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RESUMO

A cor tem sido considerada a caracteristica mais importante num alimento, dado que gera
expectativas acerca da palatabilidade, sendo determinante para a aceitabilidade e
consumo por parte do consumidor. No sentido de fornecer ao consumidor produtos mais
saudaveis, a indastria alimentar tem demostrado elevado interesse na substituicdo de
aditivos artificiais por alternativas naturais, a fim de promover uma melhor qualidade dos
produtos.

A espécie Rubus ulmifolius Schott é conhecida pelos seus frutos - a amora silvestre, 0s
quais apresentam um grande teor em compostos bioativos, homeadamente corantes
naturais, como as antocianinas.

Neste trabalho foi estudado o perfil quimico e nutricional dos frutos de R. ulmifolius,
assim como o seu potencial bioativo, através de ensaios de citotoxicidade e atividade
antimicrobiana. Foi efetuada também a otimizacdo do processo de extracdo de
antocianinas através de uma técnica assistida por calor (HAE), usando um método de
analise de superficie de resposta. O extrato rico em compostos antocianicos, obtido no
final do processo, foi avaliado em termos do seu potencial corante (medicdo da cor do
extrato e quantificacdo dos compostos antocianicos) e da sua bioatividade (citotoxicidade
e atividade antimicrobiana) e incorporado num produto de pastelaria — “donuts”.

O valor nutricional da amostra foi analisado utilizando metodologias oficiais de analise
de produtos alimentares (AOAC), evidenciando-se um perfil nutricional rico em hidratos
de carbono e baixo em gordura.

No estudo da composicao quimica, os agucares foram avaliados através de um sistema de
HPLC-RI, os acidos organicos por UFLC-DAD, os tocoferois por HPLC-fluorescéncia e
0s &cidos gordos por GC-FID. Na anélise relativa ao perfil de acucares livres, foram
detetadas as moléculas de frutose, glucose e sacarose, evidenciando-se a frutose como o
composto presente em maior concentra¢do. No que concerne aos acidos organicos, foram
identificados os &cidos oxalico, malico, chiquimico, ascorbico, fumarico e quinico,
destacando-se este ultimo, com o teor mais elevado. A analise ao perfil de acidos gordos,
identificou 25 compostos distintos, maioritariamente polinsaturados, destacando-se o
acido linoleico (C18:2n6) com a maior concentragcdo. Além disso, os frutos apresentaram
todas as isoformas de tocoferdis, a-, -, y- e 6-tocoferol, sendo o y-tocoferol o vitdmero

maioritario.
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Na determinacdo da composicdo fendlica, apos a sua analise por HPLC-DAD-ESI/MS,
os frutos de R. ulmifolius revelaram a presenca de 11 compostos fenolicos nédo
antocianicos, salientando-se o pentdsido do &cido eldgico e 5 compostos antocianicos,
destacando-se a cianidina-3-O-glucdsido. As antocianinas foram as moléculas
encontradas em maior concentracdo no extrato dos frutos de R. ulmifolius.

O potencial bioativo, foi avaliado através de ensaios in vitro, através de 2 parametros: a
atividade citotoxica, utilizando quatro linhas celulares tumorais humanas (HepG2, NCI-
H460, MCF-7 e HelLa) e a uma cultura de células primarias nao tumorais (PLP2; células
de figado de porco), aplicando o ensaio da sulforrodamina B; e a atividade
antimicrobiana, aplicando o método de microdiluicdo em bactérias Gram-positivo e
Gram-negativo, e numa estirpe de fungo. Os resultados demonstraram que a nivel
citotoxico as amostras ndo revelaram qualquer capacidade anti-proliferativa em nenhuma
das linhas celulares testadas, mas também ndo manifestaram toxicidade nas células ndo-
tumorais. Quanto a atividade antimicrobiana obtiveram-se resultados promissores, tendo
0s extratos exibido um efeito bacteriostatico e fungistatico, com valores de CMI
(concentracdo minima inibitdria) entre 5 e 20 mg/mL.

Relativamente ao procedimento da otimizacao da extracédo para a obtencdo de um extrato
rico em antocianinas, 0 método utilizado determinou como condigdes étimas de extracao
t = 20,0 £ 0,60 min, T= 56,87 = 3,41 °C e % de etanol = 46,07 + 3,69. O processo de
extracdo utilizado (HAE) conduziu a rendimentos satisfatorios com valores de 68,60 +
3,54 %, obtendo-se para 0 mesmo um teor total de antocianinas de 33,58 mg AT/g E. A
razdo sélido-liquido determinada (S/L= 25 g/L), permitiu um processo mais rentavel e
sustentavel.

O extrato 6timo evidenciou potencial corante, obtendo-se niveis de antocianinas
préximos dos previstos pelo modelo e o extrato apresentou uma coloracdo vermelho-
bordd. A nivel antimicrobiano, os valores de CMI oscilaram entre 2,5 e 20 mg/mL, sendo
as estirpes MRSA e Morganella morganii as que sofreram mais efeitos bacteriostaticos
(CMI= 2,5 mg/mL). Por outro lado, a nivel do potencial citotdxico, o extrato manifestou
capacidade anti-proliferativa em todas as linhas celulares tumorais testadas e auséncia de
toxicidade nas células ndo-tumorais.

Quando se procedeu a incorporacao do extrato rico em compostos corantes nos “donuts”

foram obtidos resultados bastante promissores, nomeadamente na fixacéo da cor rosa/lilas
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na massa do produto alimentar e apds cozedura, e preservacao da mesma ao longo de 3

dias de armazenamento, sem alteracdo da composigéo nutricional.
Os frutos da espécie R. ulmifolius provaram ser uma rica fonte de compostos antocianicos,

sendo uma matriz natural promissora para futuras aplicacdes na industria alimentar, com

0 intuito de substituir corantes artificiais.
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ABSTRACT

Colour has been considered the most impressive attribute of foodstuffs, because it
generates expectancies about palatability, determining consumers acceptability of the
product. In order to provide healthier products, the food industry has been searching for
natural alternatives to replace artificial additives, providing high quality foodstuffs.

The species Rubus umifolius Schott, frequently known for its fruits - elmleaf blackberry,
has been descrided to present a rich composition in bioactive compounds, namely natural
colorants, such as anthocyanins.

In the present study the chemical and nutritional profile of R. ulmifolius fruits were
studied, as well as, its bioactive potential through antimicrobial and cytotoxic properties
evaluation. An optimization of the extraction of anthocyanins, through a heat assisted
extraction method (HAE), was also performed by using the response surface analysis
methodology. The anthocianin rich extract obtained was evaluated concerning its colorant
potential (color evaluation and quantification of anthocyanic compounds) and also its
bioactivity (antimicrobial and cytotoxic activities), and then it was further incorporated
into a bakery product - “donuts”.

The nutritional value of the sample was analysed according to official methodologies of
food analysis (AOAC), showing a high carbohydrate content with low-fat values. The
chemical characterization was achieved through the analysis of free sugars by HPLC-RI,
organic acids by UFLC-DAD, tocopherols by HPLC-FL, and fatty acids by GC-FID.
Regarding sugars’ analysis, fructose, glucose and sucrose were the identified free sugars,
highlighting fructose as the main molecule. Concerning organic acids, oxalic, malic,
shikimic, ascorbic, fumaric, and quinic acids were identified, being quinic acid the most
abundant. The fatty acids profile revealed the presence of 25 compounds, being mostly
represented by polyunsaturated fatty acids, being linoleic acid (C18:2n6) the main
molecule present. All tocopherol isoforms were detected (a-, -, y- e 8-tocopherol) in the
fruits, with y-tocopherol as the most abundant vitamer.

The phenolic profile characterization was performed throught an HPLC-DAD-ESI/MS
analysis, and R. ulmifolius fruits revealed the presence of 11 non-anthocyanin
compounds, being ellagic acid pentoside the major compound, while 5 anthocyanin
compounds were identified, being cyanidin-3-O-glucoside the main molecule, and with

these compounds present in the highest concentration in R. ulmifolius fruits.
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The bioactive potential was evaluated using in vitro assays throught the analysis of two
parameters: antimicrobial activity determined by the microdilution method using clinical
isolated from Gram-positive and Gram-negative bacteria and a fungi strain; cytotoxicity
in four human tumor cell lines (HepG2, NCI-H460, MCF-7 e HelLa) and in a primary
non-tumor cell culture (PLP2; porcine liver cells), using sulforrodamine B assay. The
antimicrobial activity revealed promising results, with good bacteriostatic and fungistatic
effects (MIC values ranging between 5 and 20 mg/mL). Concerning cytotoxic evaluation,
the extract did not show any anti-proliferative activity in the tumor cell lines tested, but it
also did not exhibit toxicity in the non-tumor cell culture.

In relation to the extraction process otimization, in order to obtain an anthocyanin rich
extract the optimum conditions applied were: t = 20.0 £ 0.60 min, T =56.87 + 3.41 °C
and % ethanol = 46.07 £ 3.69. The HAE extraction process showed a relevant yield value
of 68.60 £ 3.54%, being quantified a total anthocyanins’ content of 33.58 mg AT/g E.
The solid-liquid ratio obtained (S/L = 25 g/L) allowed a more profitable and sustainable
process.

The optimized extract revealed a potent coloring capacity associated to its anthocyanin
content, which was similar to those predicted by the RSM model system, revealing a red-
burgundy color. The antimicrobial analysis of the optimized extract revealed higher MIC
values, being MRSA and Morganella morganii the most suscetible strains (MIC= 2.5
mg/mL). On the other hand, the otimized extract exhibited an anti-proliferative activity
in all the tumor cell lines tested, and absence of toxicity for non-tumor cells.

When the extract rich in colorant compounds was incorporated in “donuts”, very
promising results were obtained, namely regarding the coloring capacity of the extract,
being able to give a pink/lilac color to the donuts after baking, and being able to estabilize
the colour over 3 days of storage, without significant variation of the donuts nutritional
value.

R. ulmifolius fruits proved to be a rich source of anthocyanic compounds, being a
pomissing natural matrices for future applications in the food industry to replace artificial

food colorants.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aditivos alimentares

Desde a antiguidade que se verifica a necessidade de preservar e alterar caracteristicas
nos alimentos, principalmente caracteristicas organoléticas. No entanto, devido a
insipiéncia dos meios e técnicas industriais, era recorrente, sobretudo, o recurso as fontes
naturais (Ozcan, 2004). Deste modo, como meios de conservacgdo eram utilizados o sal
(para a carne e peixe) e 0 acucar (para a fruta). Ja para melhorar o sabor dos alimentos,
recorria-se a especiarias e ervas encontradas no meio ambiente. Outros processos,
habitualmente aplicados aos alimentos, eram a secagem e a defumacdo, tanto para
conservacgao como para melhoria do seu sabor (“Overview of Food Ingredients, Additives
& Colors,” n.d.; Pereira et al., 2015).

Com o crescimento populacional houve a necessidade de fomentar o comércio de
produtos alimentares e, como tal, incrementar o desenvolvimento de técnicas agricolas,
industriais e tecnoldgicas, que permitissem uma maior producdo de alimentos de forma
segura, eficiente e rapida, a fim de suprimir todas as necessidades nutricionais (Winger
& Wall, 2006; Carocho et al., 2014; Moragues-Faus et al., 2017; Sadowski & Baer-
Nawrocka, 2018). Este aumento de producdo deveria incidir no desenvolvimento de
alimentos com caracteristicas organoléticas favoraveis e com tempo de vida Gtil mais
prolongado (Winger & Wall, 2006).

Os aditivos alimentares surgiram, desta forma, com o objetivo de conservar ou modificar
caracteristicas organoléticas nos produtos alimentares (Delgado-Vargas et al., 2000;
Prado & Godoy, 2003; Carocho, et al., 2014; Asioli et al., 2017). A sua utilizacdo tornou-
se, desde entdo muito util, permitindo tanto uma boa percecdo e aceitacao por parte dos
consumidores, como também uma maior estabilidade quimica e fisica do proprio
alimento. Contudo, devido ao avanco tecnologico e ao desenvolvimento no
processamento alimentar, assistiu-se a uma diversificacdo do uso de aditivos mas
também, algumas vezes, a uma adulteracdo de alimentos e, consequentemente, ao
comprometimento da sua qualidade alimentar (Branen et al., 2005; Carocho et al., 2014).
Com o aparecimento de métodos para andlise alimentar e, tendo em conta 0s
regulamentos impostos para a seguranga alimentar por parte da FDA (Administragdo de
Alimentos e Medicamentos dos Estado Unidos) e EFSA (Autoridade de Seguranca
Alimentar Europeia), o uso de aditivos alimentares tornou-se mais restritivo (Carocho et
al., 2014).
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Segundo o Codex alimentarius, um aditivo alimentar ¢ definido como “qualquer
substancia ndo consumida habitualmente como género alimenticio por si mesma e nédo
utilizada como ingrediente tipico nos géneros alimenticios, tendo ou ndo um valor
nutritivo, mas sim cuja adicdo tem como finalidade atingir um determinado objetivo
tecnoldgico (incluindo organolético) no processo de fabricacdo, processamento,
preparacao, tratamento, embalagem, transporte ou armazenagem, ou no decorrer de tais
processos, ou que seja razoavelmente esperado que resulte (direta ou indiretamente)
nestes ou nos seus subprodutos, tornando-se num componente ou afetando as
caracteristicas desses alimentos. O termo ndo inclui “contaminantes” ou substincias
adicionadas aos alimentos para manter ou melhorar as qualidades nutricionais.”
(““Codex Alimentarius Commission - Procedural Manual,” n.d.).

Na unido Europeia, todas essas substancias sdo classificadas de acordo com o sistema de
numeracdo internacional (INS) para os aditivos alimentares, definido pela Comissdo do
Codex Alimentarius (Upadhyay & Pandey, 2012). O objetivo consiste em generalizar a
classificacdo, passando esta a ser comum em todos os paises da Unido Europeia e,
consequentemente, facilitar a sua implementacdo, monitorizacdo da regulacdo e garantir
também uma informacdo mais acessivel aos consumidores, ja que substitui uma
denominacdo relativamente complexa da estrutura quimica dos compostos (Upadhyay &
Pandey, 2012; Carocho et al., 2014).

A nomenclatura adotada inclui a letra “E” como prefixo, que representa Europa, e um
namero de 3 algarismos que identifica especificamente o aditivo alimentar. As principais
classes de aditivos alimentares encontram-se associadas a um numero, indicado em
primeiro lugar, posteriormente ao prefixo E, de forma que: E1 representa os corantes, E2
0s conservantes, E3 os antioxidantes, E4 os agentes de textura, E6 os intensificadores de
sabor e E9 os adocantes, sendo que as outras classes existentes nao se inserem em nenhum
namero especifico. Como exemplo tem-se 0 E102 que representa a tartrazina, corante
alimentar, ou o E962 que representa 0 aspartame, pertencente a classe dos adocantes
(Carocho et al., 2014; Martins et al., 2016). Relativamente a paises ndo pertencentes a
Unido europeia, a classificacdo utilizada implica a mesma numeragdo, porém, sem a
denominacgdo “E” em prefixo, independentemente de ser permitido ou ndo na Unié&o
Europeia (Upadhyay & Pandey, 2012).

Os aditivos alimentares podem classificar-se de acordo com a sua origem em: aditivos

naturais, que se obtém diretamente de plantas ou animais; semelhantes a aditivos naturais,
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quando séo produzidos por via sintética com o objetivo de mimetizar o natural; extraidos
de matrizes naturais e alterados por processos quimicos e, por fim, aditivos artificiais
quando sdo exclusivamente produzidos por via sintética (Carocho et al., 2014).
Relativamente a classe podem ser divididos em seis grupos principais distintos dos quais:
conservantes, aditivos com valor nutricional, corantes, agentes de melhoria de sabor,
texturizantes e outros (Branen et al., 2005; Saltmarch, 2013; Carocho et al., 2014).

Na classe dos conservantes podem destacar-se os antimicrobianos (E200-E290), os
antioxidantes (E300-E326) e os agentes para prevencao de escurecimento. Estes séo
geralmente usados com dois propdsitos: para inibir a deterioracdo e consequentemente
aumentar o tempo de vida do alimento e/ou para controlar a contaminagdo por
microrganismos incluindo os patogenicos (Branen et al., 2005; Saltmarch, 2013; Carocho
etal., 2014).

Os aditivos com valor nutricional visam fornecer ou enriquecer o valor nutricional dos
produtos alimentares. Embora esta classe de aditivos nédo se encontre descrita pelo sistema
de numeracdo E, alguns estdo incluidos noutras classes, dada a sua ampla variedade de
aplicacdes, tais como, a vitamina C ou a vitamina E, que representam duas vitaminas
muito recorrentes, ndo sé para acrescentar valor nutricional aos alimentos, mas também
devido ao elevado poder antioxidante (Carocho et al., 2014). Embora, geralmente, sejam
isoladas de fontes naturais como plantas e fungos (e.g., vitaminas, aminoacidos ou fibras),
podem também ser obtidos por via sintética (Branen et al., 2005).

Por outro lado, os corantes sdo usados para alterar ou conferir cor ao produto alimentar,
permitindo uma melhoria das caracteristicas organoléticas e, portanto, uma maior
apeténcia por parte dos consumidores, encontrando-se numerados entre E100-E180
(Prado & Godoy, 2003; Martins et al., 2016; Lin et al., 2018).

Relativamente aos agentes de melhoria de sabor, como o proprio nome indica, tém como
finalidade alterar o sabor de um produto alimentar, melhorando-o, adog¢ando ou alterando
integralmente o sabor final. Estes encontram-se divididos em 3 subgrupos: adogantes de
origem natural ou sintética (com numeracao entre E900-E999), e de melhoria de sabor,
classificados entre E620 e E640 (Branen et al., 2005; Carocho et al., 2014).

Os agentes texturizantes atuam sobre a consisténcia do alimento ao qual sdo incorporados,
modificando-a ou estabilizando-a. Diferenciam-se em 2 grupos distintos: emulsionantes
e estabilizantes. Os emulsionantes tém principal funcdo manter a integridade e a disperséo

de uma emulsdo no alimento e, por isso, sdo moléculas que apresentam na sua
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constituicdo um grupo hidréfilo e um grupo hidrofobo (Msagati, 2012; Carocho et al.,
2014). Neste mesmo grupo estdo incluidas substancias de origem natural, tais como a
lecitina (E322) e glicéridos, assim como, substancias sintéticas (Branen et al., 2005).
Relativamente aos estabilizantes, estes sdo utilizados para fornecer ao alimento a
consisténcia desejada, sendo amplamente utilizados em produtos com uma consisténcia
instavel perante agentes externos, como por exemplo gelados. Outra funcéo desta mesma
classe consiste na prevencao de evaporacdo e detioracdo de 6leos volateis utilizados com
0 intuito de dar sabor ao alimento. Um exemplo de origem natural é a goma de carragenina
(E407) (Branen et al., 2005).

Jaem “outros agentes” incluem-se aditivos que sdo adicionados aos alimentos com algum
propdsito especifico, mas que ndo retinem critérios que permitam a inclusdo nos grupos
anteriormente descritos. Aqui, incluem-se agentes quelantes, enzimas, agentes anti-
espuma, lubrificantes, entre outros ( Upadhyay & Pandey, 2012; Saltmarch, 2013).

O Codex Alimentarius representa uma comissao internacional, estabelecida em 1963, pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) e pela Organizacao de Alimentagdo e Agricultura
das Nacdes Unidas (FAO) e é responsavel por desenvolver orientacdes a nivel global
relativas a seguranca alimentar, consistindo a sua atuacdo em estabelecer normas
harmonizadas e aplicaveis internacionalmente (“World Health Organization,” n.d.).

A monitorizacdo do uso de aditivos alimentares é realizada pelo Comité Conjunto
FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares e Contaminantes (JECFA), o qual
procede a avaliacdo da seguranca dos aditivos desde 1956 e, ainda, recomenda que todos
os paises verifiqguem o nivel de consumo total de cada aditivo especifico para assegurar
que a sua ingestdo ndo ultrapasse os valores determinados na Dose Diaria Admissivel
(DDA) (Prado & Godoy, 2003; “Codex Alimentarius Commission - Procedural Manual,”
n.d.; Upadhyay & Pandey, 2012).

No gue concerne a comercializacdo de um novo género alimentar ou aditivo, a FDA e a
EFSA surgem como as primeiras entidades responsaveis pelo estudo da seguranca do seu
uso, a partir da realizacdo de ensaios de toxicologia (Carocho et al., 2014; Martins et al.,
2016). Desta forma, quando o aditivo em questdo é reconhecido como seguro passa a
designar-se como substancia “GRAS” (Geralmente Reconhecido Como Seguro) (Branen
et al., 2005).

No processo de aprovacdo de uma dada substancia, a FDA considera varios critérios para

a avaliacdo da seguranga, dos quais: a composicao e propriedades inerentes a substancia,
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a quantidade habitualmente utilizada, os efeitos imediatos e a longo prazo, e outros fatores
relacionados com seguranca. Quando o composto é aprovado, é definida de imediato uma
margem de seguranca dentro da qual ndo sdo esperados efeitos adversos (“Overview of
Food Ingredients, Additives & Colors,” n.d.). J& quando se pretende aprovacdo de um
novo produto alimentar, os responsaveis pela producdo do mesmo devem reunir
informacdo de ambito cientifico, tal como, composicdo nutricional, padrdes de consumo
esperados, a seguranca relativa a efeitos de toxicidade e efeitos alergénicos possiveis, que
deve ser entregue a EFSA para analise (Boer & Aalt, 2018).

Os aditivos alimentares permitidos encontram-se listados pela sua denominacéo e pelos
seus respetivos DDA no regulamento 1129 de 2011 (European Parliament and Council,
2011), sendo que os valores sdo definidos e introduzidos pelo JECFA (FAO & WHO,
2014). A DDA é um valor estimado que diz respeito a quantidade de um aditivo que se
encontra presente num género alimentar, que pode ser ingerido por via oral numa
determinada dose diéria sem um risco consideravel para a saide e é expresso em mg/kg
(miligrama de substancia ativa por kilograma de massa corporal) (Branen et al., 2005).
Embora uma substancia seja aprovada para comercializacéo, torna-se essencial que o seu
consumo seja monitorizado e reavaliado, a fim de determinar possiveis alteracbes nas
suas margens de consumo (DDA) ou para acrescentar informacdo revelante relativa a
mesma (Branen et al., 2005; Martins & Ferreira, 2017).

1.1.1. A subclasse dos corantes

Esta subclasse remonta as civilizacbes mais antigas que procuravam substancias
disponiveis na natureza que fornecessem alguma cor aos alimentos, melhorando a sua
aparéncia (Hutchings, 1994; Mapari et al., 2010; Sharma, 2014). Para tal, eram utilizadas
substancias de origem animal, vegetal ou mineral como especiarias e condimentos que
gradualmente foram substituidos por corantes artificiais (Sharma, 2014).

O uso de substancias artificiais, especificamente os corantes artificiais, iniciou-se em
1856 quando se sintetizou o primeiro corante derivado da hulla (carvdo mineral),
denominado mauveina (Figura 1), com coloracdo parpura e que foi desenvolvido
casualmente por William Henry Perkin através da oxidacdo da anilina (Hutchings,
1994;Sharma, 2014; Neri-Numa et al., 2017).
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Figura 1. Estrutura quimica do corante mauveina.
(Desenho obtido na aplicacdo ACD/ChemStech).

Desde entdo, surgiram milhares de novos corantes derivados do alcatrdo da hulla, tendo
sido incorporados, posteriormente, em diversos produtos alimentares, tais como queijos,
gelados, massas, vinhos, entre outros (Neri-Numa et al., 2017).

