes
otimizadas através do ensaio colorimétrico rapido que utiliza o corante cloreto

de p-iodonitrotetrazdlio (INT) apds realizacdo do método da microdiluicéo.

Pretende-se que este estudo contribua para uma valorizacdo alternativa da
cultura da framboesa vermelha e para uma economia circular, em particular atraves da
utilizacdo dos bio-residuos resultantes das etapas de producdo, distribuicdo e
armazenamento (i.e., frutos maduros inadequados para comercializa¢do) para producéo
de corantes naturais bioativos e, consequentemente, alimentos funcionais, nutracéuticos
e outros produtos. Esta abordagem esta alinhada com os objetivos do desenvolvimento
sustentavel da Agenda 2030 da Organizacdo das Nac¢des Unidas (ONU, 2015). De uma
forma mais indireta, também se pretende que os resultados venham a ter um impacto
alargado no dia-a-dia do consumidor, o qual podera vir a ter a sua disposicdo generos
alimenticios formulados com o ingrediente natural bioativo desenvolvido no ambito

deste trabalho a partir de framboesa vermelha.

Desenvolvimento de um corante natural bioativo rico em antocianinas a partir de framboesa vermelha

| 21









Material e métodos

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Padr0es e reagentes

O acetonitrilo de grau HPLC e o acido trifluoroacético foram fornecidos pela Fisher
Scientific, Lisboa, Portugal. Os padrfes usados nas quantificacdes cromatogréaficas
(cianidina-3-O-glucosido, da Extrasynthese, Genay, Frangca) e nos ensaios de
bioatividade (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox), da Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) apresentavam um nivel de pureza >96%. O 2,2'- azobis-
(2-metilpropionamidina) dicloridrato (AAPH) também foi adquirido na Sigma- Aldrich.
O cloreto de p-iodonitrotetrazélio (INT) foi adquirido na PanReac AppliChem,
Barcelona, Espanha. O caldo de soja triptico (TSB) e o Mueller-Hinton (MH) foram
obtidos na Biolab, Budapeste, Hungria. Os antibidticos imipenem e vancomicina foram
adquiridos na Hikma Farmacéutica, S.A., Sintra, Portugal, enquanto a ampicilina foi
adquirida na Fisher Scientific, Janssen Pharmaceutica NV, Bélgica. A agua utilizada nos
ensaios foi tratada com um sistema de purificagdo Milli-Q (TGl Pure Water Systems,
Greenville, SC, EUA). Os restantes reagentes e solventes eram de grau analitico e foram

obtidos de fornecedores comuns.

4.2. Material vegetal

As amostras de framboesa vermelha (Rubus idaeus L., cultivar 'Kweli"), fornecidas pela
empresa “Ponto Agricola Unipessoal, Lda”, foram cultivadas em Tabuado, Marco de
Canaveses, Portugal. Um lote de frutos maduros inadequados para comercializagéo (por
se encontrarem fisicamente danificados) da colheita de setembro de 2018 foi liofilizado
(FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, EUA), reduzido a p6 (~20 mesh) numa
trituradora de cozinha e homogeneizado para obter uma amostra representativa que foi

mantida sob vacuo a -20 °C no escuro até posterior utilizacéo.

4.3. Medicdes dos parametros de cor

A cor do po liofilizado de framboesa foi medida com um colorimetro (modelo CR-400;
Konica Minolta Sensing Inc., Japdo) previamente calibrado contra um azulejo branco
padrdo. Os valores dos parametros de cor L* [luminosidade, do preto (0) ao branco
(100)], a* [cromaticidade do verde (-) ao vermelho (+)] e b* [cromaticidade do azul (-)
ao amarelo (+)] foram registados utilizando o iluminar C e uma abertura de diafragma

de 8 mm (Pinela et al., 2015). Posteriormente, para representar visualmente a cor
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registada, os valores CIELAB foram convertidos em valores RGB (Red - vermelho,
Green - verde, Blue - azul) utilizando um conversor de cor online

(http://colormine.org/).

4.4. Desenho experimental para os processos de extracao

Para otimizar os processos de extracdo de antocianinas a partir de framboesa vermelha,
foram implementados dois desenhos de composto central rotativo (DCCR) de trés
fatores com cinco niveis. Os valores codificados e naturais dos fatores ou variaveis
independentes X1 (tempo: t, min), Xz (temperatura: T, °C, ou poténcia ultrassonica: P,
W) e Xz (proporcgéo de solvente: S, % etanol, v/v) sdo apresentados na Tabela 1. Estas
varidveis independentes e os intervalos de valores foram selecionados com base em
estudos anteriores do grupo de investigacdo (Albuquerque et al., 2020; Lopez et al.,
2018; Pinela et al., 2019).

Tabela 1. Valores codificados e naturais das varidveis independentes usadas nos processos de
extragdo assistidos por temperatura (EAT) e ultrassons (EAU).

Valores naturais

Valores Extracdo assistida por temperatura Extracéo assistida por ultrasons
codificados
t (min) T(C) S (%, viv) t (min) PW) S (%, i)

-1.68 2 20 0 2 5 0

-1 20 34 20 11 106 20

0 46 55 50 24 253 50

+1 72 76 80 36 400 80
+1.68 90 90 100 45 500 100

O software Design-Expert, Versdo 11 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, EUA), foi
utilizado para gerar os 20 pontos experimentais dos desenhos experimentais atraves da
insercdo dos valores de cada uma das variaveis em termos de alfa (o = 1,68). Os
desenhos DCCR contaram com 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais ou estrela (para
permitir rotatividade e garantir que a variagdo da previsédo do modelo seja constante em
todos os pontos equidistantes do ponto central) e 6 repeti¢cbes do ponto central (Figura
6). Além disso, as 20 execucgdes experimentais (runs) de cada processo de extracéo
foram executadas de forma aleatoria para minimizar o efeito de possivel variabilidade

nas respostas.

Desenvolvimento de um corante natural bioativo rico em antocianinas a partir de framboesa vermelha

| 25


http://colormine.org/

Material e métodos

v

Figura 6. Representacéo dos vinte pontos experimentais no espaco experimental, incluindo oito
pontos fatoriais (®), seis pontos axiais ou estrela () e seis pontos centrais @ ).

4.5. Métodos de extracéo

As amostras liofilizadas em p6 de framboesa vermelha foram submetidas a extracGes
solido-liquido assistidas por temperatura (EAT) e ultrassom (EAU). Os dois solventes
utilizados nas extracdes, nomeadamente o etanol e a dgua, foram selecionados devido a
sua eficiéncia na extracdo de antocianinas (Boulekbache-Makhlouf et al., 2013) e por se
encontrarem autorizados para utilizacdo durante o processamento de géneros
alimenticios e de componentes ou ingredientes alimentares (Directiva 2009/32/CE).
Alem disso, ambos 0s solventes possuem estatuto GRAS.

A extracdo EAT foi realizada em frascos de vidro selados para evitar a
evaporacdo do solvente dentro de um banho-maria termostatico para controlo da
temperatura. Por¢cdes de amostra de massa conhecida (~600 mg) foram misturadas com
20 mL de solvente (misturas de etanol/agua acidificadas com &cido citrico até pH 3) e
processadas sob agitacdo continua com barras magnéticas a 500 rpm a diferentes niveis
de t (2-90 min), T (2090 °C) e S (0-100%) de acordo com o desenho DCCR (Tabela
1).

A extracdo EAU foi realizada com um sistema ultrassonico (Homogeneizador
ultrassonico, modelo CY-500, Optic lvymen System, Barcelona, Espanha) equipado
com uma sonda de titanio. As amostras foram processadas a diferentes niveis de t (2-45
min), P (5-500 W) e S (0-100%) de acordo com o desenho DCCR (Tabela 1),
enguanto que a temperatura foi mantida constante (temperatura ambiente).

Em ambos os métodos de extracdo, foi usada uma razdo sélido/liquido de 30
g/L. Imediatamente ap0s cada uma das extracfes, as misturas foram centrifugadas a

40009 durante 10 min e os sobrenadantes foram recolhidos cuidadosamente com uma
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pipeta de Pasteur. Uma por¢do do sobrenadante foi usada para determinar o rendimento

de extracdo e o restante foi liofilizado para posterior quantificacdo de antocianinas.

4.6. Determinacdo do rendimento de extracao

O rendimento de cada extracdo foi determinado gravimetricamente em cadinhos de
porcelana. Para isso, foram pipetados 4 mL de sobrenadante para os cadinhos
previamente calcinados e pesados e o solvente foi evaporado numa estufa ventilada a
105 °C durante pelo menos 24 h. Apoés arrefecimento num exsicador, os cadinhos
contendo o extrato seco foram novamente pesados e o rendimento foi calculado de

acordo com a Equacéo 1.

Rendi to (% massa de extrato seco 100
’ = X
endimento (%,m/m) massa de material vegetal Ea. (1)

4.7. Andlise cromatogréafica de antocianinas

Os extratos secos de framboesa vermelha (~10 mg) foram redissolvidos em 2 mL de
metanol/agua (20:80, v/v) e filtrados atraves de filtros de seringa com um didmetro de
poro de 0,22 um para vials ambar. A andlise foi realizada num sistema de HPLC
(Dionex Ultimate 3000 UPLC, Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) equipado com
uma bomba quaternaria, um injetor automatico (a 5 °C), um desgaseificador e um
compartimento de coluna com termdstato. A separacdo cromatografica foi feita numa
coluna de fase reversa AQUA® C18 (5 pm, 150 mm x 4,6 mm) (Phenomenex, EUA)
termostatizada a 35 °C. A eluicdo foi feita com (A) 0,1% (v/v) de &cido trifluoroacético
em agua e (B) 100% de acetonitrilo, aplicando o seguinte gradiente: 10% B durante até
3 min, de 10 a 15% B durante 12 min, 15% B durante 5 min, de 15 a 18% B durante 5
min, de 18 a 30% B durante 20 min, de 30 a 35% B durante 5 min e de 35 a 10% B
durante 10 min (Jabeur et al., 2017). O tempo total de analise foi de 60 min, seguido do
recondicionamento da coluna durante 10 min. O caudal foi de 0,5 mL/min e o volume
de injecéo foi de 10 pL.

O sistema de HPLC encontrava-se acoplado a um detetor de arranjo de diodos
(DAD, a um comprimento de onda de 520 nm) e a um espectrémetro de massa (MS)
com um analisador lon Trap Linear (LTQ XL) (Thermo Finnigan, San Jose, CA, EUA)
equipado com uma fonte de ionizacdo por electrospray (ESI) a operar em modo
positivo. O azoto foi utilizado como gas de revestimento (50 psi); e o sistema foi

operado com uma tensao de pulverizagédo de 4,8 kV, uma temperatura da fonte de 320
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°C e uma tenséo capilar de 14 V. O deslocamento da lente do tubo foi mantido a uma
tensdo de 75 V. Foi abrangida uma amplitude de massas de m/z 100 a 1500. Foi
utilizada uma energia de colisdo de 20 (unidades arbitrérias).

A identificacdo foi realizada comparando os tempos de retencdo, o padréo de
fragmentacédo e os espectros de UV-vis das antocianinas identificadas com os obtidos
com o padrdo comercial e a informacdo disponiveis na literatura. Os compostos
identificados foram quantificados utilizando a curva de calibracdo (y = 134578x — 3 x
105; r? = 0.9986; limite de dete¢do (LOD) = 0.25 pg/mL; limite de quantificagdo (LOQ)
= 0.83 pg/mL) construida com o padrdo de cianidina-3-O-glucésido [20-200 pg/mL].
Os dados foram adquiridos e processados com o software Xcalibur® (Thermo Finnigan,
San Jose, CA, EUA) e os resultados foram expressos em mg por g de extrato.

4.8. Modelacdo dos processos de extragdo e analise estatistica
Os dois processos de extracdo de antocianinas a partir de framboesa vermelha foram
otimizados considerando as varidveis dependentes Y1 (rendimento de extracdo), Y2 (teor
de cianidina-3-O-soforosido, C3S), Y3 (teor de cianidina-3-O-glucésido, C3G) e Y4 (teor
total de antocianinas). Os procedimentos de ajuste, a estimativa de coeficientes e a
verificacdo estatistica dos modelos foram realizados usando o software Design-Expert,
versdo 11 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, EUA). Uma anélise da variancia (ANOVA) foi
usada para avaliar a significancia dos modelos gerados e dos termos que compdem esses
modelos, assim como a falta de ajuste. O método para testar a significancia estatistica
foi realizado calculando o valor de p a partir do valor F, considerando-se a existéncia de
significancia para p <0,05. Apenas os termos estatisticamente significativos foram
usados na construcdo dos modelos.

O coeficiente de determinacdo (R?), o coeficiente de determinacdo ajustado
(R2%gdj) e a precisdo adequada, interpretados como a propor¢do de variabilidade da
variavel dependente explicada pelo modelo (Albuquerque et al., 2018), foram utilizados
para estimar a adequacdo das equacdes polinomiais as respostas. Os valores de R? e
R%q sdo os principais indicadores da significAncia do modelo. O R? representa a
variagdo em torno da média explicada pelo modelo, enquanto que 0 R?g; resulta de um
ajuste que considera o numero de variaveis e termos significativos no modelo. Os
valores proximos a 1 ilustram uma boa concordancia entre resultados teoricos e
experimentais. Para a Precisdo Adequada, que é uma medida da taxa de ruido, o valor

devera ser superior a 4 (Iberahim et al., 2019).
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A falta de ajuste (lack-of-fit) € uma medida da qualidade do ajuste do modelo aos
dados experimentais. Este teste indica se 0 modelo descreve adequadamente a relagéo
funcional entre as variaveis independentes e a resposta obtida. Desta forma, a falta de
ajuste deve ser ndo significativa (p >0,05) (Albuquerque et al., 2018).

O software Design-Expert também foi usado para gerar os graficos de superficie

de resposta.

4.9. Validacdo experimental dos modelos e avaliacdo do potencial corante e
bioativo dos extratos produzidos em condi¢Ges otimizadas
As condigOes otimizadas de EAT e EAU que maximizam a recuperagdo de antocianinas
a partir de framboesa foram utilizadas para obter dois extratos ricos nestes pigmentos,
seguindo o procedimento anteriormente descrito na secdo 4.5. Estes novos extratos
foram usados no processo de validacdo experimental dos modelos teoricos, realizado
através da andlise e comparacao das respostas experimentais (rendimento de extracéo e
teor de antocianinas) destes extratos com os valores previstos pelo modelo. A cor destes

extratos também foi avaliada, bem como a sua atividade antioxidante e antimicrobiana.

4.9.1.Potencial corante
Os pardmetros de cor CIELAB dos extratos obtidos em condi¢fes 6timas de EAT e

EAU foram medidos conforme explicado na secdo 4.3. e convertidos em valores RGB.

4.9.2. Capacidade de inibicdo da peroxidacao lipidica
A capacidade de inibicdo da peroxidacdo lipidica foi avaliada pela inibicdo da formacao
de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). Inicialmente, foi preparada
uma suspensdo de células de cérebro de porco (obtido num matadouro local),
homogeneizada numa solucgéo tampéo Tris-HCI a 20 mM, pH 7,4, na razéo 1:2 (m/v) e
depois centrifugada a 3250g durante 10 min. Seguidamente, 0s extratos foram
redissolvidos em 4&gua e submetidos a diluigdes sucessivas de forma a obter
concentragdes de 0,02 a 10 mg/mL.

Em eppendorfs de 2 mL, foram adicionados 200 pL das diferentes dilui¢des dos
extratos preparadas (ou o solvente de extracdo, no caso do controlo), 100 puL de acido
ascorbico (0,1 mM), 100 pL de sulfato de ferro (10 mM) e 100 puL. de sobrenadante da

suspensdo de cérebro preparada. A mistura foi incubada a 37 °C durante 1 h.
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A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 500 pL de acido tricloroacético a 28%.
Para promover a formacdo de complexos cor de rosa entre 0 malondialdeido (MDA, um
produto da peroxidacéo lipidica) e o &cido tiobarbitdrico (TBA), foram adicionados 380
uL de TBA a 2% (m/v) e a mistura foi aquecida a 80 °C durante 20 min para promover a
formacéo dos complexos MDA-2TBA. O precipitado proteico presente no eppendorf foi
separado por centrifugacédo a 4000g durante 5 min (Microfuge 16, Beckman Coulter) e a
intensidade da cor do sobrenadante foi medida a 532 nm (espetrofotometro Specord
200, Analytik Jena, Jena, Alemanha).

A percentagem de inibicdo da peroxidacdo lipidica de cada concentracdo de

extrato testada foi calculada de acordo com a Equagéo 2.

AC

Percentagem de inibi¢ao (%) =

x 100 Eq. (2)

onde AC ¢ a absorvancia do controlo e AE a absorvancia da solucéo de extrato.

A concentracgdo de extrato (ug/mL) responsavel por metade do efeito maximo ou
por 50% da inibicdo da peroxidacdo lipidica (valor de ECsp) foi calculada a partir do
gréafico da percentagem de inibicdo da formagdo de TBARS em fungdo da concentracéo

de extrato.

4.9.3. Atividade anti-hemolitica
O ensaio da inibicdo da hemdlise oxidativa (OxHLIA) foi feito com eritrdcitos isolados
de sangue de ovelhas saudaveis, cuja colheita foi realizada por profissionais
qualificados. A amostra de sangue foi imediatamente centrifugada (Thermo Scientific -
Heraeus Multifuge X1R, Waltham, MA, USA) a 1000g durante 5 min a 10 °C e o
sobrenadante foi descartado. Os eritrocitos foram lavados, primeiro com NaCl (150
mM) e depois trés vezes com PBS a pH 7,4, com centrifugacdo e remocao do
sobrenadante a cada lavagem (Evans et al., 2013). Os eritrocitos isolados foram usados
para preparar uma solucdo a 2,8% (v/v), usando PBS como solvente.