Quando um alimento € apresentado ao consumidor é previamente analisado
sensorialmente, havendo uma percecédo instantanea do cheiro, textura e cor, ou seja, das
caracteristicas organoléticas. A aparéncia visual é a primeira sensacdo que gera
expetativas acerca da palatabilidade de um alimento, caracteristica esta que se considera
um fator crucial para a aceitacdo e consumo deste produto (Prado & Godoy, 2003;
Wadhera & Capaldi-Phillips, 2014; Martins et al., 2016).

A aplicagéo de um corante num produto alimentar contribui, essencialmente, para garantir
uma boa aparéncia e melhorar as caracteristicas organoléticas, assegurando
consequentemente, o interesse e a satisfacdo por parte dos consumidores (Lin etal., 2018).
Desta forma, os corantes permitem a preservacdo da cor ao longo do tempo (através da
inibicdo da descoloracdo do alimento devido a exposicdo a fatores externos
nomeadamente, luz, ar, temperaturas extremas e condi¢cdes de armazenamento); a
corre¢do das variagfes na cor que ocorrem de forma natural; e ainda, a intensificacdo da
coloragéo natural de um produto alimentar (Hutchings, 1994; Sharma, 2014; Amchova et
al., 2015).

Esta classe de aditivos revela-se muito util para a industria alimentar, uma vez que esta
comprovado que o tipo e intensidade da cor afeta diretamente a perce¢éo do alimento por
parte do consumidor (Wadhera & Capaldi-Phillips, 2014; Lin et al., 2018). Outro aspeto
revelante, numa perspetiva fisioldgica, € o facto de que, perante um alimento visualmente
agradavel (aspeto no qual a cor é a caracteristica organolética mais revelante), o sistema
digestivo é estimulado ocorrendo a libertagéo fisioldgica de saliva e sintese de diversos

péptidos necessarios para que a digestdo ocorra mais facilmente, ja que ajuda na quebra
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dos nutrientes, considerando-se, desta forma, uma vantagem (Hutchings, 1994; Wadhera
& Capaldi-Phillips, 2014).

O organismo responsdvel na Unido Europeia pela regulacdo dos aditivos para uso
alimentar ¢ a EFSA, enquanto que nos Estados Unidos da América é a FDA. Estes ultimos
definem corante como ‘“qualquer corante, pigmento ou substancia que quando
adicionada ou aplicada num alimento, medicamento ou cosmético, ou no corpo humano,
tem a capacidade (sozinho ou através de reacdo com outras substancias) de fornecer
cor” (“Overview of Food Ingredients, Additives & Colors,” n.d.). A regulacdo tem como
principios basicos assegurar que 0s alimentos que contém substancias corantes sejam
seguros para 0 consumo e verificar que séo utlizados apenas ingredientes aprovados e
listados como seguros (“Overview of Food Ingredients, Additives & Colors,” n.d.; Lewis,
1989; Sharma, 2014; Martins et al., 2016).

Atualmente, para classificar os diversos tipos de corantes aplica-se um critério
relativamente a solubilidade dos mesmaos: substancia liposolivel e substancia solivel em
agua (Tabela 1) (Tang et al., 2014; Amchova et al., 2015; Neri-Numa et al., 2017).

Tabela 1. Classes de corantes e respetivas estruturas quimicas.

Solubilidade Classe

N (¢]

SolGvel em agua Naturais

HO
Riboflavina (E101)

HaC  CHy CHg CHs

Semissintéticos M/\Ao
CHy CHj

B-Apo-8’-carotenal (E160e)

\@\ OH
_N
Compostos Azo N N=
N SO;Na
N

NaOOC

Tartrazina (E102)
[¢]

/-
Derivados de (Ié’ y
Quinofltalona \ N Sojt)zx,s

Amarelo de Quinoleina (E104)
(Desenhos das estruturas quimicas obtidos na aplicagdo ACD/ChemSketch)

Artificiais

NaO4S
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Derivados de
Trifenilmetano

Xantenos

Eritrosina (E127)

Na"
W
3 7 N
indigos © \CES 2
H / //S\o'
o [¢] +

Na

indigo carmine (E132)

CH,

.
N
HO3S,
<\ > O o

Liposolavel Organicos <“ O

CHj

O /7(:H3
O
Azul brilhante (E133)
O—Ti—O

Dioxido de titanio (E171)
As substancias insollveis sdo designadas por pigmentos e sdo caracterizadas por serem

Inorganicos

insollveis na maioria dos solventes. No entanto, possuem propriedades que lhes
proporcionam um grande potencial corante. Estas podem, ainda, dividir-se em pigmentos
inorganicos e organicos, sendo que 0s pigmentos inorganicos apresentam uma gama de
cores limitada (di6xido de titanio branco, carbonato de célcio branco, oxido de ferro
vermelho e carbono adsorvente preto) e os pigmentos organicos séo sais conjugados de
tipo azo que existem numa ampla variedade de cores (Amchova et al., 2015). Estes
ultimos, quando conjugados com aluminio sdo designados por lacas (pigmento insolUvel
em agua) e formam-se perante precipitacdo de um corante soltvel, em agua, sobre um
substrato insoluvel de aluminio hidratado, sendo um exemplo o corante azul brilhante

(E133) (Barrows et al., 2003). As lacas séo consideradas como corantes modificados e
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sdo aplicados em sistemas ndo aquosos tais como gelados, cremes para pastelaria, entre
outros (Wong, 1998; Herbst & Hunger, 2006).

A classe das substancias sollveis pode ainda ser divida em subclasses: corantes naturais,
corantes semissintéticos/idénticos aos naturais e corantes artificiais. Tal como a propria
denominacdo indica, 0s corantes naturais sdo obtidos diretamente da natureza, sendo
extraidos de matrizes naturais tais como plantas, fungos, ou até mesmo insetos (Bento et
al., 2015), ndo sofrendo qualquer alteracdo quimica, e sendo por isso, também designados
por biocorantes (Sharma, 2014). Nestes podem incluir-se: riboflavina (E101), clorofila
(E140), carotenos (E160a), betalaina (E162) e antocianinas (E163). Estes corantes sao
caracterizados por possuirem uma baixa estabilidade, dependente das condi¢des de pH e
temperatura (Carocho et al., 2014; Amchova et al., 2015; Rodriguez-Amaya, 2018). Por
outro lado, os corantes semissintéticos/sintéticos idénticos aos naturais séo sintetizados
industrialmente, mas com intuito de mimetizar os produtos obtidos da natureza, como por
exemplo o B-apo-8’-carotenal (E160e) ou a cantaxantina (E161g) (Wrolstad & Culver,
2012). Por fim, os corantes artificiais sdo totalmente obtidos por via sintética ndo sendo,
de nenhuma forma, encontrados na natureza. Estes podem dividir-se em diferentes
subclasses, das quais fazem parte, por exemplo, a tartrazina (E102) e o azul patente
(E131) (Carocho et al., 2014). Estes ultimos, contrariamente aos corantes de origem
natural, sdo conhecidos por uma estabilidade elevada, que permite que a cor permaneca
intacta por mais tempo nos produtos em que sao incorporados (Carocho et al., 2015; Neri-
Numa et al., 2017).

Os corantes artificiais podem ainda ser divididos em 5 classes distintas relativamente a
caracterizacdo quimica: os compostos azo, os derivados de quinoftalona e de
trifenilmetanos, os xantenos e os indigos (Carocho et al., 2014).

Os compostos azo sdo caracterizados por conter o grupo funcional R — N = N — R’, nos
quais R e R’ podem conter um grupo arilo ou alquilo. A sua coloracdo abrange varias
tonalidades devido a presenca do grupo azo, que ao reagir com 0S anéis aromaticos,
provoca deslocalizacéo eletronica e, posteriormente, absorcdo de luz na zona do visivel
(Prado & Godoy, 2003). Entre os mais conhecidos encontram-se: tartrazina (E102; DDA
= 7,5 mg/kg de massa corporal), amarelo crepusculo (E110; DDA = 2,5 mg/kg de massa
corporal), carmoisina (E122; DDA = 4 mg/kg de massa corporal), amaranto (E123; DDA
= 0,8 mg/kg de massa corporal) e vermelho allura (E129; DDA = 7 mg/kg de massa
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corporal), aos quais se recorre frequentemente na indudstria alimentar, devido a sua
capacidade de preservacgéo da cor e baixo custo (Tang et al., 2014; Amchova et al., 2015).
Relativamente aos derivados de quinoftalona, estes sdo provenientes do amarelo de
quinoleina (corante artificial pertencente a classe das quinoftalonas) e identificado como
E104 (DDA = 10 mg/kg de massa corporal) (Martins et al., 2016). O amarelo de
quinoleina apresenta-se como um corante quimico artificial sintetizado através da mistura
de dissulfatos, monossulfonatos e trissulfonatos de sodio (Carocho et al., 2014).

A classe de corantes derivados do trifenilmetano, também designados por corantes
triarilmetano, apresentam uma estrutura basica de trés radicais arilo (geralmente grupos
fendlicos) ligados a um &tomo de carbono central. Podem conter grupos sulfonicos que
Ihes conferem uma solubilidade consideravel em agua (Prado & Godoy, 2003). Esta
classe abrange uma grande variedade de compostos, dos quais 0s mais conhecidos sdo o
azul brilhante (E133; DDA = 10 mg/kg de massa corporal), verde rapido (E143; ADI =
25 mg/kg de massa corporal), azul patente (E131; DDA = 15 mg/kg de massa corporal) e
preto brilhante (E151; DDA = 1 mg/kg de massa corporal) (Carocho et al., 2014; Martins
etal., 2016).

Em relacdo aos corantes xantenos, estes sdo derivados do grupo xanteno e 0s mais
recorrentes sdo eritrosina (E127; DDA= 0,1 mg/kg de massa corporal), fluoresceina,
eosinas e rodaminas (Carocho et al., 2014; Martins et al., 2016).

Por fim, a classe dos corantes indigos provém de uma matriz natural, o arbusto Indigofera
tinctoria L.. Este corante surge como um dos mais utilizados pelo homem durante as
épocas do Renascimento, sendo utilizado para o tingimento ou coloracdo de roupas sendo
que, ja nessa época, sofria transformacGes para que pudesse ser aplicado. Apds extracao,
especificamente do glicésido do 3-hidroxi-indol, era hidrolisado, oxidado e dimerizado,
para se obter o corante azul indigo (Shiozer & Barata, 2007). Foi posteriormente
sintetizado, pela primeira vez, pela empresa Bayer, em 1878, e desde ent&o, passou a ser
utilizado apenas o corante sintetizado artificialmente (Markakis, 2012; Carocho et al.,
2014). Assim, nesta classe destaca-se o corante indigo carmina (E132; DDA = 5 mg/kg
de massa corporal) (Ugaz, 1997; Carocho et al., 2014; Martins et al., 2016).

1.2. A revitalizacao da “era natural”

O aumento da populacdo e o desenvolver de novas técnicas a nivel de cultivo agricola,

industrial e tecnoldgico, levou a necessidade de desenvolver meios para controlar e
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minimizar os riscos que poderiam surgir do aumento da producéo alimentar, que visava
um fabrico em grandes quantidades, assim como a possibilidade de inimeros transportes
para chegar ao consumidor (Popkin & Kenan, 2016; Asioli et al., 2017; Govindan, 2018).
Tendo em conta que um alimento natural é isento de conservantes artificiais e outros
quimicos, encontra-se exposto a agentes externos com uma probabilidade acrescida de
detioracdo quimica e fisica (Carocho et al., 2015). Assim, em 1950 iniciou-se um periodo
de industrializagdo que visava a adicdo de aditivos alimentares com o objetivo de
aumentar o tempo de vida de um produto e manter a qualidade e seguranca nutricional
dos alimentos (Carocho et al., 2015; Roman et al., 2017).

A ideia relativamente a indUstria alimentar sofreu uma revolucdo no ano 1980, a qual se
tem estendido até aos dias de hoje, ja que o consumidor procura por produtos alimentares
naturais com o minimo de processamento possivel, e ainda, por uma producéo bioldgica,
intitulados de alimentos “limpos” (Asioli et al., 2017; Martins & Ferreira, 2017; Sun et
al., 2017). Esta preferéncia deve-se, principalmente, a preocupacéo pelos efeitos adversos
possiveis provenientes, ndo s6 da composi¢do do préprio alimento, mas também da
incorporacdo de aditivos alimentares artificiais e de fatores inerentes a sua producéo e
manuseamento, como por exemplo a presenca de pesticidas, residuos de poluicéo,
antibidticos, entre outros (Asioli et al., 2017; Martins & Ferreira, 2017; Sun et al., 2017).
Todos estes fatores referidos, seja direta ou indiretamente, tém a potencialidade de, no
seu conjunto, afetar a qualidade final do alimento e, consequentemente, gerar efeitos no
metabolismo (Martins & Ferreira, 2017).

Uma investigacdo realizada pela empresa Nielsen, que efetua estudos de mercado, com a
denominacdo de “Nielsen global health and wellness survey” concluiu que para oS
consumidores, 0s atributos mais importantes na escolha de um produto alimentar sdo a
frescura, a naturalidade e o0 minimo processamento possivel associado, relacionando-se
desta forma, o “natural” com o “saudavel” (Nielsen, 2015; Roman et al., 2017), ideia esta
que esta de acordo com um estudo realizado por Moscato & Machin, 2018, no qual os
participantes associam positivamente o consumo da “comida natural” com saude e bem
estar.

Os consumidores que optam por uma alimentacdo baseada em alimentos de origem
natural, sdo considerados universalistas ja que além da preocupacao a nivel alimentar,
demonstram preocupacdes relativamente ao ambiente (alteracdo na camada de ozono,

bactérias multirresistentes, pesticidas, hormonas, entre outros), isto porque 0s meios de
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producdo e a composicdo inerente ao alimento afeta ndo s6 o préprio consumidor mas
também o ambiente (Martins & Ferreira, 2017; Sun et al., 2017). Além disso, o
desenvolvimento tecnoldgico que possa comprometer a qualidade dos alimentos e
consequentemente a prépria saude, despoleta alguma ansiedade ao consumidor (Devcich
et al., 2007; Dickson-Spillmann et al., 2011).

Com isto, verifica-se uma crescente preocupacao por parte das industrias agroalimentares
e assiste-se ao desenvolvimento de produtos sob condic6es bioldgicas; a substituicdo dos
aditivos artificiais por aditivos naturais; e ao desenvolvimento de processos que permitam
a inclusdo de compostos naturais nos alimentos através da biotecnoldgica alimentar
(Asioli et al., 2017; Martins & Ferreira, 2017). Todas estas mudancas visam a obtengéo
de alimentos que proporcionem uma alimentacdo nutricionalmente rica, variada e natural
que ira, desta forma, ao encontro das preferéncias alimentares dos consumidores
(Dickson-Spillmann et al., 2011; Carocho et al., 2015; Martins et al., 2016; Martins &
Ferreira, 2017; Romén et al., 2017).

Relativamente aos aditivos alimentares, os adogantes e 0s corantes sdo 0s que apresentam
uma maior controvérsia relativamente a relacdo de risco/beneficio de utilizacdo para a
salde do consumidor, sendo questionada por estes a necessidade da sua utilizacéo, ja que,
no ultimo caso, tem surgido a possibilidade de “colorir os alimentos com alimentos”
(Bearth et al., 2014; Munawar & Jamil, 2014). J& para o produtor, a sua aplicacdo é de
grande utilidade pois, no caso dos corantes, além da garantia da preservacdo ou
intensificacdo da cor, recorre-se, também frequentemente, a estes compostos, como meio
de marketing, a fim de criar produtos inovadores que suscitem a curiosidade, tais como a
criagdo do ketchup de marca Heinz com colora¢do verde (Munawar & Jamil, 2014;
Spence, 2015; Lin et al., 2018).

1.2.1. Vantagens da utilizacdo de matrizes naturais

A investigacao relacionada com a obtengdo de aditivos alimentares de origem natural tem
aumentado exponencialmente, devido ao fato de os consumidores preferirem cada vez
mais alimentos com o minimo de processamento (Asioli et al., 2017; Moscato & Machin,
2018). Com isto, o consumidor tem-se focado, essencialmente, na verificagdo da origem
dos mesmos, preferindo os de origem natural sem adicdo de compostos quimicos
artificiais (Carocho et al., 2015; Roman et al., 2017).
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A preferéncia por estes alimentos, ndo sujeitos a processamento, pode ser explicada,
principalmente, pela composigdo variada em compostos quimicos bio-ativos disponiveis,
contrariamente ao que ocorre em produtos refinados, processados e industrializados, os
quais perdem uma quantidade variada de componentes, tais como fibras, vitaminas,
nutrientes, minerais entre outros, durante 0s processos de producao/processamento e,
consequentemente, apresentam um maior teor em hidratos de carbono simples, sal e
gorduras, adicionando-lhe, desta forma, uma grande quantidade de calorias comparando
com a quantidade de nutrientes que Ihe esta associado (Rodriguez-Roque et al., 2015;
Moubarac et al., 2017).

Em primeiro lugar, além destes compostos possuirem um valor nutritivo por si sé, ou
através de sinergismos com outros compostos, apresentam Vvérias atividades
farmacoldgicas tais como antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatdria, entre outras,
que trazem beneficios relativos a salde, aliados a seguranca do seu consumo (Carocho et
al., 2015; Neri-Numa et al., 2017). Estes efeitos podem estar relacionados, em parte, com
a quantidade de compostos fenolicos presentes, que apresentam inimeras propriedades
bioativas, e podem evitar o0 uso de alguns aditivos artificias, tais como conservantes,
devido a sua atividade antissética (Carocho et al., 2014; Burdock & Wang, 2017). Um
exemplo de um aditivo com dupla funcionalidade € a paprica, substancia que além da sua
potencialidade como corante apresenta teores apreciaveis de vitamina C, assim como a
riboflavina que é uma fonte de vitamina B (Burrows, 2009). Assim, além de todos 0s
beneficios inerentes, 0s compostos provenientes de matrizes naturais podem ser aplicados
como aditivos alimentares com diversas finalidades, tais como corantes, conservantes,
entre outros ( Munawar & Jamil, 2014; Tan, Lim, & Lee, 2014; Arici et al., 2016; Gras
et al., 2017; Pisoschi et al., 2018).

O facto dos aditivos artificias terem vindo a ser substituidos por aditivos naturais advém
ndo s6 da pressdo por parte do consumidor, mas também, devido as desvantagens
associadas ao uso de aditivos artificias (Bakowska-Barczak, 2005;Arici et al., 2016).
Alguns estudos realizados tém concluido que um numero elevado de aditivos artificiais
usados na industria alimentar, tém a potencialidade de provocar toxicidade, efeitos
adversos a longo prazo, deméncias e patologias como cancro (Martins & Ferreira, 2017).
Uma das classes mais propensas a provocar toxicidade e, por isso, uma das mais estudadas
e controladas € a classe dos corantes azo que, apos metabolismo pela microbiota intestinal

leva a formag&o de metabolitos com atividade carcinogénica (Sharma, 2014; Amchova et
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al., 2015), além dos emulsionantes, frequentemente utilizados na inddstria alimentar, que
promovem a alteracGes na microbiota e disfuncéo na parede intestinal, com consequentes
alteracfes metabdlicas (Zhang, Ju, & Zuo, 2018).

Relativamente aos compostos naturais, o risco de provocar toxicidade implica um estudo
mais aprofundado do que para compostos artificias dado que, os principios ativos das
matrizes naturais variam de acordo com varios fatores: a familia da planta, as condi¢des
impostas no seu crescimento, a parte da planta do qual é isolado o composto, sendo
também importante salientar que um determinado composto poder ser isolado de espécies
distintas com diferentes teores de compostos (Sharma, 2014; Burdock & Wang, 2017).
Apesar de haver uma incerteza relativamente ao risco, deve ter-se em conta o velho ditado
de que “a dose faz o veneno”, tanto para compostos naturais como para artificiais
(Burdock & Wang, 2017). Deste modo, torna-se necessario o desenvolvimento de novas
técnicas e processos que possibilitem ndo sé a extracdo de substancias de matrizes
naturais, mas também, que permitam estabilizar as substancias ja descobertas. Torna-se,
também, importante estudar novas espécies que sejam fonte de tais substancias,
aproveitando desta forma, todos os recursos disponiveis na natureza (Shiozer & Barata,
2007; Martins et al., 2016).

1.2.2. As antocianinas como corantes naturais

As antocianinas sdo usadas para fins de coloracdo ha mais de 100 anos, onde era utilizado
0 extrato da pele da uva, por exemplo, para intensificar a cor do vinho (Wrolstad &
Culver, 2012). Sdo uma classe de substancias de origem natural e responsaveis pela
maioria das cores visiveis na natureza, essencialmente presentes em frutos, flores,
vegetais, folhas e cereais, sendo na Unido Europeia classificadas por E163 (Durge et al.,
2013; Mojica et al., 2017; Cassidy, 2018).

As antocianinas extraidas e isoladas de matrizes naturais, podem ser utilizadas em
diversas industrias, sendo procuradas mais frequentemente pela industria alimentar como
corantes, a fim de potenciar a cor aos produtos alimentares (Carocho et al., 2015). Estas
sdo consideradas ndo apenas como uma substancia corante, mas sim como uma classe,
devido a terem sido encontradas e caracterizadas mais de 600 tipos de antocianinas na
natureza, que apresentam uma tonalidade que varia do azul ao vermelho (Wrolstad &
Culver, 2012; Carocho et al., 2015).
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As antocianinas pertencem ao grande grupo dos flavonoides, sendo consideradas 0s
pigmentos sollveis em agua mais revelantes para extracdo de matrizes naturais (Mojica
etal., 2017). O facto de apresentarem uma solubilidade consideravelmente alta em agua,
torna-as Uteis e bastante procuradas por parte da industria alimentar devido a facilidade
de incorporacdo das mesmas em produtos alimentares de base aquosa (Bakowska-
Barczak, 2005; Durge et al., 2013; Cassidy, 2018).

Relativamente a sua caracterizagdo quimica, as antocianinas sdo provenientes de uma
estrutura basica de 3 anéis de forma C6-C3-C6, que se define como uma porc¢éo aglicona,
designada por catido flavilico (Figura 2). Quando associado a grupos quimicos, nas
posicOes R, passa a designar-se por antocianidina. Apesar de existirem cerca de 25
antocianidinas caracterizadas, as mais comuns sdo cianidina, delfinidina, petunidina,
peonidina, pelargonidina e malvidina, indicadas na Figura 3, sendo que, os derivados da
cianidina sdo os que surgem com maior frequéncia (Shiozer & Barata, 2007; Markakis,
2012; Mojica et al., 2017).

Figura 2. Estrutura quimica do catido flavilico.
(Adaptado de Wrolstad & Culver, 2012)

Delfinidina:
R=R'=0OH
Cianidina:
R=0OH ; R'=H
_— Pelargonidina:
R=R'=H
Malvidina:
R=R'=0OCH,
Petunidina:
R=0CH;,; R'=OH
Peonidina:
R=0CHg,; R'=H

Figura 3. Tipos de antocianinas.
(Fonte: Bakowska-Barczak, 2005)

Quando as antocianidinas sao glucolisadas ou aciladas, por uma moléculas de agucar ou
por um acido aromatico ou alifatico, respetivamente, passam a designar-se por

antocianinas (Mojica et al., 2017). Além de ndo serem encontradas na natureza na sua
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forma aglicona, as antocianidinas sdo caracterizadas por apresentar uma solubilidade
muito inferior as correspondentes antocianinas (Bakowska-Barczak, 2005; Durge et al.,
2013).

A classe das antocianinas € muito ampla, dada a diversidade de grupos quimicos que Ihes
podem estar associados. Deste modo, podem conter substituintes no anel B,
principalmente grupos hidroxilo e grupos metoxilo; podem apresentar substituintes de
moléculas de agucar na posicdo 3 e 5 (como indicado na Figura 2) e ainda, ligacOes éster
entre acucares e acidos organicos, resultantes da acilacdo dos substituintes presentes nos
acucares (Bakowska-Barczak, 2005; Wrolstad & Culver, 2012).

As antocianinas sdo moléculas muito instaveis e suscetiveis de serem degradadas. A sua
estabilidade depende de varios fatores, dos quais: a sua estrutura quimica, a concentragao
na qual se encontram (a0 aumentar, permite uma maior estabilidade devido a auto-
associacdo), fatores externos aos quais estdo expostas como pH, temperatura, luz,
oxigenio, presenca de enzimas e agua, outros flavonoides, proteinas ou ides metélicos
(Bakowska-Barczak, 2005; Wrolstad & Culver, 2012; Rodriguez-Amaya, 2016; Mojica
etal., 2017). Assim, torna-se essencial desenvolver métodos de extragdo e isolamento das
mesmas, que permitam manter ou aumentar a sua estabilidade, para uma posterior
aplicacdo, como por exemplo, incorporacdo em produtos alimentares, cosméticos; ou
mesmo, o isolamento para fins farmacoldgicos (Joaquin-Cruz et al., 2015; Rodriguez-
Amaya, 2016).

Relativamente ao fator pH, as antocianinas séo, geralmente, estaveis para valores de pH
entre 1 e 4, e sofrem degradacdo acima de um pH de 7 (Mojica et al., 2017).
Além da estabilidade, também a coloracdo é afetada pelo valor de pH, ja que este ao
destabilizar o sistema conjugado de ligacGes duplas presente no anel do catido flavilico,
origina uma diminuicdo progressiva da coloracdo, com o aumento de pH (Shiozer &
Barata, 2007; Wrolstad & Culver, 2012; Rodriguez-Amaya, 2018), conforme descrito na
Figura 4.
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Figura 4. Esquema representativo da interconversdo estrutural das formas dominantes de antocianinas em fase
aquosa, dependente de pH, e respetiva cor apresentada.
(Adaptado de Wrolstad & Culver (2012))

Assim, como representado na Figura 4, para valores de pH entre 1 e 2, a forma
predominante é o catido flavilico, o qual apresenta uma gama de cores do vermelho ao
laranja; para valores de pH entre 2 e 4, predominam as bases neutras quinoidais, que
apresentam uma coloragdo azul-roxo; ja para valores de pH a cima de 5, valores nos quais
o catido flavilico sobre um ataque nucledfilo por uma molécula de agua (hidratacdo),
predominam, essencialmente, a pseudobase carbinol e as chalconas (ambas bastante
instaveis e com coloracgdo nula). O facto destas Ultimas apresentarem uma coloracao nula,
deve-se a inibicdo da absorcdo de luz visivel, resultante da destabilizagdo provocada no
sistema conjugado de ligacdes duplas do anel pirano do catido flavilico (Shiozer & Barata,
2007). No entanto, apesar dos inumeros fatores que criam instabilidade nestas moléculas,
ha também diversas caracteristicas estruturais que permitem aumentar a estabilidade
quimica (Bakowska-Barczak, 2005; Markakis, 2012; Wrolstad & Culver, 2012; Mojica
etal., 2017).

Em termos da sua estrutura quimica, prevé-se que um maior numero de substituicdes
aciladas com grupos cinamicos, gerem uma maior estabilidade, sendo que entre 0s grupos
mais frequentes encontram-se 0s acidos cafeico, p-cumarico, ferulico e sinapico
(Bakowska-Barczak, 2005; Gras et al., 2012; Rodriguez-Amaya, 2016; Nemetz et al.,
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2017). O efeito de estabilidade relativo a acilacao, pode ser explicado pelo efeito protetor
por parte do grupo acilo, que protege os anéis da estrutura basica da antocianina de
possiveis ataques nucledfilos, que potenciam a descoloracdo da antocianina (Tan et al.,
2014).

Além dos grupos quimicos referidos, também os grupos hidroxilo e metoxilo tém um
efeito significativo na estabilidade, de modo que, um maior nimero de grupos hidroxilo
favorece a estabilidade das antocianinas, enquanto que, um aumento no nimero de grupos
metoxilo diminui a mesma (Shiozer & Barata, 2007). Outro fator que leva a estabilizacédo
destas moléculas é a co-pigmentacao, que consiste na condensacdo com outros compostos
presentes na planta (pigmentos poliméricos), como por exemplo outros compostos
fendlicos, que permitem um aumento da estabilidade e, consequentemente, potenciam
uma maior intensidade da coloracdo apresentada pela antocianina (Shiozer & Barata,
2007; Wrolstad & Culver, 2012).

A presenca de antocianinas numa espécie pode conferir-lhe uma diversidade de cores,
estando estas ndo s6 dependentes do valor do pH do meio, mas também da composicao
quimica das antocianinas. Desta forma, com o aumento de grupos hidroxilo, estas
moléculas vao exibir uma tonalidade azulada, enquanto que, com grupos metoxilo véo
exibir tons de vermelho (Delgado-Vargas et al., 2000; Shiozer & Barata, 2007; Wrolstad
& Culver, 2012).

Muitas industrias tém revelado interesse na utilizacdo das antocianinas para incorporacao
nos produtos alimentares nao s6 pelo seu potencial corante, mas também devido ao facto
das mesmas acrescentarem valor bioativo ao alimento e, consequentemente, beneficios
para a saude (Tan et al., 2014; Joaquin-Cruz et al., 2015; Mojica et al., 2017; Braga et al.,
2018).

Estes compostos demonstram ter varias atividades com interesse farmacologico, sendo
que a atividade antioxidante surge com grande relevancia, prevenindo a oxidacdo de
biomoléculas como lipidos e proteinas e desta forma, diminuir o risco de ocorréncia de
doencgas cardiovasculares, neuronais, cancerigenas, diabetes e deméncias (Shiozer &
Barata, 2007; Durge et al., 2013; Arici et al., 2016). Muitos sdo os efeitos benéficos
estudados, entre os quais se encontram o efeito anti-inflamatorio, anti carcinogénico,

antimicrobiano, entre outros (Mojica et al., 2017; Neri-Numa et al., 2017).
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1.3. Rubus ulmifolius Schott como uma fonte promissora

Atualmente, verifica-se um crescente interesse por espécies silvestres, devido ao facto de
estas espécies representarem fontes de diversos nutrientes e compostos bioativos,
fundamentais para o bom funcionamento do organismo, fazendo delas uma potencial
estratégia para diversificar e enriquecer a alimentacdo diaria (Morales et al., 2013).

Uma vez que o seu desenvolvimento ndo exige condi¢cbes muito especificas, estas
tornaram-se um recurso natural inesgotavel e, muitas vezes, desvalorizado pelo Homem.
Assim, devem ser desenvolvidas estratégias no sentido da recuperacédo e revalorizacdo
destas espécies para futuras aplicacbes em varios setores da inddstria, nomeadamente,
cosmética, farmacéutica e alimentar. A inddstria alimentar tem a possibilidade de tirar
partido de todos os beneficios inerentes ao seu consumo e também, desenvolver produtos
alimentares funcionais (Fernandez-Ruiz et al., 2015; Emilia & Accame, 2016).

De todas as espécies silvestres existentes na natureza, podem destacar-se as espécies
pertencentes ao género Rubus, género este que integra 12 subgéneros e inimeras espécies
(Deighton et al., 2000).

A espécie Rubus ulmifolius Schott (Figura 5) € uma das espécies que fazem parte deste
género, pertence a familia Rosaceae e é conhecida por silva-brava ou amora-silvestre e
em inglés por Elmleaf Blackberry (Deighton et al., 2000; Martins et al., 2014; Emilia &
Accame, 2016). O nome atribuido ao género Rubus, deriva do latim ruber (vermelho)
referindo-se, desta forma, a cor dos frutos das espécies que inclui, neste caso a fase
imatura da amora (Figura 5E). J& o nome da espécie, ulmifolius deve-se a semelhanca

com as folhas da espécie Ulmeiro (Ulmus minor).

)z

Figura 5. Imagens ilustrativas das caracteristicas de frutos, flores e folhas da Rubus ulmifolius Schott: frutos (A);
inflorescéncia (B); arbusto (C); espinhos (D); folhas (E).
(Fonte: Flora-on e A pitata - Flora de alicate)
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Esta espécie encontra-se amplamente distribuida pela Europa, especificamente na
Peninsula Ibérica, Asia e Norte de Africa (Martins et al., 2014; Reidel et al., 2016). Apesar
da planta se desenvolver mais eficazmente em solos humidos, desenvolve-se também em
solos secos. A localizacdo do seu crescimento é, no entanto, condicionante para algumas
caracteristicas morfologicas da planta, como por exemplo, o tamanho do foliolo, que em
zonas mais secas se torna mais reduzido (Emilia & Accame, 2016).

Esta espécie caracteriza-se por ser um arbusto silvestre (Figura 5C) revestido por
espinhos (Figura 5D). Do seu caule principal derivam varios ramos lenhosos e eretos, a
partir dos quais se desenvolvem as inflorescéncias. Estas séo do tipo cacho, com um célice
formado por 5 sépalas de onde emergem inimeros estames, e por sua vez, as corolas sdo
constituidas por 5 pétalas enrugadas e de forma oval, apresentando tonalidades brancas e
cor de rosa (Figura 5B) (Emilia & Accame, 2016; Reidel et al., 2016). Ja as folhas,
apresentam uma cor verde escura na pagina superior e cor branca na pagina inferior, por
ser revestida por pequenos pelos (Reidel et al., 2016). S&o folhas compostas, encontrando-
se divididas em 3 a 5 foliolos que derivam do peciolo (Figura 5E) (Emilia & Accame,
2016).

A sua época de floracdo ocorre entre maio e junho, a partir do qual comecam a
desenvolver-se os frutos (Figura 5A), designados por amora preta (ou blackberry, em
inglés). Estes sdo um agregado de 20 a 30 pequenas drupas, carnudas e suculentas,
apresentando cada uma delas uma semente. De acordo com a fase de maturacgéo a sua cor
altera de verde a preto, quando se encontra totalmente maduro. Estes frutos podem ser
consumidos crus ou em produtos alimentares derivados, tais como compotas, sumos e
licores. Destes podem ainda ser extraidas fontes de nutrientes e compostos bioativos para
producdo de suplementos dietéticos, incorporacdo em produtos alimentares ou cosméticos
(Emilia & Accame, 2016; Reidel et al., 2016).

Esta espécie é reconhecida pelas suas propriedades medicinais, tais como expetorante,
antisséptica, diurética, anti-inflamatoria, antioxidante, antiespasmaodica, antipirética, anti-
helmintica e adstringente, sendo desta forma utilizada tradicionalmente para o tratamento,
atenuacédo de sintomas ou prevencdo de patologias (Dall’ Acqua et al., 2008; Martins et
al., 2014; D’Agostino et al., 2015; Hajaji et al., 2017), como descrito na Tabela 2. Todas
estas propriedades medicinais tém sido relacionadas com a composicao fitoquimica desta

especie, especificamente, os compostos fendlicos, elagitaninos e &cido ascorbico (Barros
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et al., 2010; Oszmianski et al., 2015; Emilia & Accame, 2016; Reidel et al., 2016), que
Ihe proporcionam um elevado potencial antioxidante (Sousa et al., 2016).

Tabela 2. Usos tradicionais de diferentes partes da planta Rubus ulmifolius Schott.

Parte da Forma dNe Uso tradicional Referéncias
planta preparacio
Decoccio de - Diarreia, dor menstrual, sintomas da menopausa,
cocgao d doengas de figado, hipertenséo, diabetes, aftas,
botdes florais >
Flor gengivite [1,3.4]
Outros: - Distlrbios gastrointestinais, diarreia, processos
: inflamatorios
Licor - Problemas digestivos
Consumo em - Sistema digestivo, dor de estbmago, dor
abdominal, diarreia
fresco e cru
Fruto [4,5,6]
Sumo - Asma, anemia
Extratos - Prevencdo de proliferacéo celular anormal
QOutros - Antidiarreico, prevencéo de deficiéncia em ferro
Infusio - Adstringente, anti-inflamatdria, hipoglucemiante,
(via oral) espasmolitica
-Hipotenséo
Decoccéo
Folha (via topica) - Inflamacdes no olho e boca [3.4,7,8910,11,12]
De_cocgao - Diarreia, hemorroidas, inflamacéo intestinal
(via oral)
- Feridas cutaneas, queimaduras e acne;
Outros - Hipertensdo, diabetes;
- Tosse
Raiz Decocgao - Alopécia [3]

[1]Barros et al., 2010; [2]Martins et al., 2014; [3]Reidel et al., 2016; [4]Pinela et al., 2017; [5]Morales et al., 2013;
[6]Wang et al., 2008; [7]Panizzi et al., 2002; [8]Emilia & Accame, 2016; [9]Sisti et al., 2008; [10]Hajaji et al., 2017;
[11]Flamini et al., 2002; [12]Gonzélez et al., 2010;

1.3.1. Compostos fendlicos ndo antocianicos

Varios sédo os estudos que se tém focado em determinar o perfil fitoquimico desta planta,

assim como associa-lo as suas atividades bioativas, especialmente, atividade antioxidante

(Oszmianski et al., 2015; Reidel et al., 2015). Para tal, torna-se essencial a determinagéo

do teor em compostos fendlicos (Dall’ Acqua et al., 2008; Oszmianski et al., 2015; Reidel
et al., 2015; Akkari et al., 2016).

A composi¢do fitoquimica apresentada por estes frutos, assim como a consequente

atividade antioxidante, ndo dependem apenas da espécie em questdo, mas também de
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muitos outros fatores, como as condi¢des climatéricas nas quais se deu 0 Seu
desenvolvimento. E essencial considerar tais fatores neste contexto, dado serem espécies
silvestres que estdo sujeitas a condi¢des ambientais muito variadas, principalmente, o
grau de maturacao no qual o fruto se encontrava na colheita, como verificado por ensaios
realizados por Wang & Lin, 2000, D’ Agostino et al., 2015, Reidel etal., 2016. Os ensaios
consistiram em analises comparativas da composicao de frutos e flores desta espécie, em
diferentes tempos de maturacdo, concluindo que hé, efetivamente, uma discrepancia
significativa no teor de compostos apresentados (Reidel et al., 2016) de tal forma que os
frutos com menor maturacéo (cor verde) apresentaram um teor reduzido em antocianinas
e mais elevado em compostos fendlicos totais. Contrariamente, quando o fruto se
encontrava maduro (cor preta), o teor em antocianinas era consideravelmente superior e
mais reduzido em acidos fenolicos totais (Wang & Lin, 2000).

Os compostos fendlicos sdo compostos essenciais para as plantas em termos fisioldgicos
e metabolicos, estando envolvidos em diversas funcdes: sensoriais (cor, aroma, sabor,
adstringéncia), estruturais, desenvolvimento, reproducdo, entre outras. Estes compostos
resultam do metabolismo secundario das plantas e sdo também sintetizados quando a
planta é sujeita a condigdes de stresse (condicBes de temperatura extremas, exposicao
intensa a raios ultravioleta, ataque por insetos, entre outros) (Kong et al., 2003; Giada,
2013; Pinela et al., 2017).

Relativamente aos frutos de R. ulmifolius, esta descrito na literatura que as suas classes
maioritarias de compostos fendlicos sdo os flavonoides e os elagitaninos (Flamini et al.,
2002; Oszmianski et al., 2015; Reidel et al., 2015; Sousa et al., 2016; Lorenzo et al.,
2017). Em termos quimicos, os compostos fenolicos sdo caracterizados por conterem um
anel aromatico com pelo menos um grupo hidroxilo podendo, no entanto, estar associado
a outros grupos funcionais, glucosidos ou proteinas (Deighton et al., 2000). Analises
computacionais de relacdo estrutura-atividade demonstram que a atividade antioxidante
destes compostos esta associada com o nimero de grupos hidroxilo aromaticos livres, de
tal forma que, quanto maior o nimero, maior € o potencial antioxidante (Deighton et al.,
2000).

Relativamente aos flavonoides, estes sdo caracterizados por conterem uma baixa massa
molecular e uma estrutura base de 15 carbonos (C6-C3-C6), ou seja, contém dois anéis
benzénicos unidos por um heterociclico. Geralmente, o primeiro anel designa-se por A, 0

segundo por B e o heterociclico por C (Figura 6) (Angelo & Jorge, 2007; Xie et al.,
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2018). A partir da sua estrutura base podem surgir varias subclasses de flavonoides:
chalconas, flavonas, flavanonas, flavonois, isoflavonas, flavandis e antocianinas (Xie et
al., 2018).

Figura 6. Estrutura base C6-C3-C6 dos flavonoides.

Na Tabela 3 estdo listados os compostos fendlicos ndo antocianicos identificados em
frutos de R. ulmifolius. Relativamente aos flavonoides caracterizados nos frutos,
destacam-se os derivados de quercetina e kaempferol. Outros compostos fenélicos
encontrados pertencem a classe de acidos fendlicos e taninos hidrolisaveis (Dall’ Acqua
et al., 2008; Kaume et al., 2012; Ruiz-Rodriguez et al., 2014).

Tabela 3. Compostos fendlicos ndo antocianicos identificados em frutos de R. ulmifolius.

Classe Subclasse ~ Compostos isolados Referéncias
Flavonoides Derivados de  Quercetina-3-O-glucosido [1,2]
quercetina  Quercetina-3-O-galatosido [2]

Quercetina-O-hexdsido [3]
Quercetina-3-O-rutinosido [2,4]
Quercetina-3-O-pentdsido [4]
Quercetina-3-O-ramnosido [1,4]
Quercetina-3-O-glucoroénido [1]
Quercetina-3-O-metoxi-hexdsido [3]
Quercetina-3-0-(6’-(3-hidroxi-3-metilglutaril)- [3]
galactésido
Quercetina-3-0O-p-D glucurénido [1]
Tilirésido [1)

Elavonois Derivados do

kaempferol ~ Kaempferol [1]

Kaempferol -3-O-pentésido [4]
Kaempferol -3-O-rutindsido [4]
Kaempferol -3-O-glucésido-ramnosido-7-O-ramndsido [4]
Kaempferol -3-O-glucordnido [4,5]
Kaempferol -3-O-(6"’-p-coumaroil)-p-D- [5]
glucopiranésido
Kaempferol -3-O-(6’-feruloil)-B-D-glucopiranésido [5]
Kaempferol -3-O-f3-D-galactdsido [1]
Kaempferol -3-O-a-L-arabinopirandsido [1]
Kaempferol -3-0-B-D-glucésido [1]
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Apigenina-3-O-glucurénido [4]
Flavonas Luteolina-7-O-B-D-glucurénido [1,4]
Taninos _— -
hidrolisaveis Elagitaninos  Casuarinina [4]
Lambertianina C [4]
Acidos fendlicos  Derivados de  Acido p-cumarico [4]
acido Acido feralico [1,5]
hidroxicinamico Acido cafeico [5]
Cafeoil-hexosido [4]

Acido clorogénico

(&cido 5-O-cafeoilquinico) [1.4.5]
Acido neoclorogénico [1,5]
(&cido 3-O-cafeoilquinico) '
Acido criptoclorogénico [1,5]
(&cido 4-O-cafeoilquinico) '
Acido 1,4-O-dicafeoilquinico [1]
Acido gélico [1,6]
< L [4]
Derivados de Acido elagico [6]
&cido Acido elagico pentésido [4]
hidroxibenzoico Acido elagico ramnésido [4]
Acido elagico metilpent6sido [4]

[1]Panizzi et al., 2002; [2]Ruiz-Rodriguez et al., 2014; [3]Oszmianski et al., 2015; [4]Oszmianski et al., 2015;
[5]Dall’ Acqua et al., 2008; [6]Fazio et al., 2013

Os taninos podem ser classificados em taninos condensados ou taninos hidrolisaveis, de
acordo com 0s grupos quimicos que os formam. Desta forma, denominam-se por taninos
condensados (proantocianidinas) quando resultam da polimerizacdo de unidades de
flavan-3-ol ((epi)catequina) ou unidades de flavan 3,4-diol (leucoantocianinas), através
da oxidacdo dos anéis aromaticos; e por taninos hidrolisaveis quando resultam da
copolimerizacdo com moléculas de glucose e unidades de acido galico (galotaninos) ou
elagico (elagitaninos) (Battestin et al., 2004; Angelo & Jorge, 2007). Nos frutos desta
espécie também foram identificados derivados glucésidos do acido elagico (Kaume et al.,
2012; Oszmianski et al., 2015), assim como nos extratos de sementes destes mesmos
frutos a presenca de dois elagitaninos (galoil-HHDP glucésido e galoil-bis-HHDP
glucosido) (Fazio et al., 2013).

1.3.2. Antocianinas

Tendo em conta todos 0os compostos fendlicos anteriormente descritos, as antocianinas
sdo uma subclasse de flavonoides mais encontrada em frutos, vegetais e flores,
proporcionando-lhes uma coloracéo roxo-vermelha-azul, fator este que contribui para a
coevolucdo da planta através da interacdo animal-planta o que, por sua vez, permite a

dispersao de sementes e a polinizacgdo (Kong et al., 2003).
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De entre todas as antocianinas encontradas na natureza, as mais frequentemente
caracterizadas sdo os derivados glucosidos da cianidina (Tabela 4), que tém sido
amplamente estudados para aplicacdo na inddstria alimentar devido ao seu potencial
corante (Bakowska-Barczak et al., 2005; Arici et al., 2016;). A cianidina-3-O-glucoésido
e seus derivados séo as que tém causado maior impacto devido ao seu efeito antioxidante,
provavelmente relacionado com os grupos hidroxilo que se encontram ligados ao anel
aromatico. O interesse por estes Ultimos derivados é bastante revelante ndo so pela
potencialidade corante mas também no ambito farmacologico (Kong et al., 2003; Ding et
al., 2006; Kaume et al., 2012; Xie et al., 2018).

Tabela 4. Antocianinas isoladas dos frutos da R. ulmifolius.

Antocianidina Antocianina Referéncia
Cianidina-3-xilosido [1]
Cianidina-3-glucosido [1,2]

Cianidina-3-rutinésido [1]
S Cianidina-3-diglucésido [1]
Cianidina Cianidina-3-glucosil-rutinésido [1]
Cianidina-3-dioxaloilglucoésido [1]
Cianidina-3-(3’-malonil)-glucdsido [1]
Cianidina-3-(6’-malonil)-glucdsido [1]

Pelargonidina Pelargonidina-3-rutinésido [3]

[1] Oszmianski et al., 2015; [2]Ruiz-Rodriguez et al., 2014; [3] Ruiz-Rodriguez et al., 2014

Os autores Oszmianski et al. (2015) caracterizaram cerca de 14 compostos fenolicos nos
frutos da R. ulmifolius (solvente de extracdo: metanol/agua (50:50, v/v) acidificado com
1% de &cido acético), entre os quais 8 pertenciam a derivados da antocianidina cianidina.
De outro modo, os autores Ruiz-Rodriguez et al. (2014), apenas caracterizaram um
derivado de cianidina (cianidina-3-glucosido) e um derivado de pelargonidina
(pelargonidina-3-rutindsido) num extrato obtido com o solvente de extracdo
metanol/agua (50:50 v/v) acidificado com 1% de &cido formico. Uma anélise realizada
num sumo de frutos de R. ulmifolius por Deighton et al. (2000), revelou uma composicao
maioritaria em derivados da cianidina e, em menor quantidade, derivados da
pelargonidina, peonidina e delfinidina. Também as sementes de fruto de R. ulmifolius
foram caracterizadas pelos autores Fazio et al. (2013), identificando apenas a cianidina-
3-glucdsido.
1.3.3. Outros constituintes quimicos

Apesar dos compostos fendlicos serem 0s compostos maioritarios e aos quais se atribui

uma maior importancia, os frutos de R. ulmifolius contém compostos pertencentes a
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outras classes, que foram igualmente caracterizados e revelam ser alvo de grande
interesse.