Em placas de 48 pogos, 200 pL da solucdo de eritrocitos foram misturados com
400 puL de solugdo de extrato (0,03—-1 mg/mL em PBS, preparadas por diluicdo
sucessiva), de trolox (7,81- 250 pg/mL em PBS, controlo positivo), de PBS (controlo)
ou de agua destilada (para promover hemolise). As placas foram pré-incubadas a 37 °C
com agitacdo durante 10 min e, depois disso, foram adicionados 200 uL. de AAPH (160
mM) e a densidade 6tica foi medida a 690 nm a cada ~10 min num leitor de microplacas
(Bio-Tek Instruments, ELX800) até hemolise completa (Lockowandt et al., 2019).
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A percentagem da populagdo de eritrocitos que permaneceu intacta (PE) foi

calculada de acordo com a Equacéo 3, utilizando o software GraphPad Prism 6.

St — CHO

onde St e SO correspondem a densidade Otica da solugdo de extrato nos instantes t e 0
min, respetivamente, e CHO é a densidade 6tica da mistura onde ocorreu hemdlise
completa (promovida pela adicdo de agua destilada) no tempo zero (primeira leitura).

Os resultados foram expressos como tempo de atraso da hemolise (At), calculado
de acordo com a Equacéo 4.
At (min) = Htgg(amostra) — Htsy(controlo) Eq. (4)
onde Htso € 0 tempo (min) correspondente a 50% de hemolise obtido graficamente a
partir da curva de hemolise de cada uma das concentragcdes de extrato e do controlo
(PBS).

Por fim, os valores de At obtidos foram correlacionados com as concentragdes de
extrato testadas, o que permitiu calcular a concentracdo (ug/mL) necessaria para

proteger 50% da populacdo de eritrocitos (valor de 1Cso) durante um At de 60 min.

4.9.4. Atividade antibacteriana
Os extratos (~100 mg) foram redissolvidos a uma concentragdo de 20 mg/mL usando
numa mistura de DMSO e meio de cultura Mueller-Hinton (5:95, v/v) e depois testados
contra microrganismos isolados de pacientes internados em unidades de salde locais de
Braganca e Vila Real, Portugal. A andlise incluiu bactérias Gram-negativas (Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Proteus mirabilis e Pseudomonas
aeruginosa) e bactérias Gram-positivas (Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis
e Staphylococcus aureus resistente a meticilina - MRSA). A identificacdo dos
microrganismos e os testes de suscetibilidade foram feitos utilizando painéis MicroScan
(MicroScan®, Siemens Medical Solutions Diagnostic) pelo método de microdiluigio em
placa. Os critérios de interpretacdo foram baseados em Breakpoints Interpretativos,
conforme indicado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016) e
pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2020).

A atividade antibacteriana dos extratos foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em placa e pelo ensaio colorimétrico do cloreto de p-iodonitrotetrazolio
(INT) (Kuete et al., 2011). A solugéo dos extratos a 20 mg/mL (190 pL) foi colocada no
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primeiro poco de uma placa de 96 pocos e os restantes foram preenchidos com 90 pL de
meio de cultura. Posteriormente foram feitas diluigdes sucessivas retirando 90 pL do
primeiro poco para o segundo e assim sucessivamente até a obtencdo de uma
concentracdo de 0,156 mg/mL. A cada pogo da placa, foram adicionados 10 uL de
indculo bacteriano, apos preparacdo previa com turvacdo correspondente a 0,5 na escala
de McFarland (1,5%108 UFC/mL), ou seja, com um valor de absorvancia compreendido
entre 0,08-0,1 nm. As microplacas foram incubadas numa estufa a 37 °C durante 24 h.
Os ensaios foram realizados em duplicado. De referir que foram realizados trés
controlos negativos: o primeiro apenas com meio de cultura com 5% de DMSO; o
segundo com meio de cultura, bactéria e antibiotico; e o terceiro apenas com o extrato.
Os antibioticos ampicilina (20 mg/mL), imipenem (1 mg/mL) e vancomicina (1 mg/mL)
foram utilizados como controlos positivos. Também foi considerado um controlo
positivo com o microrganismo e o meio de cultura com 5% de DMSO.

Decorridas as 24 h, foram adicionados 40 puL de INT a 0,2 mg/mL em todos os
pocos com posterior incubacdo a 37 °C durante 30 min. Os microrganismos viaveis
provocaram uma alteracdo na cor de amarelo para cor-de-rosa. A concentracdo minima
inibitéria (MIC) foi definida como a menor concentracdo de extrato (mg/mL) capaz de
inibir o crescimento bacteriano e a concentragcdo minima bactericida (MBC) como a

menor concentracdo (mg/mL) capaz de provocar um efeito bactericida.

4.9.5. Andlise estatistica

Para os resultados de cor e atividade antioxidante, as diferencas entre as amostras foram
avaliadas através de uma andlise de variancia (ANOVA) com um fator. O cumprimento
dos requisitos da ANOVA foi testado por meio dos testes de Shapiro-Wilk e de Levene
para avaliar a normalidade e homogeneidade da variancia dos dados, respetivamente. Os
resultados foram comparados usando os testes de compara¢do multipla de Tukey HSD
ou T2 de Tamhane, quando a homocedasticidade foi verificada ou ndo, respetivamente.
Além disso, a existéncia de diferencas significativas entre os valores 6timos de resposta
experimental e prevista pelo modelo foi avaliada aplicando um teste t de Student
pareado. Os testes estatisticos foram realizados com um nivel de significancia de 5%
usando o software SPSS Statistics (IBM SPSS Statistics for Windows, Versdo 22.0.
Armonk, NY: IBM Corp.).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A natureza intrinseca das matrizes vegetais, o tipo de solvente de extracdo e a
suscetibilidade das antocianinas a degradacdo provocada por certas condi¢bes de
temperatura, pH e tempos de processamento influenciam sua recuperacéo e integridade
(Martins et al., 2016). A selecdo de métodos de intensificacdo de extracdo adequados e a
determinacdo de condi¢Oes de processamento que maximizem a recuperagdo de
compostos de elevado valor acrescentado tem recebido particular interesse no ramo
cientifico e industrial. Deste modo, tém sido feitos esforcos no sentido de desenvolver
processos de extracdo mais eficientes e sustentaveis, capazes de melhorar o rendimento
e a seletividade da extracdo (Chen et al., 2007; Lopez et al., 2018; Pinela et al., 2019;
Sun et al., 2007). A comparacdo de resultados obtidos com diferentes técnicas de
extracdo pode, no entanto, ser uma tarefa muito dificil, uma vez que as variacdes
composicionais e fisico-quimicas existentes entre matrizes vegetais dificultam uma
extrapolacdo direta. O presente estudo investigou o potencial de dois métodos de
extragdo solido-liquido para recuperar antocianinas a partir de framboesa vermelha.

5.1. Perfil antocianico da framboesa vermelha e resultados experimentais para a
otimizacao dos processos de extragdo

Os frutos vermelhos tém sido descritos como alimentos ricos em polifendis com
potencial antioxidante, particularmente em antocianinas (Anjos et al., 2020; De Souza et
al., 2014). A analise de HPLC-DAD-ESI/MS" permitiu identificar dois glicosideos de
cianidina nos extratos de framboesa vermelha, nomeadamente cianidina-3-O-sofordsido
(identificado com base no ido pseudomolecular [M-H]* de m/z 611 e no fragmento de
m/z 287) e cianidina-3-O-glucdésido (identificado com base no ido pseudomolecular [M-
H]* de m/z 449 e no fragmento de m/z 287) (Tabela 2). Estes dois compostos foram
anteriormente descritos como 0s principais pigmentos da framboesa vermelha
(Beekwilder et al., 2005; Bowen-Forbes et al., 2010; Sariburun et al., 2010) e
relacionados com a cor vermelho-purpura deste pequeno fruto.

Conforme apresentado na Tabela 3, a cianidina-3-O-soforésido (C3S)
predominou sobre a cianidina-3-O-glucésido (C3G). Os teores de C3S variaram de
3,64-5,51 mg/g de extrato e de 3,63-5,9 m/g de extrato e os teores de C3G variaram de
2,27-3,49 mg/g de extrato e de 2,61-3,9 mg/g de extrato, com os métodos EAT e EAU,

respetivamente.
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Tabela 2. Antocianinas identificadas no extrato de framboesa vermelha. E apresentado o tempo
de retencdo (Tr), o comprimento de onda de absor¢cdo maxima na regido UV-vis (Amax), O id0
pseudomolecular e os fragmentos MS? (abundancia relativa entre paréntesis).

Pico Tr (min) Amax(nm) [M-H]* (m/z) Fragmentos MS? (m/z) Tentativa de identificagdo

1 11.48 515 611 287(100) Cianidina-3-O-soforosido (C3S)
2 14.26 512 449 287(100) Cianidina-3-O-glucésido (C3G)

No método EAT, as concentracdes mais altas foram obtidas com os runs 2 e 7,
que combinaram um tempo medio-alto (72 min; nivel +1) com uma temperatura e
concentracdo de solvente média-baixa (34 °C a 20% etanol/agua, v/v; nivel -1) ou um
tempo de processamento médio-baixo (20 min; nivel -1) com uma temperatura e
percentagem de solvente média-alta (76 °C e 80% etanol/dgua, v/v; nivel +1),
respetivamente. Por sua vez, as maiores concentracdes de antocianina no processo EAU
foram alcancadas com o run 1, caracterizado por condi¢es de processamento médias-
baixas (11 min, 106 W e 20% etanol/agua, v/v; nivel -1). Neste método, 0 aumento no
tempo e solvente para condicdo média-alta (36 min e 80% etanol/agua, v/v) levou a
valores mais baixos (run 6). Em relacdo aos seis pontos centrais replicados do desenho
DCCR (Tabela 3), estes resultaram em valores médios de 7,7+0,1 mg/g e 7,2+0,1 mg/g
para os métodos EAT e EAU, respetivamente.

O rendimento de extracdo (ou percentagem de massa de extrato, m/m) também
foi significativamente afetado pelas 20 combinagdes dos desenhos DCCR de cinco
niveis implementados para otimizar os processos EAT e EAU. Este variou de 41,22 a
60,36% com o método EAT e de 18.55 a 66,23% com o método EAU (Tabela 3).
Portanto, a variancia mais acentuada foi associada ao processo EAU, com as condicdes
de extracdo em niveis médios (pontos centrais) originando rendimentos mais elevados,
enquanto que uma diminuicdo nos valores de poténcia ultrassonica e solvente e um

aumento no tempo de extracdo (run 2) resultaram no valor mais baixo.
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Tabela 3. Respostas experimentais obtidas nas condi¢es de extracdo definidas pelo desenho DCCR para o rendimento de extracdo (%, m/m) e teores de
cianidina-3-O-soforésido (C3S, mg/g extrato), cianidina-3-O-glucosido (C3G, mg/g extrato) e de ambas as antocianinas (total, mg/g extrato) em funcdo do
método de extracdo. Os valores naturais das variaveis independentes sdo apresentados na Tabela 1.

Run Desenho experimental Respostas experimentais
t T/P S Extracao assistida por temperatura Extracao assistida por ultrassom

min °C/W % (v/v) n C3s C3G Total n C3s C3G Total
1 -1 -1 -1 54,74 4,13 2,45 6,58 25,68 5,90 3,90 10,00
2 +1 -1 -1 58,11 5,51 3,49 9,00 18,55 4,15 2,80 6,95
3 -1 +1 -1 60,36 3,70 2,43 6,13 51,12 5,02 3,28 8,30
4 +1 +1 -1 60,24 4,27 2,62 7,05 57,74 4,31 2,67 6,98
5 -1 -1 +1 57,02 4,74 2,58 7,18 46,60 4,89 3,24 8,13
6 +1 -1 +1 51,78 4,28 2,76 7,51 48,93 3,63 2,61 6,24
7 -1 +1 +1 50,00 5,31 3,19 8,50 61,11 4,23 2,76 6,98
8 +1 +1 +1 45,45 3,72 2,35 6,07 60,37 4,34 2,76 7,09
9 -1.68 0 0 60,00 4,86 2,91 7,58 56,39 4,02 2,85 6,90
10 +1.68 0 0 59,83 3,65 2,28 6,21 59,84 4,44 3,26 7,31
11 0 -1,68 0 41,22 5,08 3,15 8,22 24,22 3,89 2,73 6,62
12 0 +1,68 0 56,93 4,37 2,75 7,11 54,00 4,73 3,11 7,84
13 0 0 -1,68 53,50 4,01 2,57 6,58 46,23 5,27 2,81 8,49
14 0 0 +1,68 50,82 4,12 2,64 6,76 55,92 4,47 3,18 7,63
15 0 0 0 50,62 4,69 3,00 7,69 63,42 4,28 2,78 7,06
16 0 0 0 48,85 4,68 2,97 7,65 65,18 4,22 2,95 7,17
17 0 0 0 55,35 4,80 3,00 7,80 66,21 4,40 2,83 7,23
18 0 0 0 52,00 4,66 2,95 7,76 64,65 4,42 2,86 7,28
19 0 0 0 53,70 4,66 2,93 7,59 51,58 4,26 2,85 7,35
20 0 0 0 52,93 4,56 2,96 7,52 66,23 4,36 2,86 7,25

t: tempo; T: temperatura; P: poténcia ultrassonica; S: solvente (percentagem de etanol); n: rendimento de extra¢do; C3S: cianidina-3-O-sofor6sido; C3G:
cianidina-3-O-hex6sido; Total: C3S + C3G.
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5.2. Ajuste e verificacdo estatistica dos modelos

A metodologia RSM é uma ferramenta estatistica adequada para modelar e otimizar
processos de extracdo envolvendo uma ou mais variaveis de resposta e permite
determinar condicGes 6timas de processamento com um numero reduzido de ensaios
experimentais, quando comparado com abordagens convencionais de one-factor-at-a-
time que ndo tém em consideragdo as possiveis interacdes entre variaveis (Leichtweis et
al., 2019). Para desenvolver modelos tedricos capazes de prever e explicar os efeitos das
variaveis independentes do processo numa determinada resposta, é necessario avaliar e
assegurar a precisdo do seu ajuste aos dados experimentais. Neste estudo, os valores de
resposta apresentados na Tabela 3 foram ajustados a um modelo de regresséo
polinomial usando o software Design-Expert. Porém, nem todos os pardmetros foram
usados na construcdo dos modelos, uma vez que alguns dos coeficientes ndo eram
significativos (Tabela 4); os significativos foram avaliados com um nivel de confianca
de 95%. Os resultados da ANOVA e da andlise de regressdo sdo apresentados na
Tabela 4. Os modelos polinomiais desenvolvidos, expressos em valores codificados,

séo apresentados nas Equactes 5-12.

Para o método EAT:

Yy = 52.34 = 3.64T + 2.89t2 — 1.63tS = 2.64TS = 2.8525 + 2.94T3 Eq. (5)
Yess = 4.67 = 0.36t = 0.21T = 0.12t2 = 0.1952 = 0.24T = 0.50:5 + 0.21TS Eq. (6)
+ 0.35(T2 g
Yese = 2.97 + 0.21t = 0.10T = 0.13t2 = 0.1252 = 0.23(T = 0.24¢S + 0.14TS
Eq. (7)
- 0.14+3
Yrea = 7.66 = 0.28t = 0.327 — 0.18t2 — 0.3252 = 0.54(T — 0.67tS + 0.28TS Eq. (8)
— 0.18TS + 0.45(T G-
Para o método EAU:
Y vield = 62.96 + 10.30P = 8.90P2 = 4.67S2 = 4.84PS Eq. (9)
Yess = 4.30 + 0.12t = 0.27P = 0.27S5 + 0.2152 + 0.30tP + 0.16tS + 0.10PS Eq. (10)
- 0.57tP2 +0.18pP3 '
Yese = 2.85+ 0.12t + 0.11P + 0.14S + 0.07t2 + 0.0452 + 0.14tP + 0.14tS + 0.05PS Ed. (11
- 0.25:2P = 0.30125 = 0.41(P? g. (11)
Yrea = 7.22 + 0.12t + 0.36P = 0.26S + 0.3252 + 0.47tP + 0.33tS + 0.18PS
Eq. (12)

— 0.62t2P = 0.22t2§ = 0.89tP?
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Tabela 4. Valores paramétricos da equacdo polinomial para os critérios de resposta e informacdes estatisticas do procedimento de ajuste dos modelos para
ambos 0s processos de extracdo. Os pardmetros sobrescritos 1, 2 e 3 representam as variaveis: tempo, temperatura ou poténcia e solvente, respetivamente.

Extracao assistida por temperatura (EAT)

Extracao assistida por ultrassons (EAU)

Efeito n C3Ss C3G Total n C3S C3G Total
bo 52.3+0.6 4.67+0.04 2.97+0.02 7.66+0.05 63+2 4.30£0.03 2.85+0.02 7.22+0.05
b, ns -0.36+0.04 0.21+0.03 -0.28+0.05 ns 0.12+0.04 0.12+0.02 0.12+0.05
b> -4+1 -0.21+0.03 -0.10£0.01 -0.32+0.03 10+1 -0.27+0.06 0.11+0.02 0.36+0.05
bs ns ns ns ns ns -0.27+0.03 0.14+0.02 -0.26+0.05
b11 2.9+0.5 -0.12+0.03 -0.131£0.01 -0.18+0.03 ns ns 0.07£0.01 ns

b2, ns ns ns ns -0+1 ns ns ns

b33 ns -0.19+0.03 -0.12+£0.01 -0.32+0.03 -5x1 0.21+0.02 0.04+0.01 0.32+0.03
b1z ns -0.24+0.04 -0.23+£0.02 -0.54+0.04 ns 0.30+0.03 0.14+0.02 0.47+0.04
b3 -1.6+0.7 -0.50+0.04 -0.24+0.02 -0.67+0.04 ns 0.16+0.03 0.14+0.02 0.33+£0.04
D23 -2.6+0.7 0.21+0.04 0.14+0.02 0.28+0.04 -5+2 0.10+0.03 0.05+0.02 0.18+0.04
b111 ns ns -0.14 ns ns ns ns ns
D222 ns ns ns ns ns 0.18+0.03 ns ns
D333 2.91£0.6 ns ns ns ns ns ns ns
D123 ns ns ns -0.18+0.04 ns ns ns ns
b112 ns ns ns ns ns ns -0.25+0.03 -0.62+0.07
b113 -3+1 ns ns ns ns ns -0.30+0.03 -0.22+0.07
D122 ns 0.35+0.05 ns 0.45+0.07 ns -0.57+0.03 -0.41+0.03 -0.89+0.07
Estatistica