Como descrito anteriormente, estes frutos tém sido alvo de inimeras pesquisas devido ao
seu potencial corante. No entanto, outra caracteristica organoléptica destes frutos tem
despertado interesse por parte da inddstria, isto €, 0 seu aroma caracteristico. Neste
sentido, varios estudos cientificos tém sido realizados no sentido de apurar o seu perfil
aromatico (D’ Agostino et al., 2015).

A semelhanca de outras espécies pertencentes ao género Rubus, 0s compostos
maioritarios sdo os ésteres e alcoois alifaticos, seguindo-se 0s compostos terpénicos e
aromaticos e, ainda, os aldeidos e cetonas (D’ Agostino et al., 2015; Reidel et al., 2016).

Num estudo realizado por D’ Agostino et al. (2015), com o objetivo de determinar também
0 conteldo em compostos volateis, evidenciaram-se como compostos maioritarios o 2-
metil-butanal, o etanol, a 2,3-butanodiona, o trans-2-hexenal, a 3-hidroxi-2-butanona, o
1-hexanol, o 1-octanol e o &cido metilbutandico. O composto p-cimen-8-ol, conhecido
também como “cherry propanol”, que apresenta um intenso aroma frutado, foi também
identificado nestes frutos.

Quanto aos compostos terpénicos, os autores Reidel et al. (2016) destacaram o0s
sesquiterpenos (15C), nomeadamente o a-copaeno. Estes compostos estdo associados a
aromas doces e florais e sdo ainda responsaveis por proteger a fruta contra agentes
patogénicos e insetos.

Da classe dos ésteres, compostos maioritariamente caracterizados nestes frutos, foram
encontrados: ésteres alifaticos (acetato de etilo, butanoato de hexilo, 3-metil-3-hexen-1-
ilo, butanoato, hexanoato de hexilo, hexanoato de metilo, hexanoato de etilo, (E)-2-
hexenilbutirato, octanoato de etilo, isovalerato de isopentilo, 2-metilbutil-3-metilbutirato,
ésteres de metilo e etilo dos &cidos hexandico, octandico, decanodico e dodecanoico,
ésteres aromaticos (benzoato de butilo), assim como derivados do éster 3- hidroxilo
(D’Agostino et al., 2015; Reidel et al., 2016).

Como alcoois alifaticos foram caracterizados outros 4 compostos (4-metil-1-pentanol, 3-
etil-4-metil-pentanol, 3-etilfenol, 2-heptanol) e como alcoois C6 identificaram-se 3
compostos (1-hexanol, 3-henxen-1-ol, 2-hexen-1-ol). O composto 2-heptanol encontra-
se descrito noutras espécies como determinante de um aroma doce e frutifero,

contribuindo também para o aroma destes frutos (D’Agostino et al., 2015).
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Como indicado, dentro da classe dos aldeidos e cetonas foram caracterizados um menor
namero de compostos, dos quais 2 cetonas (2-heptanona e 5,5-dimetil-2-ciclopenten-1-
ona) e 2 aldeidos (nonanal e decanal) (D’Agostino et al., 2015; Reidel et al., 2016).
Foram ainda encontrados 5 derivados de furano, dos quais: furfural, 5-metilfurfural,
dihidro-2(3H)-furanona, 2-furilmetanol (&cido furfurilico) e 5-hidroximetilfurfural
(D’Agostino et al., 2015).

Apesar da atividade antioxidante destes frutos ser maioritariamente associada a sua
composicdo em compostos fendlicos, é pertinente salientar o seu teor em vitamina E
(tocoferois e tocotrienois) e vitamina C (acido ascorbico e acido desidroascorbico), duas
vitaminas que participam sinergicamente na interrupcdo da cadeia de peroxidacéo
lipidica, neutralizando os radicais que causam danos celulares (Morales et al., 2013;
Sanchez-Mata & Tardio, 2016), como indicado na Figura 7. Desta forma, contribuem

ativamente para a atividade antioxidante associada aos frutos de R. ulmifolius.

LOO+ Vitamina E — LOOH + Vitamina E’
Vitamina E + Vitamina C — Vitamina E + Vitamina C
Vitamina C' + NADH — Vitamina C + NAD’
Figura 7. Esquema representativo da atividade antioxidante sinérgica da vitamina E e C na peroxidacao lipidica.

LOO (radical peroxilo); LOOH (hidroperéxidos de lipidos)
(Fonte: Sanchez-Mata & Tardio, 2016)

Relativamente a vitamina E (tocoferol), foram encontradas todas as isoformas, ou seja, a-
tocoferol, od-tocoferol, y-tocoferol e p-tocoferol quantificadas em concentragdes
semelhantes, h& excecdo deste Gltimo que foi encontrado em concentragfes inferiores
(Morales et al., 2013).

Quanto a vitamina C, foi determinado que os frutos apresentam quantidades equivalentes
em vitamina C (AA) e na sua forma oxidada, acido desidroascorbico (DHAA) (Morales
etal., 2013; Ruiz-Rodriguez et al., 2014).

As concentragdes destas vitaminas demonstram, no entanto, ser bastante varidveis nestes
frutos. Tal facto deve-se as condi¢BGes climaticas a que estdo expostas as espécies
silvestres durante o seu desenvolvimento, condigdes estas que sdo determinantes para a
estabilidade destes compostos (Ruiz-Rodriguez et al., 2014).

Dentro da classe de &cidos organicos, foram também caracterizados: acidos oxalico,
malico, citrico e succinico e, embora em menor concentragdo, o acido fumarico (Morales
et al.,, 2013). Também alguns acidos organicos possuem capacidade para atuar

sinergicamente na cadeia de peroxidac&o lipidica, dado que conseguem inibir a oxidacao
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do acido ascorbico através da deslocalizacdo de carga eletronica proveniente de radicais
peroxilo (LOO), com a consequente neutralizagio dos mesmos (Morales et al., 2013). E
importante salientar que o acido quinico é formado por hidrdlise do &cido clorogénico,
que também foi caracterizado nestes frutos por Dall’ Acqua et al. (2008) e Oszmianski et
al. (2015).

Outra classe detetada frequentemente nestes frutos sao os triterpenos (30C), tendo sido
caracterizados os seguintes: acido ursélico, acido oleandlico, &cido torméntico, &cido
euscafico, acido 23-hidroxi-torméntico, acido 2a-hidroxi-ursolico, acido 28-glucosido-
ursolico, acido 28-glucosido-torméntico, &cido 28-glucdsido euscafico e o éster
triterpénico nigaichigosido (Panizzi et al., 2002).

A composicdo de um alimento em &cidos gordos, demonstra ser um fator importante no
contexto nutricional, dado que, os &cidos gordos insaturados (monoinsaturados (MUFA)
e polinsaturados (PUFA)), nomeadamente os acidos gordos pertencentes a classe de
Omega 3 e Omega 6, estdo relacionados com a prevencdo e reducdo de doencas
cardiovasculares, processos inflamatérios e doencgas autoimunes (Morales et al., 2013;
Elagizi et al., 2018; Wang et al., 2018). J& um consumo elevado de acidos gordos
saturados (SFA) demonstrou ser mais prejudicial que a totalidade de gorduras consumida
e também, associado a elevados niveis de colesterol plasmatico, com a consequéncia de
aumento de probabilidade de ocorréncia de patologias nas artérias coronarias. Assim,
estes frutos demonstraram ter uma alta composicdo em acidos gordos, sendo que dos
MUFA, se destaca o acido oleico (C18:1n9) e dos PUFA, o &cido linoleico (C18:2n6) e
0 acido o-linolénico (C18:3n3) (Morales et al., 2013). Nas sementes isoladas,
previamente transformadas em farinha, o &cido linoleico surge igualmente como
composto maioritario (Fazio et al., 2013). E recomendada uma ingestdo equilibrada de
acidos gordos insaturados e acidos gordos saturados, de forma a regular o colesterol
plasmatico, de tal forma que a relacdo PUFA/SFA surge, neste contexto, como indicadora
da qualidade de um alimento. Recomenda-se que este valor seja superior a 0,45 (Dias et
al., 2012; Morales et al., 2013), limite dentro do qual se encontra o valor para estes frutos
(Morales et al., 2013).

1.3.4. Propriedades bioativas

As plantas medicinais foram desde sempre, consideradas como uma potencial fonte de

principios ativos terapéuticos, especialmente em povoacGes rurais onde se encontram

51


https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_olean%C3%B3lico

Rubus ulmifolius Schott: aspetos quimicos, propriedades bioativas e desenvolvimento de um corante natural a
partir dos seus frutos

facilmente recursos naturais como plantas aromaticas, vegetais e frutos e em paises em
desenvolvimento, onde 0s recursos naturais se apresentam mais acessiveis e com custo
mais reduzido (Hajaji et al., 2017).

A classe de compostos mais estudada num contexto farmacoldgico € a classe dos
compostos fendlicos, que tém demonstrado varias bioatividades, tais como
antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatdria, entre outras, tendo um impacto positivo
na prevencao e cura de diversas patologias (Figura 8) (Bravo, 1998; Ding et al., 2006;
Oszmianski et al., 2015).

. Impacto o
Acao anti-inflamatoria no ciclo Acao antioxidante
celular

Indugdo de
enzimas
antioxidantes
endogenas

Compostosl
Bioativos:@ Captura de

Compostos radicais livres
Fendlicos@

Inibicao da = — -
Acio antitumoral oxidagio de Agao antimicrobiana e
lipidos e enzimas antiviral

Figura 8. Esquema representativo das bioatividades de compostos fendlicos.
(Fonte: Sanchez-Mata & Tardio, 2016)

Uma correlacdo linear positiva entre o teor de compostos fendlicos totais e a atividade
antioxidante apresentada nestes frutos, medida através de ensaios ORAC (Capacidade de
Absorvancia de Radicais de Oxigénio) foi comprovada por varios autores (Wang & Lin,
2000; Dall’ Acqua et al., 2008; Oszmianski et al., 2008; Akkari et al., 2016; Sousa et al.,
2016), que consideram que estes frutos sdo, comparativamente a outros, 0s que
apresentam uma maior capacidade antioxidante (Dall’ Acqua et al., 2008). A bioatividade
destes frutos foi verificada através da sua capacidade de neutralizar o radical peréxido
(R0OO), o radical superoxido (05 ), o peroxido de hidrogénio (H,0,), o radical hidroxilo
(OH) e o oxigénio singleto (10,), que sdo os agentes envolvidos nas cascatas dos
processos oxidativos. Estas espécies reativas afetam biomoléculas como lipidos,
proteinas e acidos nucleicos, resultando em danos celulares persistentes, que por vezes,
os sistemas de defesa enddgenos ndo conseguem resolver, originando varias patologias
(Deighton, et al., 2000; Wang & Lin, 2000; Kong et al., 2003; Wang et al., 2008; Hajaji
etal., 2017).
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Um estudo realizado por Akkari et al. (2016), determinou uma correlacdo bastante
positiva entre o teor de compostos fendlicos, nomeadamente, flavonoides e taninos, e a
atividade antioxidante de diferentes extratos dos frutos de R. ulmifolius. Verificaram,
também, uma correlacdo linear positiva entre 0s mesmos compostos e uma atividade anti-
helmintica. Esta atividade foi testada em extratos de frutos, recorrendo a diferentes
solventes, para verificar a capacidade destes sobre o parasita Haemonchu contortus. Estes
extratos provaram, efetivamente, ter um efeito anti-helmintico contra este parasita, pela
capacidade de eliminar e/ou inibir a replicacdo destes, verificando-se resultados mais
promissores nos extratos aquoso e metanolico do fruto, relativamente ao extrato obtido
com cloroférmio e n-hexano. Tal facto revela que as moléculas que exerceram essa
atividade seriam polares, como € o caso dos compostos fendlicos (Akkari et al., 2016).
Também Fazio et al. (2013) estudaram a atividade anti-inflamatoria e antioxidante em
extratos de sementes de frutos de R. ulmifolius e concluiram que estes exercem uma
atividade significativa. Para tal, verificou-se a capacidade deste extrato para inibir a
libertacdo de NO (oxido nitrico), induzida por um lipopolissacarido (LPS), numa linha de
macrofagos RAW264.7, de onde se obteve uma percentagem de inibicdo de 60%. O NO
consiste num marcador de processos inflamatorios, que é sintetizado quando ocorre
inducdo da iINOS (oxido nitrico-sintase induzida), normalmente por citocinas e
lipopolissacarido. No mesmo contexto, os autores verificaram também a capacidade para
inibir a libertacdo da quimiocina CCL20, proteina mediadora dos processos inflamatorios
libertada pelos macréfagos, de onde se obteve uma inibi¢do de 90%. Desta forma, pode
verificar-se que 0 extrato metandlico exerceu uma atividade anti-inflamatoria
significativa. J& no sentido de analisar a atividade antioxidante do mesmo extrato
metandlico, os autores determinaram o ECso do efeito captador de radicais livres 2,2-
difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), que revelou ser muito inferior ao valor de ECso
apresentado pelo antioxidante utilizado como controlo, Trolox, sendo, neste contexto,
ECso a concentracdo de extrato que possui 50% de atividade antioxidante. Desta forma,
os autores concluem que as atividades apresentadas poderao estar relacionadas com o teor
em compostos fendlicos, presentes no extrato metandlico da semente.

O desenvolvimento de resisténcia por bactérias, parasitas e outros microrganismos tem
levado a uma preocupacéo crescente pela procura de outras fontes de moléculas com
potencial bioativo. Neste contexto, as matrizes naturais tém despoletado interesse pela

sua composi¢do quimica, da qual fazem parte uma ampla diversidade de compostos que
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ao atuar sinergicamente, demonstram exercer um potencial bioativo maior do que
compostos sintéticos, com mecanismos especificos em moléculas alvo (Quave et al.,
2012). E ainda, pelo facto de serem compostos biodegradaveis, que apds metabolizagdo
resultam em produtos ndo toxicos, assegurando o controlo destas infegdes sem causar
toxicidade, nas concentracdes previstas de utilizacdo (Hajaji et al., 2017).

A atividade antimicrobiana surge como uma das bioatividades mais estudadas nos frutos
de R. ulmifolius, verificando-se resultados satisfatorios. Geralmente, os resultados s&o
distintos no que concerne as bactérias Gram-negativos e Gram-positivos, sendo que, as
Gram-negativos demonstram ser mais resistentes a 0leos e extratos metanolicos, dado
conterem uma membrana exterior constituida por um lipopolissacérido hidrofdbico, que
protege contra agentes externos (Hajaji et al.,, 2017). Ainda assim, apesar desta
caracteristica inerente as bactérias, num estudo efetuado por Hajaji et al. (2017), o extrato
metanolico destes frutos demonstrou ser efetivo tanto para Escherichia coli (Gram-
negativo), como para Streptococcus agalactiae (Gram-positivos). O mesmo foi verificado
por Panizzi & Morelli (2002), que realizaram um ensaio contra as bactérias Gram-
positivos Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, e contra as bactérias Gram-negativos
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Este estudo evidenciou, ainda, uma
atividade antifingica para a levedura Saccharoyce cerevicae e para o fungo Candida
albicans, sendo que dos compostos isolados testados, os acidos galico e fertlico foram os
gue demonstraram uma maior atividade.

Também os trofozoitos de género de ameboides (protozoario), Acanthamoeba castellanii
Neff, demonstraram ser sensiveis ao extrato metandlico obtido destes frutos, com um
valor de 1Cso de 61,785 pg/mL, embora superior ao do farmaco controlo, clorohexidina
(ICs0 = 2,643 pg/mL) (Hajaji et al., 2017), sendo ICso a concentracdo de extrato que
apresenta 50% de atividade amebicida. Apesar de ndo haver estudos complementares, o
extrato metandlico da R. ulmifolius sugere ter um potencial amebicida.

Ding et al. (2006) efetuaram estudos onde testaram a atividade quimioterapéutica destes
frutos. Em primeiro lugar, determinaram uma potente atividade antioxidante perante ROS
(espécies reativas de oxigénio), espécies que se encontram diretamente relacionadas com
o desenvolvimento de proliferacdes anormais, especificamente contra H20; e O, que
foram ambas inibidas. Além das espécies reativas, estudaram a atividade da cianidina-3-
O-glucosido em proteinas que sao fulcrais no processo de tumorogénese: AP-1 (fator de

transcricdo regulador da expressdo génica), NF-kB (fator nuclear kB, um fator de
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transcricdo), COX-2 (cicloxigenase 2; enzima determinante em processos inflamatorios)
e TNF-a (fator de necrose tumoral), e concluiram que este composto diminuiu 0s niveis
de todas estas proteinas. Os resultados promissores obtidos pelos autores, levaram
também a realizacdo de um ensaio para testar a atividade desta antocianina perante as
cascatas de sinalizacdo envolvidas na ativacdo dos fatores anteriormente descritos,
essencialmente da cascata via MAPK (proteina cinase ativada pelo mitogene) (Figura 9).
Nesta cascata estédo envolvidas as cinases ERK, JNK e p38, que por sua vez, levam ao
aumento da atividade da proteina AP-1 e do fator NF-kB com a consequente ativacao do
fator de necrose tumoral TNF-o e da COX-2 (Kim & Choi, 2010). Os autores
comprovaram que esta antocianina suprime a fosforilacdo do ERK, JNK e p38, e, inibindo
a sua ativacdo, e sendo estas iniciadoras da uma segunda cascata, a progressao da
proliferacdo celular é inibida (Kaume et al., 2012), assim como a metastizacdo, como

evidenciado pela Figura 9, provavelmente devido as suas propriedades antioxidantes.

: : Stress Oxidativo ,

9 L 4
MAP4K/GTPase Ras ASK1 , MEKK1, MLK3
L 2 L 4
MKK3/MKK6
MAP3K Raf MKK4/MKK7
] 9
MAP2K MEK / /
o p38 INK
¢ ° \“"“;0{\\"?‘;\0‘”
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EIj Diferenciagdo e apoptose
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Figura 9. Cascata MAPK (proteina cinase ativada pelo mitogene).

MAPK - Proteino - cinases ativadas por mitégenos; Ras/raf- Proteina-cinase especifica de serina/treonina; Mek-
Cinase MAPK; ERK- Proteina cinase regulada por sinais extracelulares; Ask1- Cinase 1 reguladora do sinal de
apoptose; MLK3- mixed-lineage cinase 3 ; MKK- MAP cinase cinase; p38 - Proteino-cinase ativada por mitégenos;
JNK- Cinase c-Jun N-terminal.

(Fonte : Ding et al., 2006; Kim & Choi, 2010 e Kaume et al., 2012)

Além de todas as atividades a nivel molecular descritas in vitro, a cianidina-3-O-

glucosido demonstrou também inibir a proliferagdo de uma linha celular de carcinoma
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pulmonar, enquanto que em ensaios in vivo exerceu um efeito quimioterapéutico, ao

diminuir o tamanho do tumor em ratinhos (Ding et al., 2006).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo principal as seguintes etapas: i) caracterizacdo do
ponto de vista nutricional e da composicdo quimica dos frutos de Rubus ulmifolius Schott
(amora silvestre) recolhidos no distrito de Braganca, assim como, avaliar as suas
propriedades bioativas; ii) otimizar a obtencdo de um extrato rico em antocianinas a partir
dos seus frutos, para utilizacdo como corante natural e iii) estudos de validacdo do
potencial corante do extrato rico em antocianinas, efetuado por incorporacdo do corante
natural num produto alimentar.

O plano de trabalho encontra-se esquematizado na Figura 10.

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

v" Determinagdo do valor nutricional dos frutos através de metodologias oficiais de
andlise de alimentos (AOAC);

v Determinacdo da composicdo quimica, analisando o teor em aclcares livres,
acidos gordos, acidos organicos e tocoferois;

v' Determinagdo de compostos fendlicos ndo-antocianicos e antocianicos;

v' Avaliacdo de diferentes propriedades bioativas, tais como atividade
antimicrobiana (antibacteriana e antifungica) e potencial citotoxico;

v' Otimizacdo do processo de extracdo de corantes naturais dos frutos de R.
ulmifolius, através da metodologia de superficie de resposta;

v Avaliagdo do potencial corante, antimicrobiano e citotoxico do extrato obtido
apos processo de otimizacdo;

v Incorporacdo do extrato rico em compostos antocianicos num produto de

pastelaria — “donuts”.
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Figura 10. Representacdo esquematica dos objetivos do presente trabalho
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Preparagdo da amostra

Os frutos de Rubus ulmifolius Schott (Rosaceae) utilizados para este estudo foram
recolhidos em setembro de 2017, em Braganca (nordeste de Portugal). Apos a recolha, as
amostras de frutos (200 g) foram congeladas e, posteriormente, desidratadas atraveés de
um processo de liofilizacdo (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, EUA).
Seguidamente as amostras foram trituradas e armazenadas em local fresco e seco ao

abrigo de luz, para posteriores analises.

3.2. Padrdes e reagentes
3.2.1. Anélise quimica

Os solventes n-hexano 95%, acetonitrilo 99%, etanol absoluto (99,9%) e acetato de etilo
99,98%, todos de grau HPLC, foram adquiridos na Fisher Scientific (Lisboa, Portugal) e
o0 solvente metanol de grau analitico, foi adquirido na Pronalab (Lisboa, Portugal). Os
restantes solventes usados, igualmente de grau analitico foram os seguintes: éter etilico
(Lab-Scan, Lisboa, Portugal); tolueno e &cido sulfurico (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO,
EUA).

A mistura padrdo com 37 ésteres metilicos de &cidos gordos (FAME) (C4-C24; norma
47885-U) foi adquirida na empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), assim como
outros isdmeros individuais de acidos gordos, padrdes de acucares (D(-)-frutose D(+)-
sucarose, D(+)-glucose, D(+)-trealose, D(+)-melezitose e D(+)-rafinose pentahidratada),
padrBes de &cidos organicos (L(+)-acido ascorbico; acido citrico; acido malico; acido
oxalico; acido sucinico; acido fumaérico e &cido quinico) e padrbes de tocoferois
(isoformas -a, -B, -A e -3). Relativamente aos padrbes dos compostos fenolicos nédo
antocianicos utilizados (apigenina-6-C-glucésido, acido cafeico, acido elagico, acido
clorogénico, hesperetina, luteolina-7-O-glucésido, naringenina, quercetina-3-O-
rutindsido, quercetina-3-O-glucosido, taxifolina, acido rosmarinico) foram adquiridos na
Extrasyntheses (Genay Cedex, Franga) e os compostos antocidnicos (cianidina-3-O-
glucésido, peonidina-3-O-glucosido e pelargonidina-3-O-glucésido) foram adquiridos
na empresa Polyphenols (Sandines, Norway). A &gua foi tratada previamente a sua
utilizacdo pelo sistema de purificagdo Milli-Q-Water (TGl Pure Water Systems,
Greenville, SC, EUA).

61



Rubus ulmifolius Schott: aspetos quimicos, propriedades bioativas e desenvolvimento de um corante natural a
partir dos seus frutos

3.2.2. Estudo de bioatividades

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

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

farmacéutica (Bélgica).