Valor F do modelo 14.81 46.44 102.09 61.98 15.91 53.09 51.48 76.62
Falta de ajuste ns ns ns ns ns ns ns ns

R? 0.9303 0.9810 0.9892 0.9884 0.9349 0.9833 0.9888 0.9924
RZ4j 0.8674 0.9599 0.9795 0.9725 0.8759 0.9648 0.9696 0.9795
Precisdo adequada 14.86 23.68 38.23 30.20 12.05 31.77 30.21 40.08
C.V. (%) 3.46 2.29 1.59 1.71 9.55 212 1.79 1.59

n: rendimento de extra¢do; C3S: cianidina-3-O-sofordsido; C3G: cianidina-3-O-glucésido; Total: C3S + C3G; Rz coeficiente de determinacgéo; R2,jq: coeficiente de
determinacdo ajustado; C.V.: coeficiente de variacdo.
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Nos modelos matematicos apresentados nas Equacfes 5-12, os coeficientes a
frente de cada termo ilustram o efeito das varidveis independentes e a interacdo entre
elas. Os valores paramétricos representam a variacdo esperada na resposta por alteragao
do valor de um determinado fator, quando todos os outros fatores sdo mantidos
constantes. Desta forma, quanto maior o valor paramétrico, mais significativo é o peso
da variavel. Além disso, um efeito sinérgico € indicado por um sinal positivo, enquanto
que um sinal negativo indica um antagonismo (Pinela et al., 2019). Portanto, a
complexidade das tendéncias de extracdo pode ser ilustrada pelos modelos
desenvolvidos. Em cada equacdo, o valor da intercecdo corresponde a resposta média
global de todas as combinacbes da metodologia RSM (Tabela 3). No processo EAT,
estes sd0 menores para 0 rendimento de extragdo e maiores para 0S teores de
antocianinas, o que de certa forma traduz uma maior seletividade deste método de
extragdo para os compostos-alvo.

Todos os modelos apresentaram uma falta de ajuste ndo significativa (ns) (p >
0,05) e uma precisdao adequada maior que 12, o que indica que as equacdes modelo
descrevem adequadamente os efeitos das varidveis independentes nas respostas
avaliadas (Iberahim et al., 2019). Os coeficientes R? e R2qq; foram superiores a 0,93 e
0,86 em todos os casos, respetivamente (Tabela 4), indicando que a variabilidade de
cada resposta pode ser explicada pelas variaveis envolvidas nos processos de extracao.
Assim, todos os modelos foram estatisticamente adequados e, portanto, utilizados para
“navegar” o desenho experimental na etapa de otimizagdo. Apesar dos coeficientes do
modelo serem empiricos e ndo refletirem significancia fisica ou quimica, estes sdo Uteis
para prever o resultado de condi¢bes experimentais ndo testadas (Pinela et al., 2018).

Algumas particularidades relacionadas com os efeitos das variaveis
independentes na extracdo de antocianinas a partir da framboesa vermelha podem ser
inferidas a partir da complexidade das equagdes polinomiais construidas para 0s
processos EAT e EAU. No primeiro método, as variaveis T e t afetaram
significativamente o rendimento da extracdo através de efeitos lineares negativos e
quadraticos positivos, respetivamente, o qual também foi afetado pela interacéo
negativa de S com as varidveis T e t. Para as antocianinas, a extracdo foi fortemente
afetada por interacfes entre as trés variaveis, principalmente t x S e t x T (as quais
foram negativas). No metodo EAU, a variavel P induziu efeitos significativos (lineares
positivos e quadraticos negativos) no rendimento de extracdo; a variavel S também

induziu um efeito quadratico negativo e interagiu negativamente com a variavel P.
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Conforme traduzido pelas equagdes polinomiais de ambos 0S processos, a
tendéncia de extracdo de antocianinas foi mais complexa quando os ultrassons foram
usados como fator de intensificacdo; este processo (EAU) foi afetado principalmente
pelos efeitos lineares de P e S e pelas interagdes t x P e t x S, bem como t x P?, Estes
resultados justificam o uso da ferramenta de otimizacdo RSM, uma vez que as
abordagens de one- factor-at-a-time ndo permitem avaliar efeitos interativos, o que

dificulta a determinacdo de condi¢fes 6timas de processamento.

5.3. Efeito dos parametros de extracdo no contetdo de antocianina

Os graficos de superficie de resposta gerados para ilustrar o efeito das variaveis
independentes sobre o rendimento de extragdo e teores de antocianinas obtidos com 0s
métodos EAT e EAU sdo apresentados nas Figuras 7 e 8, respetivamente. Em cada um
dos graficos 3D, a varidvel independente ndo representada foi posicionada no seu valor

6timo individual apresentado na Tabela 5 (para EAT) ou na Tabela 6 (para EAU).

5.3.1. Extracdo assistida por temperatura

O rendimento de extracdo foi significativamente influenciado pela temperatura usada no
método EAT (Tabela 4); o aumento de T provocou um aumento na massa de extrato
obtida, principalmente quando aumentada de aproximadamente 20 para 35 °C e de 75
para 90 °C (Figura 7). Esta variavel interagiu negativamente com o solvente, resultando
em massas de extrato maiores quando utilizadas temperaturas mais altas e menores
proporcdes de etanol. Por sua vez, a interacdo negativa entre S e t foi responsavel pelos
maiores rendimentos obtidos com tempos de processamento mais longos e menores
proporcOes de etanol. Portanto, o processamento das amostras de framboesa a 85 °C
durante 77 min, com 29% (v/v) de etanol, permitiu maximizar o rendimento de extracao
para 65% (Tabela 5).
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Rendimento de extracao
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Figura 7. Graficos de superficie de resposta para os efeitos do tempo de extragdo (t),
temperatura (T) e propor¢do de etanol (S) no rendimento de extracdo (%, m/m) e teores de
cianidina-3-O-soforosido (C3S), cianidina-3-O-glucosido (C3G) e totais de antocianinas (C3S +
C3G) (mg/g extrato) obtidos a partir de framboesa vermelha pelo processo EAT.
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Tabela 5. Condigdes 6timas de processamento que maximizam a extracdo EAT de antocianinas
a partir de framboesa vermelha e respostas previstas pelo modelo e obtidas experimentalmente.

Condicoes 6timas de extracdo EAT Valor 6timo

t (min) T (°C) S (%, viv) Previsto Experimental
Para cada uma das variaveis de resposta
n 76.64 84.73 28.93 65+2% -
C3s 64.66 27.01 29.17 5.71+0.09 mg/g -
C3G 63.11 20.70 34.65 3.59+0.04 mg/g -
Total 67.65 27.79 36.60 9.2+0.1 mg/g -
Para todas as variaveis de resposta
n 61+2% 62+2%
C3s 5.29+0.08 mg/g 5.3+0.2 mg/g

(5.10 38.0Y 21.40
C3G 3.39+0.04 mg/g  3.26+0.06 mg/g
Total 8.7+0.1 mg/g 8.5+0.2 mg/g

t: tempo; T: temperatura; S: solvente (percentagem de etanol); n): rendimento de extragdo; C3S: cianidina-
3-0O-soforosido; C3G: cianidina-3-O-glucésido; Total: C3S + C3G.

As trés variaveis independentes (t, T e S) do processo EAT tambeém afetaram a
recuperacdo das antocianinas a partir da framboesa. As tendéncias de extracdo foram
semelhantes para a C3S e a C3G e, portanto, para a soma de ambas as antocianinas. De
um modo geral, a extracdo foi promovida por tempos de processamento mais longos e
temperaturas e propor¢des de etanol mais baixas (Figura 7). Temperaturas mais altas
parecem causar a degradacdo destes pigmentos termossensiveis, enquanto que tempos
de extracdo reduzidos ndo foram suficientes para promover a extracdo. De facto, é
interessante destacar as interagdes negativas de t com T e S (Tabela 4), pois evidenciam
que, para tempos de extracdo mais longos, é preferivel aplicar baixas temperaturas e
menores proporcdes de etanol. Para a C3G, as concentracGes mais baixas foram obtidas
quando se utilizaram tempos acima de 70 min e altas proporcdes de etanol. Além dos
efeitos nefastos da temperatura, uma proporcdo baixa de etanol foi essencial para
promover a extragdo das antocianinas. Também foi interessante notar que, ao processar
as amostras por pouco mais de 2 min, o aumento da temperatura potencializou a
extracdo do total de antocianinas até um certo nivel, mas depois foi diminuindo com o
aumento da temperatura. Desta forma, para atingir o maximo de 9,2 mg/g de extrato, foi
necessario processar a framboesa vermelha a 28 °C durante 68 min, utilizando etanol a
37% (v/v) (Tabela 5). Ao comparar estas condi¢bes com as previstas para o rendimento
de extracdo, & possivel concluir que sdo extraidos outros compostos além das

antocianinas (provavelmente agucares) ao aplicar altas temperaturas. Esse resultado
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evidencia de alguma forma que ha seletividade para antocianinas em fungdo da
temperatura aplicada.