3.3. Determinagéo do valor nutricional dos frutos de Rubus ulmifolius

A composicdo em macronutrientes dos frutos de R. ulmifolius foi obtida através de
metodologias oficiais de analise de alimentos (AOAC, 2016). Para tal, foi determinado o
teor de proteina, gordura, hidratos de carbono, cinzas, humidade e energia.

O teor em proteinas (Nx6.25) foi obtido pelo método macro-Kjeldahl (AOAC 991.02),
0 qual se baseia na quantidade de azoto presente na amostra. Para tal, adiciona-se acido
sulfarico concentrado (H>SO4) a amostra (0,5 g) ocorrendo, desta forma, a digestdo da
matéria organica e consequente formacdo de um sal inorganico, o sulfato de amdnio
(NH4)2S04, no qual é retido o azoto. De seguida, alcaliniza-se a solugdo por adi¢do de
hidréxido de sédio (NaOH), que potencia a libertacdo de azoto na forma de amoniaco,
NHs. O amoniaco €, de seguida, destilado e recolhido numa solucéo de acido conhecido,
neste caso, H2SO4 (0,1 M). Por fim, é feita uma titulagdo com NaOH (0,1 M), utilizando
um indicador vermelho de metilo, que permite quantificar o azoto presente na amostra
(AOAC 991.02).

Os lipidos foram determinados através da extracdo de uma massa conhecida de amostra
(3 g), num aparelho de Soxhlet, para a qual se utilizou como solvente de extragéo o éter
de petréleo a uma temperatura de aproximadamente 80 °C, durante 7 horas (AOAC
989.05).
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Para a obtencdo do teor em cinzas, fez-se uma incineracdo a 550 + 15°C durante 12 horas
(AOAC 935.42).

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

Os hidratos de carbono foram calculados por diferenca (Equacéo 1) , enquanto que a

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

Hidratos de carbono = 100 — (gproteinas + glipidos + gcinzas)

Equacdo 1. Equagdo para determinagdo de hidratos de carbono

Energia (Kcal) =4 X (gproteinas + Yhidratos de carbiono) + (9 X ggordura)

Equacdo 2. Equagio para determinagio da energia total

3.4. Avaliagéo da cor nos frutos de Rubus ulmifolius

Para a medicdo da cor das amostras, foi utilizado um colorimetro (modelo CR-400;
Konica Minolta Sensing, Inc., Téquio, Japdo) acoplado a um adaptador para materiais
granulosos (modelo CRA50), seguindo a metodologia previamente descrita por Roriz et
al. (2017).

O valor das coordenadas tridimensionais CIE L* a* b*, foram obtidos num sistema
computorizado com um iluminante tipo C e um diafragma de diametro 8 mm, sendo que
para o processamento dos dados, recorreu-se ao software Spectra Magic Nx (versdo CM-
S100W 2.03.0006, Konica Minolta, Japdo). Relativamente as coordenadas
tridimensionais obtidas, L* representa a luminosidade, a* representa a cromaticidade num
eixo do verde (-) a vermelho (+), e b* representa a cromaticidade num eixo do azul (-) ao

amarelo (+), como ilustrado na Figura 11.

+L

+b +a

P

Figura 11. Modelo das coordenadas tridimensionais da cor: CIE L* a* b*.
(Fonte: Sanchez-Mata & Tardio, 2016)
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Para a avaliacdo da cor, retiraram-se 3 porcdes equitativas da amostra (fruto fresco e fruto
liofilizado em po) a ser analisada, e fizeram-se leituras em 3 pontos distintos para cada
porcado, considerando-se os valores medios. Previamente e ap6s a anélise, o instrumento
utilizado foi calibrado com um padrédo branco (Spectra Magic NX Instruction Manual,

Konica Minolta Sensing, Inc., 2009, Japao).

3.5. Determinacéo da composicdo quimica dos frutos de Rubus ulmifolius
3.5.1. Acucares

Os agUcares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detetor de indice de refragdo (HPLC-RI), conforme descrito anteriormente
por Barros et al. (2013b).

A amostra (1 g) foi enriquecida com melezitose (utilizada como padréo interno, 25
mg/mL) e extraiu-se com 40 mL de etanol (80/20, v/v), num banho a 80 °C (Julabo,
SW22; Seelbach, Alemanha), durante 1 hora e 30 min, com agitacdo a cada 15 minutos.

Posteriormente, o sobrenadante obtido foi centrifugado (centrifuga refrigerada K240R,
Centurion, Sussex Ocidental, Reino Unido) a 15,000 g durante 10 minutos e transferido
para um baldo de vidro para evaporar a fracdo etanodlica, recorrendo-se ao evaporador
rotativo (Biichi R-210, Flawil, Suica) (60 °C, presséo reduzida). A fase aquosa foi lavada
3 vezes com éter dietilico (10 mL), tendo sido, seguidamente, os restos do mesmo
evaporados. Ao residuo seco obtido, foi adicionada dgua até perfazer um volume final de
5 mL e filtrou-se 1,5 mL do mesmo (filtros de nylon - 0,2 um, Whatman) para um vial,
para posterior analise do perfil em acucares no sistema HPLC.

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

Como fase movel foi usado acetonitrilo/agua desionizada (70:30; v/v) com um caudal de
1 mL/min, sendo o volume de inje¢cdo de 10 pL. Para a identificacdo dos compostos,
recorreu-se ao software Clarity 2,4 Software (DataApex), com o qual se compararam 0s

tempos de retengdo relativos dos picos da amostra, com padrdes conhecidos. Os
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resultados foram obtidos pelo método do padrdo interno e expressos em grama de

composto por 100 g de massa fresca.

3.5.2. Acidos organicos

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

A extracdo foi realizada ao abrigo da luz adicionando 25 mL de acido metafosforico
(4,5%) a amostra (1,5 g), mantendo as condi¢es de temperatura de 25 °C e agitacdo
constante (150 rpm) durante 45 minutos. Apds extracao, a mistura foi filtrada através de
papel de filtro (Whatman N ° 4) e, posteriormente, através de filtros de nylon (0,2 um;
Whatman) para analise em UFLC (Shimadzu Corporation, Quioto, Japdo). A separacdo
dos mesmos foi obtida através de uma coluna SphereClone (Phenomenex, Torrance,
California, EUA) de fase inversa Cig (5 um, 250 mm x 4,6 mm i.d.) termostatizada a 35
°C, sendo a eluicdo realizada com é&cido sulfdrico (3,6 mM) com um caudal de 0,8
mL/min, sendo o volume de injecédo de 20 pL.

A detecdo dos acidos organicos foi conseguida recorrendo a um sistema DAD, aplicando
0s comprimentos de onda de 215 nm e 245 nm (para o acido ascorbico). A quantificacdo
dos compostos foi efetuada por comparacdo da area dos seus picos registados, nos
comprimentos de onda referidos anteriormente, com as curvas de calibracdo obtidas a
partir dos padrdes do respetivo composto. Os resultados foram expressos em mg de

composto por 100 g de massa fresca.

3.5.3. Acidos gordos

Os éacidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com detecdo por
ionizacdo de chama (GC-FID), como descrito anteriormente por Pereira et al. (2012).

Ao extrato lipidico obtido previamente por extracdo em Soxhlet, foram adicionados 5 mL
de uma solucéo de metanol/acido sulfurico/tolueno, na proporg¢éo 2:1:1 (v/v/v) e a mistura
permaneceu num banho (Julabo, SW22; Seelbach, Alemanha) a 50 °C (com agitacdo de
160 rpm) durante aproximadamente 12 h. Apos retirar os tubos do banho e, com o intuito
de potenciar a separacdo de fases, foi adicionada agua desionizada (3 mL) na mistura e,

posteriormente, para recuperacdo dos esteres metilicos de acidos gordos (FAME)
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adicionou-se éter dietilico (3 mL), ambos os passos com agitacdo em vortex. Apos
separacdo das fases, transferiu-se o sobrenadante para um vial, no qual se adicionou
previamente sulfato de sddio anidro, a fim de desidratar o sobrenadante. Por ultimo,
filtrou-se 0 mesmo através de filtros de nylon (0,2 um; Whatman; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) para um vial, para posterior analise em GC.

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

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

estes foram expressos em percentagem relativa (%) para cada &cido gordo detetado.

3.5.4. Tocoferois

Os tocoferois foram analisados através de um sistema HPLC acoplado a um detetor de
fluorescéncia (HPLC-FL), segundo um procedimento descrito por Barros et al. (2013Db).
Para realizar o processo de extracdo, a amostra de frutos (500 mg) foi adicionada uma
solugdo de BHT em hexano (10 mg/mL; 100 uL) e uma solugéo de tocol (usado como
padrdo interno - PI) em hexano (50 pg/mL; 400 pL). A amostra foi, de seguida,
homogeneizada com 4 mL de metanol (vortex, 1 minuto) e ainda, com 4 mL de hexano
(vortex, 1 minuto). Apds homogeneizagdo da amostra, adicionou-se uma solucéo aquosa
concentrada de NaCl (2 mL), homogeneizando-se (vortex, 1 min) e centrifugando-se (5
min; 4000g; 10°C). O sobrenadante obtido foi transferido para um vial e re-extraido o
mesmo duas vezes com hexano. Posteriormente, ao extrato obtido, adicionou-se sulfato
de sodio anidro, a fim de desidratar o sobrenadante, que foi levado a secura sob corrente
de azoto. Por fim, redissolveu-se o extrato obtido em n-hexano (2 mL) e filtrou-se atraves

de um filtro nylon (0,2 um; Whatman) para um vial &mbar para posterior analise.
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O sistema HPLC (descrito previamente na sec¢do 3.5.1.) utilizado para a analise dos
compostos, encontrava-se acoplado a um detetor de fluorescéncia (FP-2020; Jasco),
programado para excitacao (hex) a 290 nm e emissdo (Aem) @ 330 nm. A separacdo
cromatografica foi obtida com uma coluna de fase normal Poliamida Il (250 mm x 4,6
mm i.d., 5 um, YMC Waters, Milford, EUA) com uma temperatura de 35 °C. Como fase
movel, usou-se uma mistura de n-hexano e acetato de etilo (70:30, v/v) com um caudal de
1 mL/min, sendo o volume de injecéo de 10 uL.

A identificacdo dos compostos foi realizada através de comparacGes cromatograficas de
compostos padrdo. A quantificacao foi obtida pelo método do padréo interno, com base
em curvas de calibracdo de compostos padrdo. A andlise de dados foi executada com o
software Clarity 2,4 (DataApex) e os resultados foram expressos em mg de composto por

100 g de massa fresca.

3.5.5. Compostos fendlicos

Para analise dos compostos fendlicos (antocianicos e ndo antocidnicos) seguiu-se uma
metodologia previamente descrita pelos autores Bessada et al. (2016) e Gongalves et al.
(2017).

3.5.5.1. Compostos fenolicos ndo antocianicos

Procedimento de extracéo. Foi preparado um extrato a partir do material vegetal seco. A
amostra liofilizada (frutos de R. ulmifolius) (1 g) foi submetida a maceracdo com uma
solucdo de etanol/agua (80:20, v/v; 30 mL) a temperatura ambiente, com agitacdo
constante (150 rpm) durante 1 hora. Posteriormente, foi filtrada através de um papel de
filtro (Whatman No. 4; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e o processo foi repetido,
sendo a amostra re-extraida com 30 mL da mesma solucdo hidroetandlica. Por fim, a
fracdo alcodlica dos extratos obtidos foi evaporada a pressao reduzida (Biichi R-210,
Flawil, Suica) e liofilizados (47 °C, 0.045 bar; FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO,

EUA) para posteriores analises.

Purificacdo da amostra. Para a purificacdo da amostra, 10 mL do extrato (50 mg/mL)
passou através de uma coluna Cis SepPak® (Vac 3 cm®; Phenomenex, California, EUA),
previamente ativada com 5 mL de metanol e, posteriormente com 5 mL de agua (Figura

12). Os agUcares e as substancias mais polares foram removidas com 15 mL de &4gua e 0s
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compostos fenolicos foram eluidos com metanol (15 mL). Os extratos metanolicos foram
concentrados, re-dissolvidos numa solu¢cdo de MeOH/H.O (20:80, v/v, 1 mL) e
seguidamente, filtrados através de discos LC descartaveis de 0,22-um para posterior
analise em HPLC (Rodrigues et al., 2012).

Figura 12 Processo de purificacdo dos compostos fendlicos ndo antocianicos.

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

Para a separacdo dos compostos, utilizou-se uma coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2 de
fase reversa Cig (4,6 x 150 mm, 3 um; Milford, EUA) termostatizada a 35 °C. A fase
movel utilizada foi (A) acido férmico/agua (0,1%) e (B) acetonitrilo. O gradiente de
eluicdo estabelecido foi isocratico: 10% a 15% B até 5 min, 15-20% B até 5 min, 20-25%
B 10 min, 25-35% B 10 min, 35-50% B 10 min e reequilibracdo da coluna por 10 min;
sendo definida uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. O sistema de HPLC descrito
encontrava-se também interligado a um espectrometro de massa (MS).

A detecdo de MS foi feita utilizando uma espectrometro de massa lon Trap Linear LTQ
XL (ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA), equipada com uma fonte ESI (fonte de
ionizacdo electrospray). O gés de arraste utilizado foi azoto (50 psi); o sistema trabalhou
com uma voltagem de spray de 5 kV, a uma temperatura inicial de 325 °C e tenséo capilar
de -20 V. A voltagem do tube lens offset foi mantida a -66 V. Os espetros foram gravados
em modo de ido negativo entre 100 e 1500 m/z. A energia de colisdo utilizada foi de 35
(unidades arbitrarias). Os dados foram recolhidos e analisados utilizando o programa
Xcalibur® (ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA).
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Para a identificacdo dos compostos procedeu-se a comparacao dos dados obtidos (tempos
de retencdo, espectros UV-Vis e espectros de massa) com dados disponiveis na literatura
e, quando disponiveis, com os padrdes. Para analise quantitativa, obtiveram-se as curvas
de calibracdo por injecdo de solucGes-padrdo com concentracdes conhecidas (2,5-100
pg/mL): &cido cafeico (y = 388345x + 406369), acido clorogénico (y = 168823x -
161172), taxifolina (y = 203766x - 208383), quercetina-3-O-glucdsido (y = 34843x -
160173), &cido elagico (y = 26719x - 317255), baseadas nos sinais UV-Vis e utilizando
0 comprimento de onda maximo de absorcdo de cada composto padrdo. Nos casos em
que ndo se verificou disponibilidade de padrdes para 0s respetivos compostos, a
quantificacdo foi feita através de curvas de calibracdo de compostos do mesmo grupo
fendlico. Os resultados foram expressos em mg de composto por g de extrato.

3.5.5.2. Compostos fenolicos antocianicos

Procedimento de extragéo. As amostras liofilizadas dos frutos (1 g) foram sujeitas a uma
maceracao, realizada a temperatura ambiente, com agitacdo magnética, durante 1h, com
uma solugéo de EtOH/H.0 (80/20, v/v, 30 mL) acidificada com TFA (0,5%). De seguida,
foram filtradas através de papel de filtro (Whatman n°4), e o restante residuo re-extraido
com a solucdo de extragéo descrita anteriormente. Com o objetivo de eliminar o etanol, o
filtrado foi evaporado a 35 °C (evaporador rotativo, Biichi R-210, Flawil, Suica) e a fragéo
aquosa liofilizada (-47 °C, 0.045 bar; FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, EUA).
O extrato obtido foi, posteriormente, re-dissolvido numa solugédo de MeOH/H-0 (20:80,
vlv, 1 mL) e seguidamente, filtrados através de discos LC descartaveis de 0,22-um para
posterior analise em HPLC.

Método analitico. As antocianinas foram analisadas usando um sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, Dionex UltiMate 3000 UPLC, Thermo Scientific)
descrita na se¢do 3.5.5.1.. Para a separacdo dos compostos e recorreu-se a uma coluna de
fase reversa AQUA® Cis (5 um, 150 mm x 4,6 mm i.d., Phenomenex) termostatizada a
35 °C. Os solventes usados foram: (A) 0,1% TFA em agua e (B) 100% acetonitrilo. O
gradiente aplicado foi: 10% B até 3 min, 10 a 15% B 12 min, 15% B 5 min, 15 a 18% B
5 min, 18 a 30% B 20 min e 30 a 35% 5 min, a uma taxa de fluxo de 0.5 mL/min. Os
solventes utilizados foram 0,1% acido trifluoroacético (ATF) em &gua (A) e acetonitrilo
(B). A eluicdo em modo gradiente seguiu 0s seguintes parametros: 10% B por 3 min, de
10 a 15% B por 12 min, 15% B por 5 min, de 15 a 18% B por 10 min, de 18 a 30% B por
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20 min, de 30 a 35% B por 5 min e 35 a 10% B por 10 min. O tempo total de analise foi
de 60 minutos, seguido do recondicionamento da coluna durante 10 min, a um caudal de
0,5 mL/min. A detecdo foi realizada com um detetor DAD, utilizando como o
comprimento de onda principal 520 nm, e com espectroscopia de massa ligada em série
através da saida da célula DAD.

A detecdo SM foi realizada em modo positivo utilizando um espectrometro de massa
Linear lon Trap LTQ XL (Thermo Finnigan) equipado com uma fonte ESI. O azoto foi
utilizado como gés de revestimento (50 psi); e o sistema foi operado com uma tenséo de
pulverizacdo de 4,8 kV, uma temperatura da fonte de 320°C e uma tenséao capilar de 14
V. O deslocamento da lente do tubo foi mantido a uma tenséo de 75 V. O varrimento
abrangeu uma amplitude de massa de m/z 100 a 1500. A energia de colisdo utilizada foi
de 20 (unidades arbitrarias). A aquisicdo de dados foi realizada com o sistema de dados
Xcalibur® (Thermo Finnigan).

A caracterizagdo das antocianinas presentes nas amostras foi obtida recorrendo ao seu
espectro UV-Vis e de massa, sendo os seus tempos de retengcdo comparados com padroes,
quando disponiveis. Para analise quantitativa, obtiveram-se as curvas de calibracdo por
injecdo de solugdes-padrdao com concentragdes conhecidas (0,25-50 pg/mL): cianidina-
3-O-glucosido (y = 104478x — 823429; R? = 0,993) e pelargonidina-3-O-glucdsido (y =
50652x — 696848; R? = 0,969). Os resultados foram expressos em mg por g de extrato.

3.6. Avaliacdo das propriedades bioativas dos frutos de Rubus ulmifolius
3.6.1. Analise da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato foi avaliada recorrendo ao método colorimétrico
de microdiluicdo usando o corante cloreto de p-iodonitrotetrazolio (INT), de acordo com
0 procedimento descrito por Pires et al. (2018).

Os microrganismos utilizados foram isolados clinicos obtidos de pacientes hospitalizados
em diferentes departamentos no Centro Hospitalar de Tras-os-Montes e Alto Douro Vila
Real, Norte de Portugal. Para a realizacdo do ensaio, foram utilizadas 5 estirpes de
bactérias Gram-negativos (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Morganella
morganii, Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis), 4 estirpes de bactérias Gram-
positivos (MRSA- methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MSSA- methicillin-
susceptible Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Enterococcus faecalis) e

um fungo (Candida albicans).
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Para a realizacdo do ensaio, inicialmente redissolveu-se o extrato preparado previamente
na seccdo 3.5.5.1 numa solugdo com 5% de DMSO e 95% de meio de cultura), obtendo-
se uma solugcdo mé&e com uma concentracdo de 100 mg/mL. A cada um dos 96 pocos da
microplaca, adicionaram-se 150 pL de meio de cultura MHB (Muller Hinton Broth) a 40
pL de solucdo inicial (solucdo mae). A partir desta, fizeram-se diluicdes sucessivas,
obtendo-se concentragdes de 20 mg/mL a 0,156 mg/mL.

Relativamente a cada estirpe de bactéria, estas prepararam-se recorrendo a leitura da
densidade otica (espetrofotdémetro SHIMADZU UV-120-01) e posterior ajuste para 0,50
nm, pela escala de McFarland, correspondente a 1,5x10® UFC/mL. De seguida,
adicionou-se 10 pL dos mesmos indculos bacterianos a cada pogo e as placas foram
incubadas na estufa (Jouan, Berlim, Alemanha) a uma temperatura de 37 °C, durante 24
horas.

Os resultados foram expressos em valores de CMI (concentragdo minima inibitoria),
definida como sendo a menor concentragdo de extrato para inibir o crescimento
microbiano; também CMB (concentragdo minima bactericida) e CMF (concentragdo
minima fungicida), definida como sendo a menor concentracdo de extrato necessaria para
matar um microrganismo. Ambos os valores sdo expressos em mg/mL.

Também a presenca ou auséncia de turbidez do meio, denuncia a proliferacdo celular ou
auséncia desta, respetivamente. Neste sentido, foi adicionado o composto INT (0,2
mg/mL; 40 uL) a cada po¢o da microplaca, incubando-se a 37 °C por 30 minutos. Este
ensaio (Figura 13) permite analisar a viabilidade celular e, consequentemente, a
potencialidade antimicrobiana do extrato: caso houvesse alteracdo da coloragdo da
solucdo de incolor para cor de rosa, significava que as bactérias se encontravam viaveis
e 0 extrato ndo foi eficaz contra esta; contrariamente, se a solucdo se mantivesse incolor,
o0 extrato foi eficaz e inibiu a proliferacdo celular.

Além das prepara¢des para avaliacdo da atividade, foram ainda preparados 2 controlos, 1
negativo e outro positivo. Como controlo positivo (auséncia de atividade por parte das
bactérias) utilizaram-se antibioticos, sendo que, para bactérias Gram-negativos recorreu-
se a ampicilina (20 mg/mL) e ao imipenem (1 mg/mL), enquanto que, para bactérias
Gram-positivos utilizou-se vancomicina (1 mg/mL) e ampicilina (20 mg/mL); ja como
controlo negativo (presenca de atividade por parte das bactérias) utilizou-se uma solugéo

de meio juntamente com inoculo de bactéria.
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Figura 13. Exemplo representativo da leitura de resultados do teste de INT.

3.6.2. Avaliacéo da citotoxicidade em linhas celulares tumorais

Para a avaliacdo da atividade citotoxica em células tumorais foi usado o extrato
hidroetandlicos obtido na seccdo 3.5.5.1, que posteriormente foi dissolvido em &gua até
obter uma concentracdo de 8 mg/mL. Neste ensaio foi aplicado o método da
sulforodamina B (SRB), descrito por Abreu et al. (2011), a fim de determinar o nivel de
inibicdo do crescimento celular. Para tal, foram utilizadas 4 linhas celulares tumorais:
MCF-7 (carcinoma da mama), NCI-H460 (carcinoma de pulmédo), HelLa
(carcinoma cervical) e HepG2 (carcinoma hepatocelular), obtidas no DSMZ — Leibniz —
Institut DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen.

Todos os procedimentos foram realizados em ambiente asséptico e em camara de fluxo
laminar (TLStar, AV-30/70), a fim de evitar contaminagbes. Foram testadas
concentragdes de 0,125 a 8 mg/mL, através da diluicdo em agua.

As ceélulas foram mantidas em meio RPMI-1640 contendo 10% de Soro Fetal de Bovino
(SFB) inativado pelo calor (MCF-7 e NCI-H460) ou em DMEM suplementado com 10%
SFB, 2 mM glutamina, 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina (células HelLa
e HepG2), numa incubadora com condic@es estabelecidas de 37 °C, ar humidificado e 5%
CO2 (HF 151, Heal Force).

Em primeiro lugar, retirou-se 0 meio de cultura de cada caixa que continha as linhas
celulares e adicionou-se o meio de lavagem (HBSS, 2 mL). Seguidamente, adicionou-se
a enzima proteolitica tripsina (1,5 mL) e colocou-se na incubadora durante 3 minutos,
com o intuito das células descolarem. Ap6s 3 minutos, adicionou-se meio de cultura (3
mL) para inativar a tripsina evitando, desta forma, a destruigdo celular. A suspensdo
celular obtida foi pipetada e transferida para um falcon estéril para centrifugar a 1200
rpm, 5 min, T=10 °C (Centurion K240R, West Sussex, Reino Unido).

72



Rubus ulmifolius Schott: aspetos quimicos, propriedades bioativas e desenvolvimento de um corante natural a
partir dos seus frutos

Seguidamente, rejeitou-se o sobrenadante e suspendeu-se o pellet em 5 mL de meio de
cultura. Desta, retiraram-se 50 pL de suspensdo, a qual se adicionou 50 L de solucéo de
azul tripano, homogeneizando de seguida, para a contagem do nimero de células numa
camara de Neubauer. Neste seguimento, cada linha celular foi plaqueada numa densidade
apropriada (1,0x10* células/poco), de acordo com os calculos efetuados, em placas de 96
pocos. Obtiveram-se 5 dilui¢Ges distintas da amostra (10 pL) em cada pogo, juntamente
com o volume de células referido anteriormente, perfazendo-se o volume de cada po¢o
com meio de cultura. As microplacas foram seladas e guardadas na incubadora durante
24h até ao teste da sulforodamina B (SRB). Ap0s tal periodo de incubacéo, adicionou-se
a cada poco &cido tricloroacético frio (TCA, 10%; 100 pL), incubando-se de seguida
durante 60 min a 4 °C. As microplacas foram lavadas com &gua desionizada e secas. De
seguida, adicionou-se solucdo de SRB (0,1% em 1% acido acético; 100 pL), ficando a
placa a incubar durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, lavou-se a placa
com &cido acético (1%) para remover 0 excesso de SRB e deixou-se secar ao ar. A SRB
foi solubilizada com 200 pL de Tris (10 mM; pH 7,4) num agitador de microplacas (Stat
Fax-2100). A absorvancia foi medida a 540 nm num leitor de microplacas (Instrumentos
Bio-Tek, ELX800, Inc; Winooski, EUA), utilizando-se a elipticina como controlo
positivo. Os resultados foram expressos em valores de Glso (concentragdo de amostra que
inibe 50% de crescimento celular) em unidades de pg/mL.

3.6.3. Avaliacéo da hepatotoxicidade em celulas ndo tumorais

Neste teste foi utilizado figado de porco, obtido num matadouro local, de forma a obter
uma cultura celular ndo tumoral designada por PLP2 (cultura priméria de células de
figado de porco). O tecido de figado foi lavado com solug¢ao Hank’s contendo 100 U/mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina e dividido em explantes de
aproximadamente 1 mm?2. Alguns destes explantes foram colocados em frascos de 25 cm?
contendo meio DMEM suplementado com FBS (10%), aminoacidos ndo essenciais (2
mM), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). Os frascos foram incubados
a 37 °C com atmosfera humidificada e 5% de CO,. O meio foi substituido a cada dois
dias de incubagéo e o crescimento celular foi monitorizado por observagdo com um
microscopio de contraste de fase.

Foram transferidos para microplacas de 96 pocos 190 pL da cultura celular com

densidade adequada (1,0x10* células/pogo), juntamente com 10 pL das diferentes
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diluicdes do extrato, mencionado na sec¢do 3.5.5.1. (400 a 1,5 pg/mL), incubando-se a
37°C por 48 horas. Em seguida, efetuou-se o ensaio SRB anteriormente descrito (secgéo
3.6.2.; Figura 14). A elipticina foi utilizada como controlo positivo e os resultados foram
expressos em Glso (concentragdo de amostra que inibe 50% de crescimento celular em

cultura de células PLP2) em unidades de pg/mL.

Figura 14. Exemplo representativo dos resultados obtidos num ensaio SRB; A — resultado da inibigéo do
crescimento de células tumorais; B — resultado do crescimento de células tumorais.

3.7. Otimizagdo do processo de extracdo para obtengdo de um corante natural
a base de antocianinas, a partir dos frutos de Rubus ulmifolius

O processo industrial de obtencdo de extratos naturais com potencial corante é utilizado
desde ha muitos anos e consiste, principalmente, numa macera¢do com recurso a misturas
de solventes com &gua, seguido de outras etapas. No entanto, este processo convencional,
que tem sido usado em grande escala, apresenta algumas desvantagens, tais como altos
gastos de energia e longos tempos de extracdo (Wang et al., 2013; Wang et al., 2016; Zhu
et al., 2016). Deste modo, de forma a simplificar e reduzir os custos operacionais do
processo de extracdo destes compostos, € conveniente desenvolver um desenho
experimental, por exemplo, recorrendo a metodologia superficie resposta (MSR), com o
intuito de diminuir os tempos do processo de extracdo, diminuir a energia despendida e,
também, reduzir o consumo de solvente (Zhu et al., 2016; Roriz et al., 2017).

No entanto, para a obtencdo de um extrato rico em antocianinas, € essencial considerar
varios fatores que afetam a sua estabilidade, entre os quais, pH, temperatura,
luminosidade, niveis de oxigénio presentes, e solventes utilizados na extragdo
(Rodriguez-Amaya, 2016), além dos inimeros factores que geram discrepancias entre
matrizes naturais (Montesano et al., 2008). Neste contexto, para se alcangar uma maxima
eficiéncia de extracdo, € imprescindivel proceder a uma avaliacdo das condic¢des 6timas

para cada variavel envolvida (Jiménez et al., 2018).
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Com recurso a metodologia MSR € possivel otimizar estes fatores de forma simultanea,
obtendo-se modelos polinomiais que permitem descrever as condigdes ideais que

maximizam os critérios de resposta (Roriz et al., 2017).

3.7.1. Extracao assistida por calor (HAE)

A HAE, tradicionalmente conhecida por maceracdo, € uma extracao sélido/liquido que
consiste em adicionar a amostra um solvente, a uma determinada temperatura e agitacdo
continua (Wang et al., 2016), sendo considerado um método conveniente a escala
industrial, uma vez que consiste numa técnica simples que requer um nimero reduzido
de equipamentos (Roriz et al., 2017; Backes et al., 2018; Lépez et al., 2018).

Esta extracdo foi realizada num banho-maria com termostato (Julabo, SW22; Seelbach,
Alemanha) e, com agitacdo magnética continua, para a qual se utilizou um agitador
magnético Cimarec™, fixando a velocidade de 500 rpm (Thermo Scientific, San José,
CA, EUA). Com a finalidade de minimizar a evaporacdo do solvente, a reacdo foi
realizada num frasco de vidro fechado.

Para efetuar a HAE (Figura 15), a amostra de frutos de R. ulmifolius (1 g) foi colocada
no frasco, juntamente com 20 mL de solvente (etanol, agua ou misturas de etanol/agua,
sempre acidificados com 0,25% de &cido citrico até obtencdo de pH = 3), seguindo as
condigdes de extracdo predefinidas pelo modelo MSR (Tabela 5): tempo (t ou Xz, 20 a
120 min), temperatura (T ou X2, 20 a 90°C) e percentagem de etanol (S ou X3, 0 a 100%).
A relacéo solido-liquido (S/L ou X4) foi mantida a 50 g/L.

&

Acidificagio do Preparagio da amostra Processo de extragao
solvente por HAE

Figura 15. Procedimento de extracéo de antocianinas

3.7.2. Preparacao dos extratos obtidos pelo HAE
Apbs o procedimento de cada extracdo, as amostras foram centrifugadas (6000 rpm;
durante 20 min a 10 °C) e para remocéao dos solidos em suspensdo, foram filtradas através

de papel de filtro (Whatman n° 4). O sobrenadante foi colhido e dividido em duas fragdes:
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uma para analise em HPLC-DAD e a segunda para determinacdo do rendimento da
extracdo. A fragdo separada para anélise em HPLC (2 mL) foi filtrada atraves de filtro de
seringa LC (0,22 pm) e, de seguida injetada; a segunda fracdo, utilizada para
determinacdo do rendimento de extracdo (5 mL) foi submetida a secagem com uma

temperatura de 105 °C durante 48 horas, para posterior pesagem dos sélidos.

3.7.3. Quantificacdo dos compostos antocianicos por HPLC-DAD

Os extratos obtidos no processo de HAE foram analisados utilizando um sistema Dionex
Ultimate 3000 HPLC (Thermo Scientific) tal como descrito na se¢do 3.5.5.1.

As antocianinas presentes nas amostras foram caracterizadas de acordo com 0S seus
espectros UV-Vis e massa e tempos de retencdo em comparacdo com a identificacdo
obtida na se¢do 4.3.. A analise quantitativa compostos antocianicos foi obtida através de
curva de calibracdo com a injecdo de padrbes de concentragdes conhecidas (200-0,25
ug/mL) dos compostos: cianidina-3-O-glucosido (y = 104478 x - 823429; R? = 0,993) e
pelargonidina-3-O-glucosido (y = 50652 x - 696848; R? = 0,9686).

3.7.4. Formato de resposta utilizada para processos analiticos

O rendimento (%) e o teor em antocianinas (A) foram utilizados como respostas. Cinco
compostos antocianicos foram detetados (Figura 16), entre os quais: cianidina-O-di-
hexdsido (A1), cianidina-3-O-glucésido (A2), pelargonidina-3-O-glucésido (A3),
cianidina-3-O-xildsido (A4) e cianidina-3-O-dioxail-glucésido (A5). No entanto, apenas
quatro das antocianinas referidas foram detetadas em teor suficiente para serem incluidos
na analise MSR. Deste modo, como respostas foram incluidos os seus teores individuais
(A2 a A5) e a sua respetiva soma (AT). Os resultados foram expressos em mg de
antocianinas (A) por material extraido (mg A/g E), o qual foi especificamente utilizado
para avaliar a pureza de A nos extratos.
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Figura 16. Cromatograma obtido para identificacdo dos compostos antocianicos

3.7.5. Desenho experimental, modelo de andlise e avaliacéo estatistica

3.7.5.1. Desenho experimental MSR

Foram realizados ensaios baseados na andlise individual das variaveis e aquelas que
causaram efeitos significativos juntamente com os intervalos relevantes, foram
selecionadas (Tabela 5). Os efeitos das trés variaveis definidas foram estudados
utilizando um desenho composto central circunscrito (DCCC), associado a cinco niveis
(Heleno et al., 2016), o qual gerou 28 combinacdes de respostas, realizadas com o intuito

de obter uma maior capacidade preditiva do modelo.

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

VALORES VALORES NATURAIS

CODIFICADOS Xu: t (min) X2 T (°C) X1 S (%)
-1.68 20 20 0

-1 40,3 37,2 20,3

0 70 55 50

+1 99,7 72,8 79,7
+1.68 120 90 100

3.7.5.2. Modelo matematico

Os dados de MSR foram ajustados através do calculo dos minimos quadrados, usando a

equacéo polinomial de segunda ordem com termos de interagédo complexos:
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Equacéo 3. Equagao polinomial de segunda ordem usada no modelo matemético

Para a qual:

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

Xi e Xj - variaveis independentes,

bo - coeficiente constante,

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

bij - coeficiente responsavel por descrever os mecanismos interativos lineares entre 2 variaveis,

bii - coeficiente responsavel pelo efeito quadratico de cada variavel,

biijj - coeficiente responsavel pela descri¢do dos mecanismos interativos quadraticos entre 2 variaveis ,
n - nimero total de variaveis.

Como respostas (Y) foram aplicados o rendimento de extracdo (Rendimento, %), o teor
individual (mg A/g E) de cada antocianina detetada em maior concentragdo (A2 a A5) e
a sua respetiva soma (AT).

3.7.5.3. Procedimento para otimizacdo das variaveis

Com o objetivo de otimizar o0 modelo de previsao e, consequentemente, maximizar o
rendimento da extracdo, recorreu-se a um método simplex, o qual permite resolver
problemas ndo lineares (Vieira et al., 2017). Para evitar variaveis com condicdes fisicas
ndo naturais e irrealistas, foram impostas algumas limitacdes as variaveis codificadas

(nomeadamente t > 0).

3.7.5.4. Analise dose-resposta da relagdo Sélido-Liquido (S/L)

O padrdo da razdo sélido-liquido € um importante parametro a determinar, no sentido de
se alcancar um processo mais produtivo e mais sustentavel. Deste modo, apés a
otimizagdo das condicdes experimentais, previamente definidas como Xi, X2 e Xs,
procede-se ao estudo da razdo soélido-liquido S/L (ou Xa; expressa em g/L). Para a
representacdo do efeito resposta, em funcdo da relacdo solido-liquido, usou-se uma
equacéo linear com ordenada na origem, uma vez que, 0s pontos seguem uma distribuigéo
linear a medida que o S/L aumenta. O valor paramétrico do declive (m) permitiu avaliar

o efeito dose-resposta. Assim, valores positivos indicam um aumento nas respostas de

78



Rubus ulmifolius Schott: aspetos quimicos, propriedades bioativas e desenvolvimento de um corante natural a
partir dos seus frutos

extracdo, enquanto que, valores negativos indicam uma diminuicdo na eficiéncia de

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

3.7.5.5. Métodos numeéricos, andlise estatistica e ilustracdes

graficas

Os procedimentos de ajuste, as estimativas de coeficientes e os calculos estatisticos dos
resultados experimentais foram realizados de acordo com um procedimento
anteriormente descrito por Prieto & Vazquez (2014). De uma forma breve:

a) para a determinacdo dos coeficientes, recorreu-se ao algoritmo ndo linear quasi-
Newton (minimos quadrados), através da macro ‘Solver’ introduzida no Microsoft
Excel (2013), para minimizar as diferencas entre os valores obtidos e os valores
previstos pelo modelo;

b) a significancia dos coeficientes foi avaliada através da macro 'SolverAid', com o intuito
de determinar os seus intervalos (« = 0,05);

c) a consisténcia do modelo foi comprovada através de Vvarios critérios estatisticos
aplicados: i) o F-teste de Fisher (« = 0,05) foi utilizado para avaliar o ajuste do
modelo aos dados observados; ii) a macro 'SolverStat' foi aplicada para determinar
as incertezas na previsdo dos parametros e modelos (Murado & Prieto, 2013); iii) 0

R2 foi interpretado como a proporcéo de dados explicados pelo modelo.

3.8. Preparagdo do extrato rico em antocianinas a partir do fruto de Rubus
ulmifolius

Apbs a otimizacdo do processo de extracdo para a obtencdo de um extrato rico em
antocianinas, realizou-se uma HAE com os frutos de R. ulmifolius, do qual resultou um
extrato corante rico em cianidina-O-di-hexésido, cianidina-3-O-glucésido, cianidina-3-
O-xil6sido, cianidina-3-O-dioxayl-glucosido e pelargonidina-3-O-glucosido.

A amostra foi colocada juntamente com solvente etanol/agua (46:54, v/v) acidificado com
0.25% de &cido citrico (até obtencdo de pH = 3), num frasco de vidro com tampa, na
proporcao de 25 g/L. A extracdo seguiu condicOes estabelecidas de temperatura (57 °C)
e tempo (20 minutos). Ap6s o procedimento descrito, as amostras foram centrifugadas
(Centurion K240R, West Sussex, Reino Unido) a 5000 rpm, durante 5 min a 10 °C e
filtradas através de papel filtro (Whatman n° 4). O sobrenadante foi evaporado num
evaporador rotativo a 35 °C (Biichi R-210, Flawil, Suica) de forma a remover a fragédo
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etanolica. Por fim, a fracdo aquosa obtida foi liofilizada (FreeZone 4.5, Labconco)

obtendo-se um extrato rico em compostos antocianicos.

3.8.1. Avaliacdo do potencial corante do extrato rico em antocianinas do
fruto de Rubus ulmifolius

A avaliacgdo do potencial corante do extrato foi efetuado através da medicao da cor e pela
medi¢do dos compostos corante por cromatogréfica, de forma a corroborar os dados
fornecidos pelo MSR. Assim, a leitura dos parametros da cor foi realizada em trés pontos
distintos, com recurso a um colorimetro (Konica Minolta Sensing Inc; Chroma meter
modelo CR-400, Tokio, Japdo), tal como descrito, anteriormente, na seccdo 3.3.. A
andlise cromatogréfica foi realizada através de um sistema de HPLC-DAD-ESI/MS tal

como descrito na seccdo 3.5.5.2.

3.8.2. Avaliagdo das propriedades bioativas do extrato rico em
antocianinas do fruto de Rubus ulmifolius

3.8.2.1. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato 6timo rico em antocianinas foi avaliada recorrendo
ao método colorimétrico por microdiluicdo, usando o corante INT, de acordo com o
procedimento e estirpes previamente descritas na seccdo 3.6.1.. Os resultados de CMI e

CMB/CMF foram expressos em mg/mL.

3.8.2.2. Atividade citotdxica em linhas celulares tumorais e ndo

tumorais

O extrato 6timo rico em antocianinas foi avaliado ao nivel do seu potencial citotdxico,
aplicando o método da Sulforodamina B, tal como descrito, anteriormente, na sec¢do

3.6.2. € 3.6.3.. Os resultados foram expressos em valores de Glso, pg/mL.

3.9. Incorporagéo do extrato rico em antocianinas do fruto de Rubus ulmifolius
num produto de pastelaria — “donuts”

3.9.1. Preparacéo do produto de pastelaria — “donuts”

Para a realizagdo da incorporacdo do pigmento natural a base de antocianinas, foi
preparado um produto de pastelaria idéntico ao donut. Para a preparagdo dos mesmos foi
seguida a seguinte receita: numa taca foram colocados os ingredientes secos, farinha (160
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g), aclcar (90 g), fermento em pd (3,5 g) e, sequencialmente, foi adicionado leite (175
mL) e 6leo (15 mL) (Figura 17), com agitagdo constante utilizando uma batedeira elétrica

(Bosch, Munich, Alemanha) a 450 W durante 8 minutos, até a mistura ficar cremosa e

homogénea.

Figura 17. Ingredientes utilizados para elaboragéo dos “donut™: 6leo, farinha, leite, aglcar,
fermento, lim&o e corante & base de antocianinas.

A massa obtida foi divida em 2 partes: 1 para controlo (sem adi¢do de extrato) e outra
para incorporacdo do corante. Neste sentido, na segunda porcdo, foi adicionado
lentamente o extrato corante (obtido na seccao 3.8.) (4 g; previamente dissolvido em 15
mL de sumo de limdo) e misturados com a batedeira até se obter uma cor homogénea
(tom rosa/roxo). O sumo de limé&o foi utilizado com o intuito de diminuir o pH da mistura
e consequentemente, aumentar a estabilidade do corante antocianico. O pH foi medido
em ambas as preparacGes previamente a cozedura, com recurso a um aparelho medidor
de pH (Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode Island, EUA).
Para 0 cozimento da massa, utilizou-se uma maquina especifica para “donuts” (Eletronia,
model DF-303) que foi previamente aquecida e barrada com éleo. A mistura foi mantida
na magquina por um tempo aproximado de 3 minutos e colocados a arrefecer. O método
de confecdo dos “donuts” foi selecionado de forma a manter a integridade das
antocianinas, ja que estas sdo moléculas muito suscetiveis a degradacgdo, principalmente,
devido a alteragdes de temperatura e pH.

Posteriormente, os “donuts” foram divididos em 4 lotes distintos (8 “donuts” por lote;
4 para cada tempo de armazenamento (t=0 dias e t=3 dias): i) AM_TO0 — “donut” com
extrato antocianico (t=0 dias); ii) AM_T3 — “donut” com extrato antocianico (t=3 dias);
iii) Controlo_TO —“donut” controlo sem extrato antocianico (t=0 dias); iv) Controlo_T3

— “donut” controlo sem extrato antocianico (t=3 dias). Cada uma destas porc¢des foram
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posteriormente analisadas quanto ao perfil fisico-quimico e nutricional nos diferentes

tempos de armazenamento (0 e 3 dias).

Figura 18. Amostras de donuts com extrato antocianico (cor roxa) e donut controlo

3.9.2. Avaliacdo dos parametros de cor das amostras de “donuts”
durante o tempo de armazenamento

A medicdo de cor foi efetuada no sentido de determinar a estabilidade do corante apds
incorporagdo (Figura 19), de acordo com o procedimento anteriormente descrito na
seccao 3.3.. A leitura foi realizada em 2 tempos distintos de armazenamento (t=0 dias e
t=3 dias).

Figura 19. Medicdo das coordenadas CIE L* a* b* nos donuts

3.9.3. Avaliacéo da composi¢do nutricional e quimica das amostras de
“donuts”

Para avaliacdo do perfil nutricional dos “donuts” confecionados, foram analisados os
teores de humidade, cinzas (AOAC 923.03), gordura (AOAC 920.85), proteinas (AOAC
978.04) e hidratos de carbono, conforme os procedimentos da AOAC (2016) e seguindo
uma metodologia anteriormente descrita na secgdo 3.4..

A composi¢do quimica foi avaliada atraves da anélise dos agucares e &cidos gordos, tal

como descrito anteriormente nas secgdes 3.5.1. e 3.5.3., respetivamente. A quantidade de
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antocianinas nas amostras também foi determinada utilizando o procedimento descrito
em 3.5.5.2..

3.10. Andlise estatistica

Os ensaios descritos foram realizados em triplicado e os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo (SD). Os dados para a avaliacdo dos pardmetros da cor dos frutos
(frescos e desidratados), assim como, para avaliacdo dos parametros de cor dos “donuts”
desenvolvidos, valor nutricional e composicdo quimica, foram analisados através do teste
t-student, com o intuito de determinar as diferencas significativas entre 2 amostras, com
p-value = 0,05 (SPSS v. 23.0; IBM Corp., Armonk, Nova lorque, EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacéo do valor nutricional e dos parametros de cor dos frutos de
Rubus ulmifolius

Os resultados obtidos na anélise nutricional dos frutos de R. ulmifolius, realizada de
acordo com os métodos indicados na seccdo 3.3., estdo presentes na Tabela 6. Os frutos
de R. ulmifolius revelaram uma elevada concentracéo de hidratos de carbono, com valores
de 26,2 £ 0,2 g/100 g de massa fresca (mf), e valores baixo de proteinas (2,4 + 0,1 g/100
g mf), seguido do teor em gordura (1,22 + 0,02 g/100g mf) e cinzas (0,58 + 0,01 g/100 g
mf). Na presente avaliacdo foi, também, evidente a elevada propor¢do de humidade
presente nos frutos com valores de 70 + 2 g/100 g mf. A nivel energético determinou-se
um valor de 125,3 £ 0,1 kcal/100 g mf para estas amostras.