Conforme mencionado anteriormente, as tendéncias de extracdo sdo afetadas
pelas caracteristicas fisicas, composicionais e estruturais da matéria-prima de onde se
pretende extrair as antocianinas, o que justifica as diferentes condi¢bes de
processamento que tém sido descritas na literatura. As condi¢bes Otimas de EAT
descritas por Ghada et al. (2020) para a extracdo de C3G a partir de epicarpos de
maracujd (78 min de agitacdo a 20 °C, usando etanol 29%, v/v) sdo proximos aos
obtidos no presente estudo e renderam 12+2 mg/g de extrato. Backes et al. (2018)
relataram uma temperatura (~28 °C) semelhante a necessaria para processar a amostra
de framboesa vermelha, um tempo de extragdo menor (apenas 14 min) e etanol a 100%
como sendo as melhores condigdes para recuperar cianidina-3-O-rutindsido a partir de
cascas de figo, com um rendimento de 6,0+0,6 mg/g de extrato, um valor inferior ao
obtido com a framboesa vermelha. No estudo de Pinela et al. (2019), os autores
otimizaram o processo EAT para extracdo de delfinidina-3-O-sambubiosido + cianidina-
3-O-sambubiosido a partir de calices vermelhos de hibiscos (Hibiscus sabdariffa L.) e
descreveram, como condic¢des 6timas, 30 min de processamento a 30
°C, usando agua como solvente de extracdo, originado 21+1 mg/g de extrato. Com o
método EAT, Albuquerque et al. (2020) conseguiram obter 81+2 mg de delfinidina-3-
O-glucédsido + C3G por grama de extrato, ao processar uma amostra de epicarpo de
jabuticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg.) a 47 °C durante 22 min com 9% (v/v) de
etanol. Todos os trabalhos de otimizagdo mencionados acima descreveram a utilizacédo
de temperaturas baixas, pois as antocianinas podem sofrer degradacdo durante o
processamento térmico, o que pode afetar a sua tonalidade de cor. No entanto, LOpez et
al. (2018) concluiram que as antocianinas detetadas no medronho (onde a C3G foi
identificada como pigmento maioritario) sdo mais bem extraidas com processamento a
90 °C durante 5 min, com 80% (v/v) de etanol.

5.3.2. Extracéo assistida por ultrassons

No método EAU, a poténcia ultrassonica foi a variavel que mais afetou o rendimento de
extracdo, seguida do solvente (Equacdo 9 e Tabela 4). Os efeitos da variavel P sdo
ilustrados na Figura 8, onde a curvatura das superficies de resposta e suas projecoes
mostram perfeitamente que os niveis de poténcia média-alta sdo os intervalos de

processamento 6timos. Também foi possivel verificar que os niveis intermédios de
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tempo e solvente foram favoraveis. Em geral, enquanto as gamas mais baixas das
variaveis ndo foram suficientes para promover a extracdo, os niveis mais elevados
poderdo ter levado a degradacdo dos compostos. A sonicacdo das amostras a 337 W
durante 25 min, usando 51% (v/v) de etanol como solvente de extracdo, foram as
condi¢cbes que maximizaram o rendimento de extracdo para 66% (Tabela 6). A
extracdo, de ambas as antocianinas, foi favorecida por condi¢fes médio-baixas das trés
variaveis do desenho DCCR (Figura 8). Para tempos de extracdo mais longos,
observou-se a degradacdo das antocianinas quando aplicando uma maior poténcia
ultrassonica; enquanto que, por outro lado, a menor poténcia aplicada nédo foi suficiente
para promover a sua extracdo. Como se pode observar nos modelos polinomiais
desenvolvidos (Equagdes 10-12), as interagdes observadas foram todas positivas e
traduziram um aumento no valor da resposta com a consequente diminuicdo dos valores
de ambas as variaveis independentes representadas nos graficos 3D. O modelo
(Equacdo 12) previu que 10,1 mg/g de ambas as antocianinas podem ser recuperadas
quando processando o material vegetal a 100 W durante 11 min, usando 19% (v/v) de
etanol, sendo estas as condi¢bes EAU 6timas (Tabela 6).

Tabela 6. CondicOes 6timas de processamento que maximizam a extragdo EAU de antocianinas
a partir de framboesa vermelha e respostas previstas pelo modelo e obtidas experimentalmente.

Condic¢6es 6timas de extracdo EAU Valor 6timo
t (min) P (W) S (%, vIv) Previsto Experimental
Para cada uma das variaveis de resposta
n 25.20 336.58 50.72 66+2% -
C3s 10.70 115.80 18.40 5.98+0.09 mg/g -
C3G 9.38 98.30 30.45 4.00+0.05 mg/g -
Total 11.11 99.90 19.08 10.1+0.1 mg/g -
Para todas as variaveis de resposta
n 58+3% 58+3%
C3s 5.03£t0.09 mg/g  5.04+0.08 mg/g
15.61 465.90 37.58
C3G 3.30+0.05 mg/lg  3.31+0.08 mg/g
Total 8.3+0.1 mg/g 8.3+0.2 mg/g

t: tempo; P: poténcia ultrassonica; S: solvente (percentagem de etanol); n: rendimento de extragdo; C3S:
cianidina-3-O-sofordsido; C3G: cianidina-3-O-glucésido; Total: C3S + C3G.
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Figura 8. Gréficos de superficie de resposta para os efeitos do tempo de extracao (t), poténcia
ultrassonica (P) e propor¢do de etanol (S) no rendimento de extracdo (%, m/m) e teores de
cianidina-3-O-soforosido (C3S), cianidina-3-O-glucosido (C3G) e totais de antocianinas (C3S +
C3G) (mg/g extrato) obtidos a partir de framboesa vermelha pelo processo EAU.
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A extracdo EAU de antocianinas de framboesa vermelha (cultivar 'Heritage') foi
previamente otimizado por Chen et al. (2007). O tempo de extragdo (6,2—-302 min), a
poténcia ultrassonica (232-568 W; na frequéncia de 22 kHz) e a razdo solido/liquido
(0,6-7,4 g/mL) foram as variaveis independentes incluidas no desenho experimental,
enquanto o solvente consistiu em 95% (v/v) de etanol acidificado com HCl a 1,5 M em
todas as extracOes. A partir de 100 g de amostra fresca, foi possivel recuperar 34,5 mg
de antocianinas ao processar a amostra a 400 W durante 3,3 min, com uma razéo
solido/liquido de 4:1 (g/mL). Em comparacdo com um método convencional que rendeu
35,1 mg de antocianinas na extracdo a 71 °C durante 53 min, 0 método EAU permitiu
economizar tempo e solvente devido a sua capacidade de romper os tecidos vegetais
através de fendmenos de cavitacdo acustica. Os autores também concluiram que EAU
ndo causou uma degradacdo percetivel de antocianinas devido ao baixo tempo de
extracdo necessario, que foi ainda menor do que o 6timo alcangado no presente estudo.

Relativamente a estudos com outras matrizes vegetais, foram previstos tempos
de processamento (21 e 26 min) e propor¢des de etanol (100 e 39%, v/v) maiores para a
recuperacdo de antocianinas de cascas de figo (Backes et al., 2018) e calices de hibiscos
(Pinela et al., 2019), respetivamente, enquanto a poténcia ultrassénica foi em torno de
300 W em ambos os casos, tendo rendido 9,6+0,5 e 21+1 mg/g, respetivamente.

O uso de MAE também foi investigado para a extracdo de antocianinas a partir
de framboesa vermelha. Ao irradiar a amostra a 366 W durante 12 min a uma razéo
solido/liquido de 4:1 (g/mL), Sun et al. (2007) alcancou 43,42 mg/100 g de amostra
fresca, teor superior aos 34,5 mg/100 g descritos por Chen et al. (2007) usando um
processo otimizado de EAU. O protocolo MAE desenvolvido foi mais rapido e eficiente
do que um método convencional testado devido a forte capacidade de a irradiacdo
micro-ondas romper a estrutura do tecido vegetal e aumentar a transferéncia de massa.
Backes et al. (2018) compararam trés métodos de extracdo e, com base nos rendimentos
de extracdo obtido para as antocianinas da casca de figo, classificaram os métodos da
seguinte forma: EAU (9,0 + 0,8 mg/g de extrato), MAE (7,4 = 0,8 mg/g de extrato) e
EAT (5,8 + 0,1 mg/g de extrato).

5.3.3. Processamento por EAT versus EAU
Os dois métodos de extracdo testados neste estudo foram comparados a fim de concluir
qual seria 0 mais adequado para produzir extratos de framboesa vermelha com teores

mais elevados de antocianinas. As Tabela 5 e 6 apresentam as condic¢des Otimas de
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processamento que maximizam o rendimento de extragdo e o teor total de antocianinas
tanto quanto possivel. A otimizacdo foi realizada porque é importante para a inddstria
obter uma grande quantidade de extrato e também uma elevada concentracdo de
compostos alvo a partir de uma determinada matriz. A Figura 9 mostra as respostas 2D
individuais de cada variavel independente envolvida nas extracdes quando todas as
variaveis de resposta sdo maximizadas simultaneamente.

Embora o método EAU tenha originado respostas experimentais mais elevadas
quando as varidveis dependentes foram maximizadas individualmente (Tabela 6), o
EAT pareceu ser mais adequado para maximizar as variaveis de resposta em simultaneo
(Tabela 5). Como pode ser observado nas Figuras 7, 8 e 9, as condi¢cbes 6timas de
extracdo globais estdo mais proximas das individuais no método EAT, uma vez que as
tendéncias observadas para o rendimento de extracdo e as antocianinas totais foram
mais proximas, o que justifica o melhor desempenho deste método para ambas as
respostas. No método EAT, tempos de extracdo mais longos (76 min) e proporcdes
médio-baixas de etanol (21%, v/v) favoreceram ambas as respostas, enquanto que
temperaturas baixas (28 °C) foram adequadas para antocianinas e superiores (85 °C)
para a massa de extrato ou residuo (Figura 9). Por outro lado, as tendéncias de extracdo
foram mais divergentes para 0 método EAU, principalmente para as variaveis poténcia
ultrassénica e solvente. Enquanto as condicGes de extracdo individuais para o total de
antocianinas e para a massa de extrato foram promovidas pela utilizagcdo de 100 e 337
W e de 19 e 51% (v/v) de etanol, respetivamente, as condi¢bes Otimas globais foram
promovidas pelo processamento das amostras a 466 W durante 16 min, usando 38%
(v/v) de etanol (Tabela 6).

O método EAU permitiu economizar no tempo de extracdo ao processar a 466
W, provavelmente devido a capacidade de as ondas ultrassonicas rebentarem as paredes
celulares da amostra de framboesa vermelha, facilitando a penetragdo do solvente e a
consequente recuperacdo dos solutos. Embora o método EAT tenha exigido um tempo
de processamento muito maior (76 min), a temperatura necessaria ndo foi muito alta (38
°C) e a percentagem de solvente foi ligeiramente inferior a exigida para 0 método EAU.
Para se poder concluir qual € o método mais sustentavel, sera necessario e interessante
calcular os custos energéticos associados a cada um deles. No entanto, as industrias
interessadas nos processos desenvolvidos poderédo optar pela metodologia que melhor se
adapta as suas instalacfes e aos equipamentos que ja possuem. Ainda assim, como este

€ um estudo a escala de bancada, terdo de ser implantadas etapas posteriores scale-up.
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Extracao assistida por temperatura

Total de antocianinas (mg/g extrato)

Rendimento de extragdo (%, m/m)

2 19,6 7,2 54,8 72,4 90 20 34 a8 62 76 90 0 25 50 75 100

Tempo (min) Temperatura (°C) Percentagem de etanol (%)

Extracéo assistida por ultrassons

Total de antocianinas (mg/g extrato)

2 10,6 19,2 27,8 36,4 a5 5 104 203 302 401 500 0 20 a0 60 80 100

Rendimento de extragdo (%, m/m)

1 ! 1 T T 1 T T T T T T T T T T T T
2 10,6 19,2 27,8 36,4 a5 5 104 203 302 401 500 [ 20 40 60 80 100

Tempo (min) Poténcia (W) Percentagem de etanol (%)

Figura 9. Graficos de resposta 2D para os efeitos das variaveis independentes no rendimento de
extracdo (%, m/m) e teor de antocianinas totais (mg/g de extrato) obtidos a partir da framboesa
vermelha por EAT e EAU ao maximizar simultaneamente todas as respostas. Em cada grafico,
as variaveis excluidas foram posicionadas no seu valor étimo global (Tabelas 5 e 6).
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A adequacdo dos métodos EAT e EAU para a extracdo de antocianinas a partir
de diferentes materiais vegetais ja foi objeto de estudos anteriores. Lopez et al. (2018)
verificaram que as antocianinas detetadas no medronho também s&o melhor extraidas
por EAT do que por EAU, num processo que rende 51% de massa de extrato com um
teor total de antocianinas de 745 pg/g de extrato, quando extraindo a 90 °C durante 5
min com 80% (v/v) de etanol. No entanto, estas condi¢des sdo bem diferentes daquelas
alcangadas no presente estudo, onde as temperaturas mais elevadas afetaram a
integridade das antocianinas da framboesa vermelha. O método EAT (22 min de
processamento a 47 °C com 9% (v/v) de etanol) também foi descrito como sendo mais
eficiente do que o EAU (24 min de sonicacdo a 500 W com etanol a 34%) para
recuperar antocianinas de epicarpo de jabuticaba, em processos que renderam 81+2 e
31+2 mg/g de extrato, respetivamente (Albuquerque et al., 2020). Por outo lado,
também ha estudos descrevendo que o0 método EAU é mais adequado para a extracdo de
antocianinas. Pinela et al. (2019) concluiram que o método EAU ¢é mais adequado do
que o EAT para recuperar delfinidina-3-O-sambubidsido + cianidina-3-O-
sambubiosésido a partir de calices de hibiscos, num processo que rendeu 61+6% de
massa de extrato e 48+4 mg de antocianinas por grama de extrato, quando processando
sob condicBes 6timas (43 min de sonicacdo a 386 W, com etanol a 46%). O método
EAU também foi apontado como sendo mais eficaz do que o EAT ou o MAE para
recuperar cianidina 3-rutinosido da casca de figo (Backes et al., 2018). E possivel
concluir que as condicBes de extracdo sdo afetadas pela complexidade composicional e
estrutural do material vegetal e que a antocianidina e a molécula de acglcar da

antocianina também podem ser caracteristicas estruturais relevantes.

5.4. Validacdo experimental dos modelos

As condigOes globais de processamento que maximizam o rendimento de extracdo e a
extracdo de antocianinas a partir da framboesa vermelha pelos métodos EAT (76 min,
38 °C e 20% (v/v) de etanol; Tabela 5) e EAU (16 min, 466 W e 38% (v/v) de etanol;
Tabela 6) foram testados experimentalmente para avaliar a capacidade de previsdo dos
modelos desenvolvidos e para obter extratos ricos em antocianinas para avaliacdo da
capacidade corante e de propriedades bioativas. Conforme apresentado nas Tabelas 5 e
6, os métodos EAT e EAU renderam 62+2% e 58 + 3% de massa de extrato, valores que
nédo diferiram dos 61+2% e 58+3% previstos pelos modelos, respetivamente. A extragdo
EAT resultou em 5,3+0,2 mg de C3S e em 3,26+£0,06 mg de C3G por cada grama de
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extrato, totalizando 8,5+0,2 mg de antocianinas. Por sua vez, cada grama de extrato
obtido com o processo EAU apresentou 5,04+0,08 mg de C3S e 3,31+0,08 mg de C3G,
totalizando assim 8,3+0,2 mg de antocianinas. A capacidade preditiva dos modelos foi
assim validada experimentalmente, uma vez que ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas (p >0,05) entre os valores experimentais e previstos pelo

modelo ao aplicar um teste t de Student.

5.5. Propriedades corantes e bioativas dos extratos

As antocianinas estdo entre os corantes alimentares de origem natural mais importantes
e amplamente utilizados. As antocianinas comerciais, como a cianidina-3-glicésido, a
pelargonidina-3- glicésido e a peonidina-3- glicésido tém sido amplamente estudadas e
utilizadas, uma vez que a sua cor e estabilidade sao afetadas por varios fatores externos
como o pH, a temperatura e a humidade, entre outros (Martins et al., 2016). Portanto, a
cor das antocianinas varia em funcdo destes fatores. Os parametros de cor registados na
amostra de framboesa vermelha liofilizada e reduzida a pé e nos dois extratos obtidos
aplicando as condicdes otimizadas de EAT e EAU sé&o apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros de cor do po liofilizado de framboesa vermelha e dos extratos obtidos nas
condicdes otimizadas de EAT e EAU.

L*: luminosidade  a*: tom vermelho b*: tom amarelo Cor RGB
Po liofilizado 37.2+0.8? 37.3+0.42 10.1£0.1°
Extrato EAT 35.8+0.9b 36+1° 15.1+0.8°
Extrato EAU 35.8+0.9° 36+1° 16.1+£0.92

Em cada coluna, letras diferentes correspondem a diferengas estatisticamente significativas (p <0.05).

Os extratos apresentaram uma tonalidade mais escura (valores de L* mais
baixos) e uma tonalidade de vermelho menos intensa (valores de a* mais baixos) do que
a amostra de liofilizada framboesa (p <0.05). Por outro lado, foram registados valores
de b* mais elevados nos extratos, principalmente no obtido por EAU, do que no pé de
framboesa. No entanto, conforme mostrado na Tabela 7, a cor dos dois extratos era
dificil de distinguir a olho nu. Além disso, foi interessante concluir que a cor vermelho-
purpura da framboesa vermelha foi de alguma forma preservada com os processos de
extracdo estudados.

A conservacdo de generos alimenticios durante as etapas de processamento e

armazenamento € um grande desafio no setor alimentar e pode ser conseguida pela
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adicdo de ingredientes naturais com atividade antioxidante e antimicrobiana aos
alimentos. Os extratos ricos em antocianinas sdo cada vez mais utilizados como
ingredientes alimentares e reconhecidos principalmente pela sua capacidade corante e
pela ampla gama de propriedades bioativas e efeitos promotores da satde (Martins et
al., 2016).