Vaérios estudos foram realizados em outras espécies de amoras, e 0s resultados mostram
algumas diferengas na maioria dos parametros estudados. Num estudo de De Souza et al.
(2014) foram analisados diversos frutos vermelhos, tais como: amora, framboesa
vermelha, morango, cereja e mirtilo e os resultados mostraram valores diferentes
comparativamente com o presente estudo; contudo as maiores e menores concentragoes
foram detetadas nos mesmos pardmetros em ambos 0s estudos. Estes autores
apresentaram resultados para as diferentes amostras de amora (Rubus spp), tendo
demostrado elevada concentracdo em hidratos de carbono, com valores de 10,18 g/100 g
mf, seqguido de proteinas com valores de 1,27 g/100 g mf. As menores concentracdes
foram detetadas nos contetidos de gordura e cinzas, apresentando valores de 0,42 g/100 g
mf e 0,21 g/100 g mf, respetivamente. Por outro lado, as amostras evidenciaram um
conteddo de humidade significativamente maior, com valores de 87,92 g/100 g mf, sendo
que o oposto foi observado no teor de energia (49,57 kcal/100 g mf), que foi
consideravelmente menor em comparacdo aos frutos de R. ulmifolius estudados neste
trabalho. A heterogeneidade observada na composicao nutricional pode ser explicada por
diferentes razdes, nomeadamente pela diferente proveniéncia das amostras e, também,
porque embora ambos tenham estudado o mesmo género, as espécies eram distintas
(Pellegrini et al., 2018).

Os valores das coordenadas tridimensionais CIE (L*a*b*) para a analise dos parametros
de cor nos frutos de R. ulmifolius estdo descritas na Tabela 6. A cor € um parametro muito
importante na industria alimentar, pois o aspeto visual de um produto gera um impacto

inicial sobre o consumidor que, por vezes, é o fator decisivo para a aceita¢do ou ndo do
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mesmao. Os frutos da amora tém uma cor muito intensa que permanece e caracteriza todos
0s produtos que deles derivam, tal como: marmelada, geleia, licores, gelados, entre outros
(Kaume et al., 2012). L* é a coordenada que representa a luminosidade, variando de
branco (100) a preto (0). Os frutos frescos, neste parametro, revelaram valores de 19,7.
Por outro lado, a coordenada a* representa o eixo cromatico de verde (-) a vermelho (+)
e os frutos frescos mostraram um valor de 1,19. A coordenada b*, que representa o0 eixo
cromatico de azul (-) a amarelo (+), exibiu um valor de 1,21 para os frutos frescos. Por
outro lado, a cor também foi medida nos frutos ap6s serem liofilizados e reduzidos a po,
e os resultados apresentaram valores de 18,8, 8,0 e 2,7 para os parametros L*, a* e b*,
respetivamente. A liofilizacdo é um processo que permite obter um produto de alta
qualidade; desta forma, é importante avaliar os seus efeitos, neste caso, no que diz respeito
a mudanca de cor, permitindo um pequeno rastreio dos pigmentos, tais como compostos
antocianicos. De acordo com os resultados, foram evidentes as diferencas nas
coordenadas a* e b*, provando que o processo de liofilizagdo causou diferencgas
estatisticamente significativas nestes parametros de cor (p < 0,05). De outro modo, 0
parametro L* ndo sofreu alteracdes significativas, apos o referido processo de
desidratacdo, mantendo a cor escura caracteristica desta fruta.

O presente estudo ndo pode ser comparado com estudos anteriores, uma vez que estas
analises nao foram realizadas anteriormente na mesma espécie para 0S parametros

considerados.

Tabela 6. Parametros nutricionais e parametro fisico (cor - CIE L*a*b*) dos frutos de R. ulmifolius (média + DP).

Valor nutricional Fruto de R. Cor Frutos Frutos p-value
ulmifolius frescos liofilizados

Humidade (g/100 g mf) 70+2 L* 19,740,2 18,8 +0,8 0,006
Cinzas (g/100 g mf) 0,58 £ 0,01

Proteinas (g/100 g mf) 24+0,1 a* 1,19 £0,05 8,0+0,3 <0,001
Gordura (g/100 g mf) 1,22 £0,02

Hidratos de carbono (g/100 g mf) 26,2+0,2 b* 1,21 £ 0,05 2,7+0,1 <0,001
Energia (Kcal/100 g mf) 1253+0,1

mf: massa fresca. L* - luminosidade; a* eixo cromatico de verde (-) a vermelho (+); b*, eixo cromatico de azul (-) a
amarelo (+). Os resultados sdo expressos em média * desvio padrdo

4.2. Determinacdo da composi¢ao quimica dos frutos de Rubus ulmifolius
Para obter o perfil quimico dos frutos de R. ulmifolius foi analisada a composicéo e o
respetivo teor em agucares livres, acidos organicos, tocoferdis e acidos gordos, de acordo

com os procedimentos descritos na sec¢do 3.5.. Os resultados obtidos estdo presentes na
Tabela 7.
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A anélise no perfil de acUcares detetou a presenca de dois monossacarideos (frutose e
glucose) e um dissacarideo (sacarose), com um teor total em actcares de 16,3 + 0,4 g/100
g mf. A glucose e a frutose foram detetadas em concentragcbes maioritarias (8,1 + 0,1
0/100 g mfe 7,8 £ 0,4 g/100 g mf, respetivamente). Por outro lado, a sacarose evidenciou
um teor muito inferior, apresentando valores de 0,34 £+ 0,02 g/100 g mf.

O perfil em agUcares obtido no presente estudo esta de acordo com um estudo realizado
pelos autores Milivojevi et al. (2011), os quais detetaram moléculas de glucose (6,45
0/100 g mf), frutose (7,61 g/100 g mf) e sacarose (0,3 g/100 g mf) em frutos de Rubus
fruticosus L., com valores idénticos aos encontrados nos frutos de R. ulmifolius.
Também num estudo realizado pelos autores Barros et al. (2010), pretendeu-se analisar
as flores da R. ulmifolius, tendo-se identificado a presenca de glucose (0,382 g/100 g
massa seca (ms)), frutose (0,284 g/100 g ms) e sacarose (0,229 g/100 g ms), bem como
outros agucares, nomeadamente, trealose e rafinose, com teores de 0,72 e 0,10 g/100 g
ms, respetivamente. Considerando que a andlise foi realizada em partes distintas da
planta, as diferencas detetadas eram previstas.

Tendo em consideracdo outros frutos vermelhos silvestres, nomeadamente, as espécies
Fragaria vesca L. e Rubus idaeus L., a composicdo em aclcares demostrou ser bastante
semelhante, uma vez que foram identificadas as mesmas moléculas como maioritarias -
glucose, frutose e sacarose. No caso da espécie F. vesca, a frutose revelou ser o agUcar
predominante (11,68 g/100 g mf), seguida da glucose (6,52 g/100 g mf ) e sacarose (2,74
0/100 g mf). Quanto a espécie R. idaeus, a excecao da sacarose (0,69 g/100 g mf), obteve-
se igualmente quantidades inferiores em aculcares, com teores de 3,83 g/100 g mf em
glucose e 3,5 g/100 g mf em frutose (Milivojevi et al., 2011).

E evidente que no presente estudo foi obtido um teor muito superior em agcares livres,
comparativamente a outras espécies silvestres. As diferencas evidenciadas poderdo estar
relacionadas, ndo sé pelos diferentes métodos de extracdo e procedimentos analiticos
aplicados, mas também pelo facto de serem espécies distintas.

E também, importante salientar que um alto conteido em agUcares, ndo significa, por si
s0, que o sabor final do fruto seja doce, dado que outros compostos interagem no mesmo,
como € o caso dos acidos organicos, que tém um grande impacto na palatabilidade dos
alimentos (Maksimovic et al., 2011).

Deste modo, o perfil de acidos organicos foi igualmente analisado e os resultados

encontram-se descritos na Tabela 7. A andlise evidenciou a presenca de seis &cidos
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organicos distintos, dos quais os acidos oxalico, quinico, malico, chiquimico, ascorbico e
fumérico, apresentando um conteudo total de 238 + 7 mg/100 g mf. De acordo com 0s
resultados obtidos, o acido quinico (119 mg/100 g mf) foi detetado como o composto
maioritario, seguido dos acidos oxalico (71 £ 4 mg/100 g mf), mélico (29 £ 1 mg/100 g
mf), chiquimico (11,13 + 0,05 mg/100 g mf) e ascorbico (6,66 £ 0,01 mg/100 g mf),
enquanto que e o acido fumarico foi detetado apenas em quantidades vestigiais.

O é&cido quinico tem sido identificado em diversas frutas e vegetais, como sendo um dos
principais compostos que contribui para o seu sabor caracteristico (Marrubini et al.,
2015). Neste contexto, diversos estudos foram realizados no sentido de apurar os efeitos
benéficos desta molécula na saide humana. Conti et al. (2013) e Papetti et al. (2013),
determinaram que a mesma possui uma potente acao antioxidante e, sob efeitos sinérgicos
com outras moléculas, nomeadamente os acidos sucinico, oxalico e chiquimico, provou
ter uma atividade inibitdria contra microrganismos responsaveis por infecdes virais na
cavidade oral.

Os autores Milivojevi et al. (2011) realizaram um estudo no sentido de analisar as
diferencas na composicdo quimica entre uma espécies de Rubus cultivada “Thornfree” e
uma espécie de Rubus silvestre (R. fruticosus), e apenas detetaram &cido citrico (0,10
mg/g mf em ambas), compostos ndo encontrado no presente estudo, e o &cido malico
(0,17 e 0,03 mg/g mf, respetivamente).

No que diz respeito ao perfil de &cidos gordos (Tabela 7), a analise permitiu a
identificacdo de vinte e cinco compostos, tendo-se destacado como maioritarios o acido
linoleico (C18:2n6c) com uma percentagem relativa de 52,4 + 0,5 %, seguindo-se 0 acido
a-linolénico (C18:3n3; 18,6 + 0,7 %) e o &cido oleico (C18:1n9c; 18,4 + 0,1 %).

Vaérios estudos tém sido levados a cabo, a fim de determinar os efeitos benéficos destes
compostos na satude humana. Os &cidos linoleico e a-linolénico sdo designados por &cidos
gordos essenciais, uma vez que, nao tendo o organismo capacidade para os sintetizar,
estes tém de ser obtidos através da dieta. Para alem disso, sdo percursores de diversas
substancias com importantes func@es no organismo (Anez-Bustillos et al., 2018).
Quanto ao acido linoleico (6mega 6), este corresponde ao percursor de uma importante
cascata de sintese de outras moléculas importantes, como por exemplo o &cido
araquiddnico, que por sua vez € substrato da cicloxigenase, lipoxigenase e enzimas do

citocromo P450, os quais sdo geradores de eicosandides e mediadores de resolucdo da
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inflamacéo, com indmeras funcgdes fisioldgicas (Anez-Bustillos et al., 2018; Innes &
Calder, 2018; Mori, 2018; Tallima & Ridi, 2018).

Por outro lado, o &cido a-linolénico (6mega 3, ®-3) é o percursor de sintese de outros
acidos gordos 6mega 3 polinsaturados, atraves de uma cascata de reacdo, tais como o
EPA (4cido eicosapentanoico) e o DHA (acido docosahexanoico), considerados como 0s
®-3 com maiores beneficios fisioldgicos a nivel cardiovascular, intervindo no controlo
dos niveis de triglicéridos plasmaticos, arritmias, pressao arterial e formacéo de trombos,
melhorando, desta forma, a funcdo vascular. No geral, os &cidos gordos 0mega 3
encontram-se envolvidos no controlo de peso corporal e prevencdo do desenvolvimento
de inflamagdes cronicas, principalmente, através de efeitos na microbiota intestinal
(Zhang et al., 2018).

Entre os acidos detetados com concentragdes significativas, encontram-se igualmente os
acidos palmitico (C:16) e estearico (C18:0), com percentagens de 5,3 + 0,2 e 2,94 £ 0,03
%, respetivamente. Quanto aos restantes 4&cidos gordos caracterizados, foram
quantificados em concentracgdes inferiores a 1%.

Um estudo realizado por Morales et al. (2013), onde se pretendia identificar potenciais
compostos fitoquimicos em frutos silvestres comestiveis, foi detetado um perfil em acidos
gordos semelhante aos frutos de R. ulmifolius. Os mesmos autores quantificaram,
igualmente, os &cidos linoleico, oleico e o a-linolénico como compostos maioritarios,
com respetivos teores de 48,56, 22,62 e 13,28 %.

Também os autores Fazio et al. (2013) avaliaram a composicdo e propriedades do extrato
metandlico das sementes de 2 espécies de frutos silvestres (R. ulmifolius e Sambucus
nigra L.) e a analise as sementes da espécie R. ulmifolius evidenciou os &cidos linoleico
(15,34 /100 goleo), a-linolénico (4,22 g/100 gsieo) € Oleico (8,33 g/100 gsieo) COMO
maioritarios.

Aléem dos estudos descritos, também os autores Barros et al. (2010) analisaram a
composicdo quimica das flores e dos botbes florais da espécie R. ulmifolius, tendo
caracterizado no total 23 &cidos gordos distintos. Nesta analise, destacaram-se 0s acidos
a-linolénico (38,04 e 39,56 %, respetivamente), linoleico (14,98 e 16,02 %,
respetivamente) e palmitico (12,05 e 11,99 %, respetivamente).

De um modo geral, a analise dos frutos de R. ulmifolius realizada evidenciou uma
percentagem superior em acidos gordos polinsaturados (PUFA — 71,4 £ 0,2 %) em relagéo
aos monoinsaturados (MUFA — 18,8 £ 0,1 %) e aos saturados (SFA — 9,7 £ 0,3 %). Os
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resultados obtidos estdo de acordo com estudos anteriormente realizados, nomeadamente
por Fazio et al. (2013), no qual se detetou uma percentagem superior em PUFA (19,56
%) seguida de SFA (3,47 %), no 6leo das sementes destes frutos; e também por Barros et
al. (2010), com uma percentagem de 53,56 % de PUFA e 42,99 % de SFA, numa analise
realizada as flores da mesma espécie.

Um dos fatores que se considera relevante na avaliacdo da qualidade de um alimento é o
valor da relacdo PUFA/SFA, sendo que esta deve apresentar valores superiores a 0,45
(Ospina-E et al., 2012; Morales et al., 2013; Rincon-Cervera et al., 2019) para que haja
um equilibrio das concentracdes de colesterol no plasma, com a consequente prevencéo
de doencas cardiovasculares (Rincén-Cervera et al., 2019). No presente estudo, a analise
realizada a estes frutos determinou um valor de 7,40, evidenciando uma boa qualidade
nutricional do fruto.

A anélise realizada ao perfil de tocoferois, estd patente na Tabela 7. Nas amostras
analisadas, foram detetadas todas as isoformas, designadamente a-, B-, y- e -tocoferol,
com um teor total de 5,1 £ 0,1 mg/100 g mf. O y-tocoferol foi quantificado como a
isoforma maioritaria (2,80 = 0,04 mg/100 g mf), seguida de a- e 3-tocoferol com teores
semelhantes entre eles (1,15 + 0,04 e 1,13 + 0,04 mg/100 g mf, respetivamente). O -
tocoferol foi detetado numa concentragédo reduzida, apresentando um valor de 0,020 +
0,002 mg/100 g mf.

Vérios estudos realizados tém associado o y-tocoferol a uma acdo inibitoria no
desenvolvimento de trombose arterial, no processo de oxidacdo de LDL, assim como, na
geracdo do radical superdxido e peroxidacao lipidica. Nao obstante, foi também descrito
que, um consumo regular de alimentos com teor elevado desta isoforma, diminui o risco
de enfarte do miocardio e morte por doenca isquémica cardiaca (Nadeem et al., 2012).
Apesar de todas as isoformas estarem presentes no fruto em estudo, € atribuida uma
importancia fundamental ao a-tocoferol. Segundo os autores Campbell et al. (2003), o
efeito antioxidante associado aos tocoferois € devido principalmente a acdo do o-
tocoferol, sendo a principal isoforma de vitamina E presente em suplementos. No presente
estudo, este composto foi detetado como o segundo maioritario nos frutos de R.
ulmifolius.

Os resultados obtidos estdo de acordo com um trabalho realizado por Morales et al.
(2013), no qual se detetou um teor total de tocoferdis de 13,48 mg/100 g mf nos frutos

silvestres da mesma espécie em estudo, com teores semelhantes para y-tocoferol (3,73
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mg/100 g mf), &-tocoferol (3,69 mg/100 g mf) e a-tocoferol (3,38 mg/100 g mf), e em
concentracgdes inferiores para p-tocoferol (0,24 mg/100 g mf).

Ja num estudo realizado por Fazio et al. (2013), no qual foi estudado o 6leo de sementes
dos frutos de R. ulmifolius, determinou-se um teor total de 43,71 ug/gsieo em tocoferois,
destacando-se a isoforma y-tocoferol com valores de 43,35 pg/goleo, € @ isoforma a-
tocoferol em concentracéo significativamente inferior (0,36 1g/gsieo). Ja as isoformas -
e 6-tocoferol ndo foram detetadas.

Também nos botdes florais e flores desta espécie foram detetadas todas as isoformas (-,
B-, y- e 6-) de tocoferol, com um teor total de 12,28 e 9,86 mg/100 g ms (massa seca),
respetivamente (Barros et al., 2010), sendo a molécula maioritéria o a-tocoferol (5,97 e
5,84 mg/100 g ms, respetivamente). As diferencas encontradas nos estudos descritos
poderdo estar relacionadas com a parte da planta analisada e as diferentes espécies
mencionadas.

Tabela 7. Composicao quimica (agucares, &cidos organicos, tocoferois e &cidos gordos) dos frutos de R. ulmifolius
(média £+ DP).

Acucares (/100 g mf) Acidos gordos (%)

Frutose 78104 C11:0 0,073 £ 0,001 C21:0 0,023 £ 0,002
Glucose 8,1+0,1 C12:0 0,10 +0,01 C20:4n6 0,086 + 0,001
Sacarose 0,34 + 0,02 C13:0 0,026 + 0,001 C20:3n3 0,026 + 0,001
Total 16,3+0,4 C14:0 0,09 + 0,01 C22:0 0,33+0,02
Acidos organicos (mg/100 g mf) C15:0 0,037 £ 0,001 C20:5n3 0,015 + 0,001
Acido oxalico 71+4 C16:0 53+0,2 C22:2 0,029 + 0,002
Acido quinico 119+ 10 Cl6:1 0,057 £ 0,001 C24:0 0,09 + 0,01
Acido mélico 29+1 C17:.0 0,15+ 0,01 SFA 9,7+0,3
Acido chiquimico 11,33 £ 0,05 C17:1 0,075 £ 0,004 MUFA 18,8 +0,1
Acido ascorbico 6,66 + 0,01 C18:0 2,94+ 0,03 PUFA 71,4+0,2
Acido fumérico tr C18:1n9c 18,4+0,1 PUFA/SFA  7,4%02
Total 238+ 7 C18:2n6t 0,110 £ 0,001

Tocoferois (mg/100 g mf) C18:2n6c¢ 52,4 +0,5

a-tocoferol 1,15+ 0,04 C18:3n6 0,069 + 0,001

[3-tocoferol 0,020 + 0,002 C18:3n3 18,6 £ 0,7

y-tocoferol 2,80 +0,04 C20:0 0,63 +£0,03

d-tocoferol 1,13 £0,04 C20:1 0,27 £0,01

Total 51+0,1 C20:2 0,038 + 0,001

tr- quantidades vestigiais; mf- massa fresca; SFA- &cidos gordos saturados; MUFA- &cidos gordos monoinsaturados;
PUFA- acidos gordos polinsaturados. Acido undecandico (C11:0); Acido dodecandico (C12:0); Acido tridecan6ico
(C13:0); Acido miristico (C14:0); Acido Pentadecandico (C15:0); Acido palmitico (C16:0); Acido palmitoleico
(C16:1); Acido heptadecandico (C17:0); Acido heptadecendico (C17:1); Acido esteérico (C18:0); Acido oleico
(C18:1n9c); Acido linoleico (C18:2n6c-t); Acido o-linolénico (C18:3n3); Acido linoleico (C18:3n6c); Acido
araquidico (C20:0); Acido Gadoleico (C20:1); Acido cis-11,14-Eicosadiendico (C20:2); Acido cis-11,14,17-
eicosatriendico (C20:3n3); Acido Araquidénico (C20:4n6); Acido eicosapentanoico (20:5n3); Acido heneicosanoico
(C21:0); Acido beénico (C22:0); Acido docosadienoico (C22:2); Acido lignocérico (C24:0). Os resultados estdo
apresentados em média + desvio padréo.

4.3. Determinacdo da composicao fenodlica dos frutos de Rubus ulmifolius

Os resultados relativos ao perfil de compostos fendlicos, ndo antocianicos e antocianicos,

dos extratos hidroetanélicos dos frutos de R. ulmifolius foi determinado e os resultados
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encontram-se descritos na Tabela 8. A identificacdo destes compostos foi obtida de
acordo com os tempos de retencdo (Tr), o espetro UV-Vis e os padrdes de fragmentagéo
de massa.

A andlise realizada, revelou a presenca de onze compostos nao antocianicos (4 acidos
fenolicos, 2 dihidroflavonois, 3 flavonois, 1 flavonona e 1 elagitanino) e cinco compostos
antocianicos (derivados glicosilados de cianidina e pelargonidina) (Figura 20).

Entre os compostos fenolicos ndo antocianicos, identificaram-se os picos numerados por
1, 2, 7 e 8 como acidos fendlicos. O pico 1 ([M-H] a m/z 341) apresenta um fragmento
MS?am/z 179 ([4cido cafeico-H]") apresentando uma perda de um residuo hexosilo (-162
u), sendo que por tentativa, se identificou como um hexoside de acido cafeico. Ja o pico
2 ([M-H] a m/z 353) revelou carateristicas de um &cido cafeoilquinico e considerando o
padrdo de fragmentacdo descrito pelos autores Clifford et al. (2005), foi identificado
como acido 4-O-cafeoilquinico. Os compostos 7 ([M-H]  a m/z 433) e 8 ([M-H] a m/z
477), que apresentam ambos espectro UV-Vis semelhante ao &cido eldgico e fragmentos
MS? a m/z 301 ([acido elagico-H]), resultado da perda de um pentosilo (-132 u) e um
glucuronilo respetivamente, tendo sido tentativamente identificados como um pentosido
de &cido elagico e glucurdnido de acido elagico, respetivamente.

O composto 6 ([M-H]" a m/z 1567) foi detetado como o Unico tanino hidrossoltvel nos
frutos de R. ulmifolius, foi identificado como sanguiin H-10, com base nos padrfes de
fragmentacdo anteriormente descritos pelos autores, num estudo realizado em botbes
florais e flores abertas da mesma espécie (Martins et al., 2014).

Os compostos numerados de 3-5 e 9-11 foram identificados como glicésidos de
flavondide ndo antocianicos. Os picos 3 e 9, que apresentam 0 mesmo ido
pseudomolecular ([M-H] a m/z 465), foram identificados como derivados de taxifolina,
apresentando um fragmento MS? a m/z 303 (taxifolina; [M-H-162] perda de um residuo
hexosilo). Com base nos dados descritos, os compostos foram identificados como
isdmeros de taxifolina-O-hexosido. No mesmo sentido, os picos 4 ([M-H] am/z 449) e 5
([M-H]" a m/z 609) foram identificados como eriodictiol-O-hexosido e Kaempferol -O-
di-hexosido, respetivamente. Os compostos 10 ([M-H] a m/z 607) e 11 ([M-H] a m/z
591) foram identificados como quercetina-HMG-glucésido e quercetina-HMG-
ramnosido, respetivamente; de acordo com dados descritos em amostras de Rubus sp.
(McDougall et al., 2011; Tavares et al., 2012).
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Ainda em relacdo aos compostos ndo antocianicos, como compostos maioritarios
detetaram-se o0 pentdsido de &cido elagico (13,2 + 0,4 mg/g de extrato), seguido do
glucuronido de acido elégico (10,7 + 0,1 mg/g de extrato) e por fim, 0 composto sanguiin
H-10 (9,6 + 0,1 mg/g de extrato).