A Tabela 8 apresenta os resultados da atividade antioxidante dos dois extratos
de framboesa vermelha obtidos nas condic¢des otimizadas de extracdo. O extrato obtido
por EAT apresentou uma maior atividade antioxidante (capacidade de inibir a
peroxidacao lipidica e a agdo hemolitica do oxidante AAPH) do que o extrato obtido por
EAU, o que pode ser justificado pelo maior teor de antocianinas do extrato EAT. O
padrdo comercial trolox, usado como controlo positivo, apresentou um valor muito
inferior ao dos extratos (i.e., maior atividade antioxidante); no entanto, o trolox é um
composto puro, enguanto os extratos sao misturas complexas de varios compostos (e.g.,
polifendis, vitaminas, hidratos de carbono, etc.), alguns dos quais ndo apresentam
efeitos antioxidantes.

Tabela 8. Atividade antioxidante dos extratos de framboesa vermelha obtidos nas condic6es
otimizadas de EAT e EAU e do controlo positivo.

Extratos de framboesa Controlo positivo
Obtido por EAT Obtido por EAU Trolox
TBARS (ECso, pg/mL) 28+1° 48112 5.4+0.3 ¢
OXHLIA (ICso, pg/mL) 449+14° 520423 2 21.8+0.6 °

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

No ensaio TBARS, foi obtido um valor de ECso de 28 pg/mL com o extrato
EAT (Tabela 8), sendo por isso mais eficaz do que o extrato obtido por EAU na
prevencdo da formacdo de substancias reativas, como o malondialdeido que resulta da
oxidacdo dos &cidos gordos polinsaturados das membranas das células do cérebro de
porco utilizadas como substrato, o que indica que € mais eficaz em retardar os
fendmenos de oxidacg&o lipidica associados a deterioracdo de alimentos. Entre a gama de
concentragdes de extrato testadas, as mais baixas ndo foram capazes de prevenir a
formacdo dos TBARS que reagiram com o acido tiobarbiturico, adicionado a mistura
antes da incubacdo a 80 °C para formar complexos cor de rosa que absorvem a um

comprimento de onda de 532 nm.
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No OxHLIA, foi necessaria uma concentracdo de extrato EAT de 449 pg/mL
para proteger metade da populagdo de eritrocitos da hemolise oxidativa durante um At
de 60 min, enquanto que foram necessarios 520 pg/mL do extrato obtido por EAU
(Tabela 8). Neste ensaio, 0 AAPH, um iniciador de radicais livres dependente da
temperatura, foi responsavel pela formacéo de radicais peroxilo no sistema in vitro que,
numa fase inicial, atacaram as membranas dos eritrdcitos e eventualmente levaram a sua
hemolise. De seguida, foram gerados radicais lipofilicos como consequéncia da reacéo
de peroxidacéo lipidica inicial, os quais também contribuiram para a hemodlise destas
células sanguineas. E importante referir que este ensaio é adequado para avaliar a
atividade antioxidante de extratos naturais, pois utiliza os radicais peroxilo que séo
fisiologicamente relevantes, mimetizando os radicais peroxilo envolvidos nas reacfes de
peroxidacao lipidica in vivo (Tai et al., 2012).

A atividade antioxidante da framboesa vermelha tem sido medida in vitro
principalmente por ensaios de base quimica, quanto a capacidade de eliminacdo de
radicais DPPH e ABTS e poder redutor (pelos métodos FRAP e CUPRAC) e alguns
métodos bioquimicos, como a capacidade de inibir a descoloragdo do B-caroteno (De
Souza et al., 2014; Milivojevi¢ et al., 2011; Sariburun et al., 2010; Valdés Garcia et al.,
2020). Os extratos de framboesa ja foram descritos como sendo mais antioxidantes do
que os obtidos a partir de mirtilo, nos quais foram detetados teores mais baixos de
antocianinas (De Souza et al., 2014). Gido et al. (2010) também verificaram que o
extrato aquoso de framboesa tem capacidade de proteger eritrocitos humanos da
hemdlise induzida por peroxido de hidrogénio. Num estudo in vivo, foi observada uma
diminuicdo de biomarcadores de estresse oxidativo em ratos diabéticos obesos
alimentados com framboesa liofilizada durante 8 semanas em dietas isocaléricas (5,3%
de framboesa (m/m) ou controlo) (Noratto et al., 2017). O aumento das defesas celulares
desintoxicantes exercidas pela ingestdo da framboesa foi associado aos polifenodis e a
fibra alimentar.

Os extratos de framboesa produzidos em condicGes 6timas de extracdo também
foram testados contra microrganismos transmitidos por alimentos, incluindo bactérias
Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii,
Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa) e Gram-positivas (Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis e MRSA - Staphylococcus aureus resistente a
meticilina). Conforme apresentado na Tabela 9, Escherichia coli e Enterococcus

faecalis foram as bactérias mais sensiveis aos extratos testados e, de um modo geral, 0
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extrato obtido por EAU foi mais eficaz contra Escherichia coli, Morganella morganii e
MRSA. No entanto, a concentracdo minima necessaria para inibir a maioria das estirpes
testadas foi a mesma para ambos os extratos. Por outro lado, foi necessaria uma
concentracdo de extrato superior a 20 mg/mL para se alcancar um efeito bactericida.
Portanto, a utilizacdo de extratos de framboesa vermelha ricos em antocianinas como
ingredientes alimentares pode ser Util para retardar o crescimento microbiano e, assim,
ajudar a prevenir processos de deterioracdo e a ocorréncia de possiveis contaminagdes
causadas por alimentos. O potencial antibacteriano de extratos hidroetanolicos de
framboesas vermelhas e pretas foi previamente avaliado contra bactérias patogénicas
humanas comuns, entre as quais as mais sensiveis aos extratos foram Corynebacterium

diphtheriae e Moraxella catarrhalis (Krauze-Baranowska et al., 2014).
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Tabela 9. Atividade antibacteriana dos extratos de framboesa vermelha obtidos nas condi¢des 6timas de EAT e EAU e dos controlos positivos.

Extratos de framboesa Controlos positivos

Obtido por EAT Obtido por EAU Ampicilina Imipenem Vancomicina

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Escherichia coli 5 >20 2.5 >20 <0.15 <0.15 <0.0078 <0.0078 n.t. n.t.
Klebsiella pneumoniae >20 >20 >20 >20 10 20 <0.0078 <0.0078 n.t. n.t.
Morganella morganii 10 >20 5 >20 20 >20 <0.0078 <0.0078 n.t. n.t.
Proteus mirabilis 20 >20 20 >20 <0.15 <0.15 <0.0078 <0.0078 n.t. n.t.
Pseudomonas aeruginosa 10 >20 10 >20 >20 >20 0.5 1 n.t. n.t.
Enterococcus faecalis 25 >20 2.5 >20 <0.15 <0.15 n.t. n.t. <0.0078 <0.0078
Listeria monocytogenes 20 >20 20 >20 <0.15 <0.15 <0.0078 <0.0078 n.t. n.t.
MRSA 10 >20 5 >20 <0.15 <0.15 n.t. n.t. 0.25 0.5

MIC: concentragdo minima inibitéria (mg/mL); MBC: concentragdo minima bactericida (mg/mL); MRSA - Staphylococcus aureus resistente & meticilina; n.t.: ndo testado.
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6. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Este trabalho de investigacdo demonstrou a adequacdo de dois métodos de extracdo
intensificados por temperatura (EAT) e ultrassons (EAU) para a extracdo de
antocianinas (glicosidos de cianidina) a partir de framboesa vermelha. As trés variaveis
independentes (tempo, percentagem de etanol e temperatura ou poténcia ultrassonica)
utilizadas nos processos de otimizacdo induziram efeitos significativos e a existéncia de
interacOes entre elas justificou o uso da metodologia RSM. De um modo geral, 0
método EAT originou valores globais de resposta ligeiramente mais elevados, mas
exigiu um tempo de processamento mais longo do que o método EAU (76 e 16 min,
respetivamente). Em termos de energia, foram necessarios 38 °C (no método EAT) ou
466 W de poténcia (no método EAU) para maximizar simultaneamente as variaveis
dependentes massa de extrato e concentragao de antocianinas.

Apds validacao estatistica e experimental dos modelos tedricos preditivos, foram
medidos os parametros de cor e a atividade antioxidante e antibacteriana dos dois
extratos de framboesa vermelha obtidos sob as condigdes 6timas de processamento
previstas para cada um dos métodos de extracdo. Embora a cor do extrato obtido por
EAT fosse ligeiramente mais préxima a cor do po liofilizado de framboesa, a olho nu
ndo se notou nenhuma diferenca acentuada entre os dois extratos. O extrato obtido por
EAT também foi mais antioxidante in vitro devido a menor concentracdo de extrato
necessaria para inibir a formacdo de TBARS e proteger da hemolise oxidativa. Também
foram registados efeitos antibacterianos, principalmente contra Escherichia coli e
Enterococcus faecalis.

Os resultados obtidos no ambito deste trabalho poderéo ser explorados pelo setor
industrial interessado na producgéo de corantes naturais bioativos ricos em antocianinas.
Em estudos futuros, seré interessante investigar a estabilidade dos extratos antocianicos
obtidos neste trabalho, quando expostos a diferentes fatores (incluindo diferentes gamas
de pH, temperatura e humidade relativa) e também em matrizes alimentares reais (com
diferentes atributos fisico-quimicos e necessidade de processamento). Também sera
interessante explorar técnicas de estabilizagdo da cor das antocianinas por
copigmentacdo e a producdo de pos corantes de framboesa vermelha pelo método de

spray drying.
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