Além dos derivados de acido elagico foram também detetados, em quantidades
moderadas, derivados do acido cafeico (pico 1 e 2) e glicésidos de flavonoide ndo
antocianicos (picos 3, 4, 5, 9, 10 e 11) no extrato dos frutos de R. ulmifolius, com uma
percentagem de aproximadamente 10-20%, relativamente a composicdo total de
compostos fendlicos.

O perfil de compostos fendlicos dos frutos de R. ulmifolius, foram anteriormente
caracterizados por Ruiz-Rodriguez et al. (2014), numa amostra proveniente de Espanha.
No entanto, o resultado obtido por estes autores evidenciou um perfil fendlico totalmente
distinto do obtido no presente estudo, facto este que pode ser explicado pela distinta
proveniéncia geografica das amostras e pelas diferentes condi¢des de extragdo aplicadas,
nomeadamente pelo solvente utilizado.

Relativamente aos compostos antocianicos, os picos 13 (cianidina-3-O-glucosido) e 14
(pelargonidina-3-O-glucosido) foram identificados positivamente com padrbes
comerciais. O composto 12 ([M+H]" a m/z 611) apresentou um padrdo de fragmentacédo
de MS? a m/z 287 (cianidina; [M-H-162-162]", perda de 2 porgdes hexosilo) sendo
identificado como cianidina-O-di-hexdsido. O pico 15 ([M+H]" a m/z 419) e o pico 16
([M+H]" a m/z 593) foram caracterizados como cianidina-3-O-xylosido e cianidina-3-O-
dioxayl-glucosido, respetivamente. Tal identificagdo foi obtida com base numa
caracterizacdo realizada pelos autores Tavares et al. (2012), em amostras de amoras
pretas.

De um modo geral, o perfil de compostos fendlicos dos frutos de R. ulmifolius evidenciou
uma composi¢do maioritaria em compostos antocianicos (23,8 £ 0,1 mg/g extrato), com
uma percentagem de 35% relativamente & totalidade de compostos fendlicos
identificados, incluindo diversos glicosidos de cianidina e um glicosido de pelargonidina;
sendo a cianidina-3-O-glucosido (14,7 = 0,04 mg/g de extrato) identificada como o
composto antocianico maioritario. A antocianina referida, foi também, anteriormente
quantificada como maioritaria nos frutos da mesma espécie por Ruiz-Rodriguez et al.

(2014). No entanto, nenhum dos outros compostos antocianicos identificados no presente
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estudo foi anteriormente descrito, facto que pode ser explicado pela diferente

proveniéncia da espécie, assim como pelos distintos métodos de extracdo aplicados.
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Tabela 8. Tempo de retencdo (Tr), comprimento de onda de maxima absorcéo na regido do visivel (Amax), dados dos espetros de massa, tentativa de identificagdo e quantificacao
dos compostos ndo antocianicos e antocianicos dos frutos de R. ulmifolius (média + DP).

Pico T.r hmax Tentativa de identificacdo [M-H] Fragmento. . Quantificagdo
(min) (nm) ESI- MS" [intensidade (%)] (mg/g extrato)
1 5,58 320 Acido cafeico hexdsido 341 MS? [341]: 179(100) 1,6+0,1
2 6,72 324 4-0-CQA 353 MS? [353]: 191(12),179(51),173(100),155(8),135(5) 3,1+0,1
3 7,97 - Taxifolina-O-hexosido isomero 1 465 MS? [465]: 303(100) 23+0,1
4 9,62 - Eriodictiol-O-hexésido 449 MS? [449]: 287(100) 0,94 +0,02
5 11,05 343 Kaempferol -O-di-hexosido 609 MS? [609]: 285(100) 1,18 + 0,02
6 14,48 285 Sanguiin H-10 1567 MS? [1567]:
1265(11),1235(23),1103(5),935(7),783(12),633(48),301(41) 96+0,1
7 17,66 360 Acido elagico pentésido 433 MS? [433]: 301(100) 13,2 +0,4
8 18,20 361 Acido elagico glucurénido 477 MS? [477]: 301(100) 10,7 +0,1
9 18,95 278,328  Taxifolina-O-hexdsido isomero 2 465 MS? [465]: 303(100) 1,60 + 0,02
10 20,84 355 Quercetina-HMG-glucdsido 607 MS? [607]: 463(53), 301(100) 2,1+0,1
11 23,68 355 Quercetina-HMG-ramnoésido 591 MS2 [591]: 447(47), 301(100) 1,55 + 0,02
AFT 28,7+0,7
FTNA 9,68+0,03
ET 96+0,1
CFTNA 47908
Amax e
Pico (r;]rll;]) (o) Tentativa de identificag¢do [M+H]* EgaI?T/IeSn'}(Eintensidade (%)] (in]galgtg:gfg;(;
12 27,61 517 Cianidina-O-di-hexésido 611 287(100) 2,14 £0,02
13 29,02 516 Cianidina-3-O-glucésido 449 287(100) 14,69 £ 0,04
14 31,08 502 Pelargonidina-3-O-glucéside 433 271(100) 2,234 + 0,003
15 32,05 518 Cianidina-3-O-xildsido 419 287(100) 2,62 £0,02
16 32,52 519 Cianidina-3-O-dioxail-glucosido 593 287(100) 2,04 £0,03
CAT 23,701

AFT- acidos fendlicos totais; FTNA — flavonoides totais ndo antocianicos; ET- elagitaninos totais; CFTNA — compostos fendlicos totais ndo-antocianicos; CAT —
compostos antocinicos totais
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Figura 20. Cromatograma dos compostos fenélicos encontrados nos frutos de R. ulmifolius obtidos a 280 (A) e 520

(B) nm. Os numeros dos picos identificados, correspondem aos identificados na Tabela 8.

4.4. Avaliagéo do potencial bioativo de frutos de Rubus ulmifolius
4.4.1. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos frutos R. ulmifolius foi realizada num extrato
hidroetandlico descrito na sec¢do 3.5.5.1., e 0s resultados estdo descritos na Tabela 9. Os
resultados obtidos neste estudo evidenciaram uma atividade antimicrobiana em diversas
estirpes, sendo que, no geral, os valores de CMI se encontram entre 5 e > 20 mg/mL.

Entre todas as bactérias testadas, a amostra dos frutos apresentou um efeito bacteriostatico
contra todas as estirpes, com exce¢cdo da Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa, ambas bactérias Gram-negativos, dado ser necessaria uma concentragdo
acima de 20 mg/mL para se obter um efeito de inibig&o de crescimento contra as mesmas.
Para as restantes bactérias Gram-negativos, o maior efeito foi obtido para Morganella
morganii (CMI =5 mg/mL) e Escherichia coli (CMI =5 mg/mL), seguida de Proteus

mirabilis (CMI = 10 mg/mL), sendo que a primeira estirpe provou ser mais suscetivel ao
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extrato do que a amplicilina, usada como controlo positivo. No que concerne as bactérias
Gram-positivos, 0s extratos avaliados apresentaram igualmente uma atividade
bacteriostatica contra todas as estirpes, sendo que as estirpes Enterococcus faecalis,
Listeria monocytogenes e MSSA foram as mais suscetiveis ao seu efeito (CMI = 5
mg/mL), seguida da MRSA (CMI = 10 mg/mL).

A atividade antimicrobiana de extratos hidrometanolicos de botdes florais e flores de R.
ulmifolius foi também estudada pelos autores Gomes et al. (2018), contra varias estirpes
de Staphylococcus aureus. A analise evidenciou um efeito moderado, o que significa que
houve um efeito bacteriostatico. No entanto, um estudo realizado por Hajaji et al. (2017),
que pretendeu avaliar as bioatividades de extratos metanolicos de R. ulmifolius
proveniente da Tunisia, recorreu ao ensaio de difusdo e ndo obteve resultados
significativos contra a estirpe S. aureus.

Os resultados obtidos no presente estudo provaram ser bastante promissores, ja que 0s
extratos exibiram uma atividade efetiva contra microrganismos isolados de um centro
hospitalar, que estdo associados a um largo espectro de resisténcia. Tal eficiéncia pode
ser explicada pela composicao fendlica presente no extrato.

Esta correlacdo foi comprovada pelos autores Kemperman et al. (2010), que descrevem
que 0s mecanismos associados a atividade antimicrobiana por parte dos compostos
fendlicos, estardo relacionados com interagdes composto-membrana, inibicdo do DNA
girase (ou topoisomerase) e efeito quelante sobre metais.

Relativamente ao fungo testado, Candida albicans, o extrato exibiu, da mesma forma, um
efeito fungistatico (CMI = 5 mg/mL). Uma atividade eficiente contra C. albicans foi
também descrito pelos autores Panizzi et al. (2002), os quais avaliaram a atividade
antimicrobiana de extratos de R. ulmifolius (folhas, ramos e sumidades floridas),
provenientes de Italia. Nesse estudo, diversos extratos foram preparados com recurso a
solventes de diferentes polaridades, no qual o metanol surgiu como o solvente mais
efetivo e a &gua como o menos efetivo.

De um modo geral, o presente estudo, nos frutos de R. ulmifolius, ndo mostrou efeitos
bactericida e fungicida significativos, de modo a ocorrer uma eliminagdo efetiva dos
microrganismos (CMB e CMF > 20), tendo, no entanto, demonstrado um potencial efeito
bacteriostatico e fungistatico na maioria das estirpes testadas.

Um estudo anteriormente realizado por Hajaji et al. (2017), o qual pretendeu avaliar

diversas bioatividades de um extrato metanolico dos frutos de R. ulmifolius (Tunisia),
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concluiu que estes exerciam um potente efeito bacteriostatico/fungistatico
nomeadamente, contra as estirpes Escherichia coli ATCC 8739 e Candida albicans,
segundo o ensaio da difusdo em agar. E ainda, através do ensaio de microdiluicdo em
placa, os autores obtiveram valores de CMI e CMB semelhantes ao presente estudo,
nomeadamente, contra E. coli ATCC 8739 (CMI = 4,03 mg/mL; CMB = 8,92 mg/mL).
Resultados positivos foram igualmente obtidos para S. aureus (CMI = 3,22 mg/mL; CMB
=7,17 mg/mL) e C. albicans (CMI = 3,17 mg/mL; CMB = 7,25 mg/mL).

A heterogeneidade observada nos estudos descritos pode ser justificada, em parte, pela
localizagdo geografica distinta das amostras que, devido a diferentes condi¢bes
ambientais, nomeadamente, o clima e tipo de solo, incitam a uma composi¢ao quimica
distinta. Para além do fator geogréfico, também os solventes de extracdo e métodos
aplicados para cada ensaio, tém igualmente um grande impacto na composicao quimica
do extrato e, consequentemente, nas bioatividades demonstradas (Dai et al., 2009; Hajaji
etal., 2017).

Tabela 9. Resultados da avaliagdo da atividade antimicrobiana (valores de CMI e CMB; mg/mL) de
extratos hidroetandlicos dos frutos de R. ulmifolius.

Amostra Controlos
Extrato dos
frutos de R. Ampicilina Imipenem Vancomicina Fluconazol
ulmifolius
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMF

Bactérias Gram-negativos

Escherichia coli 5 >20 <0,15 <0,15 <0,0078 <0,0078 n.t n.t. n.t n.t
Klebsiella

pneumoniae >20 >20 10 20 <0,0078 <0,0078 n.t. n.t. n.t. n.t
Morganella

morganii 5 >20 20 >20 <0,0078 <0,0078 n.t n.t. n.t n.t.
Proteus

mirabilis 10 >20 <0,15 <0,15 <0,0078 <0,0078 n.t n.t. n.t n.t
Pseudomonas

aeruginosa >20 >20 >20 >20 0,5 1 n.t n.t. n.t n.t.
Bactérias Gram-positivos

Enterococcus

faecalis 5 >20 <0,15 <0,15 n.t. n.t. <0,0078 <0,0078 n.t. n.t
Listeria

monocytogenes 5 >20 <0,15 <0,15 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
MRSA 10 >20 <0,15 <0,15 n.t. n.t. <0,0078 <0,0078 n.t. n.t.
MSSA 5 >20 <0,15 <0,15 n.t. n.t. 0,25 0,5 nt nt
Fungos CMI CMF

Candida

albicans 5 >20 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t n.t. 0.06 0.06

n.t. — ndo testada; MRSA- Staphylococcus aureus resistente a meticillina; MSSA- Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina; CMI- concentragdo minima inibitdria; CMB/CMF - concentragdo minima bactericida/fungicida.
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4.4.2. Atividade citotéxica

Na avaliacdo da citotoxicidade dos extratos hidroetandlicos (obtidos a partir do processo
descrito na seccdo 3.5.5.1) dos frutos de R. ulmifolius foi evidente a auséncia de
capacidade antiproliferativa em todas as linhas celulares estudadas (Glso > 400 pg/mL).
Contudo, os valores obtidos para os ensaios de hepatotoxicidade (realizado numa cultura
celular primaria ndo-tumoral - PLP2) foram satisfatorios, revelando auséncia de

toxicidade do extrato (Glso > 400 pg/mL).

4.5. Otimizacdo do processo de extracdo de um corante natural a base de
antocianinas obtido a partir dos frutos de Rubus ulmifolius aplicando uma
MSR

Apesar da existéncia de estudos que relatam a extracdo de antocianinas de matrizes
naturais (Mane et al., 2015; Backes et al., 2018; Blackhall et al., 2018; Ldpez et al., 2018),
sdo inexistentes os estudos que descrevem a extracdo destes compostos a partir de frutos
de R. ulmifolius, ndo havendo, desta forma, informac&o disponivel a cerca das condicoes
Otimas que maximizem a extracdo a partir destes frutos. Para além disso, a grande
diversidade e distinta concentracdo de antocianinas presente nas diversas matrizes
naturais, ndo permite uma extrapolacéo direta das condi¢bes 6timas de extracdo destes
pigmentos de matrizes previamente estudadas (Pinela et al., 2019).

Desta forma, o primeiro passo para otimizar a um processo de extracdo (e.g. HAE) e,
portanto, obter uma extracao eficiente de antocianinas dos frutos de R. ulmifolius, consiste
na aplicacdo de uma metodologia de superficie de resposta.

MSR é num método que permite ao investigador compreender os padrdes de multiplas
variaveis e as possiveis interacdes complexas que poderdo decorrer sobre as respostas que
pretendem ser avaliadas (Bezerra et al., 2008). Permite, também, obter facilmente as
condicOes ideais para maximizar ou minimizar tais respostas. Para este objetivo, estio
descritos varios modelos experimentais, sendo que cada um apresenta vantagens e
desvantagens; no entanto, de forma geral, a aplicacdo deste permite minimizar
significativamente o nimero de ensaios necessarios a realizar. Neste sentido, o desenho
experimental DCCC (desenho composto central circunscrito) associado a 5 niveis por
fator, tem sido amplamente aplicado em varios estudos de MSR, com o objetivo de
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otimizar varios méetodos de processamento de alimentos (Pinela et al., 2016; Oludemi et
al., 2018).

Com a finalidade de obter uma otimizacdo das condigcOes de extracdo de antocianinas,
aplicou-se um desenho experimental DCCC associado a 5 niveis para as 3 variaveis
independentes, segundo as seguintes variaveis e respetivos intervalos: t (20-120 min), T
(20-90 °C) e S (0-100%). Uma descricdo detalhada dos valores naturais codificados das
variaveis selecionadas para o desenho experimental de DCCC encontra-se na Tabela 5
(secdo 3.7.5.1.). Por sua vez, a Figura 21 esquematiza, de uma forma breve, os diferentes

passos aplicados no processo de otimizacdo da extracdo de compostos antocianicos.

100



Rubus ulmifolius Schott: aspetos quimicos, propriedades bioativas e desenvolvimento de um corante natural a
partir dos seus frutos

PREPARAGAO DO MATERIAL DE PLANTA

O material seco de Rubus ulmifolius
foi liofilizado, peneirado (2-5 mm),

e armazenado no escuro até
posterior analise.

Extragio Assistida por Calor (HAE)

Seleg#o preliminar a) Efeitode T
de variaveis relevantes b) Efeito de S/L
e intervalos c) Efeito de ¢
i d) Efeito de S

e m—— METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA  -=.=.=.-. -
I .
. (
: EXTRAGAO i
i \ condigGes e intervalos na Tabela 5 :
1 ~

i CENTRIFUGAGAO !
. (
! ‘ | SOBRENADANTE i
i .
i RESDUO +—— FILTRAGAO :
: l - Papel de filtro (
. (
! (
! reijeitar 1
Jm i m i mimimrmcmrm—rm—————— RESPOSTAS = = = =-='=r=r=r=rmmimr=:d

EXTRATO HPLC
OBTIDO QUANTIFICACAO
Rendimento (%) mg A/g E

\ 4

Condigoes variaveis 6timas

v

ANALISE DE
DOSE-RESPOSTA
DO S/L EFEITO

Figura 21. Diagrama representativo das etapas realizadas no decorrer da otimizacéo das condi¢des que maximizam
as respostas de extracdo (mg A/g E dw) de antocianinas e o residuo total extraido (Rendimento, %)
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45.1. Andlise MSR, verificacdo estatistica e efeito das variaveis de
extracao na resposta

Os resultados da resposta utilizados para otimizar a extragdo das antocianinas foram o
conteddo em antocianinas (conteddo individual e total) e o rendimento de extracdo, de
acordo com o modelo experimental DCCC (Tabela 5, se¢do 3.7.5.1.) e os resultados
podem ser consultados na Tabela 10. O rendimento de extracdo obtido varia de 40,44 a
74,03 %. De acordo com o descrito anteriormente, 0 composto antocianico A2 (cianidina-
3-O-glucosido) predomina em relacéo as restantes moléculas (A3 a A5), apresentando
concentracdes de 2,91 a 24,06 mg A/g E. Relativamente aos restantes compostos, 0s
niveis alteram conforme: A3 (pelargonidina-3-O-glucésido; de 1,03 a 3,09 mg/g E), A4
(cianidina-3-O-xildsido; de 1,15 a 6,45 mg/g E) e A5 (cianidina-3-O-dioxail-glucésido;
de 0,56 a 2,16 mg/g E). De um modo geral, o valor total do contetido de antocianinas
(AT) varia de 5,87 a 35,55 mg/g E (Tabela 10).

Os diferentes critérios de resposta utilizados séo de extrema conveniéncia para 0s sectores
industriais, os quais lidam com a extracdo de compostos de alto potencial, a partir de
materiais vegetais, com o intuito de serem aplicados como corantes naturais; ou ainda,
outros ingredientes baseados num conceito bioldgico, fornecendo informaces a cerca da
quantidade de material vegetal necessario para obter uma determinada quantidade de
compostos alvo e a respetiva concentracdo presente nos extratos obtidos.

Os valores paramétricos do modelo polinomial de segunda ordem (Equacéo 3), obtido
apos ajuste dos valores de resposta de extracdo e as correspondentes informacdes
estatisticas (a¢ = 0,05) encontram-se descritas na Tabela 11 (partes A e B). O
procedimento de ajuste a Equacdo 3, aplicado as respostas experimentais foi realizado
através de uma equacdo polinominal de segunda ordem, sendo que os valores nédo
significativos (ns) foram excluidos.

Uma vez que os modelos sdo validados por andlise estatistica (Tabela 11, partes A e B),
é possivel determinar os valores 6timos das varidveis para maximizar as respostas
individualmente e globalmente, com a finalidade de determinar quais as condicdes de
extracdo mais eficientes. Na Tabela 11 (parte C) encontram-se tambeém descritos os
valores de resposta 6tima individual e global para a técnica HAE, assim como, as

correspondentes condicOes para as respostas avaliadas.
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Embora os valores paramétricos sejam Uteis para descrever as respostas e proporcionar
uma maior compreensdo dos padrBes de resposta, os graficos de superficie 3D surgem
como uma melhor estratégia para representar os efeitos de qualquer variavel independente
numa determinada resposta, variando duas variaveis no intervalo experimental em estudo
e mantendo a outra variavel no seu nivel fixo.

Neste sentido, a parte A da figura 22 e da figura 23, representam os graficos 3D de
superficie de resposta, os quais descrevem a influéncia dos efeitos estudados para os
parametros de HAE durante o processo de extracdo. Os graficos permitem visualizar a
influéncia e interacdo entre as variaveis. A analise visual dos graficos de superficie 3D
encontra-se em concordancia com os valores paramétricos obtidos na analise de regresséo
multipla, conforme descrito na Tabela 11.

Os resultados de extracdo para HAE em funcdo da combinacdo das trés variaveis
principais envolvidas (X1-3: t, T e S) podem ser observados na Figura 22 e na Figura 23.
De uma forma mais detalhada, na Figura 22 (parte A) estéo representados os graficos de
superficie 3D relativa ao rendimento de extracdo (Rendimento, %), o teor total de
antocianinas (AT, mg AT/g E) e o composto antocianico detetado em maior concentracédo
(A2, mg A2/g E). Por outro lado, na Figura 23 (parte A) estdo representados os graficos
de superficie 3D com os resultados relativos ao teor das restantes trés antocianinas,
detetadas em menor quantidade (A3 a A5, em mg A/g E).

As ilustracdes graficas representadas permitem uma visualizacdo mais simplificada das
tendéncias de cada resposta e, desta forma, considerando simultaneamente todas as
respostas, orientaram para a interpretacéo e selecdo das condi¢es mais favoraveis.

A parte B da Figura 22 e Figura 23, representa a capacidade de prever os resultados
obtidos e a distribuicdo dos residuos em funcdo de cada uma das varidveis consideradas.
Em termos estatisticos, a distribuicdo de residuos (Figura 22 e 23, parte B) apresenta,
para a maioria, mais de 90% de confiabilidade, demonstrando uma boa concordancia
entre os valores experimentais obtidos e os previstos pelo modelo. O mesmo pode ser
verificado pelos valores de R? elevados (Tabela 11), os quais indicam a percentagem de

variabilidade explicada pelo modelo.
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Tabela 10. Resultados experimentais de MSR do DCCC para a otimizagdo das trés variaveis principais envolvidas (X1,
X2 e X3) na HAE, para os formatos de valores de resposta (mg A/g E e Rendimento, %). Descrigdo das variaveis, valores
naturais e intervalos. Foram realizadas trés repeticdes para cada condigdo.

CONTEUDO .
CO\é)AI\:;IOCITAEDSOS HAE EXTRATO INDIVIDUAL DE COTI\:)T.I_E:LDO
COMPOSTOS

X1 X X X1_: t X2: T Xs:' S  Rendimento A2 A3 Ad A5 AT

min °C % % mg/g E mg/g E mg/g E mg/g E mg/g E

1 -1 -1 -1 40,3 34,2 20,3 59,89 10,68 158 2,04 1,14 15,44
2 -1 -1 1 40,3 34,2 79,7 53,52 997 183 327 114 16,21
3 -1 1 -1 40,3 75,8 20,3 61,33 1571 195 325 154 22,45
4 -1 1 1 40,3 75,8 79,7 55,83 10,01 183 3,35 114 16,33
5 1 -1 -1 99,7 34,2 20,3 62,55 13,83 2,28 3,24 1,52 20,86
6 1 -1 1 99,7 34,2 79,7 52,80 10,76 1,78 3,48 1,17 17,20
7 1 1 -1 99,7 75,8 20,3 63,47 1579 2,31 321 1,52 22,83
8 1 1 1 99,7 75,8 79,7 56,12 953 1,75 323 114 15,65
9 1,68 0 0 120 55 50 66,06 2406 294 6,41 213 35,55
10 -168 O 0 20 55 50 60,88 2363 185 6,33 216 33,97
11 0 -168 O 70 20 50 59,06 436 1,08 119 0,86 7,50
12 0 168 O 70 90 50 63,31 8,04 133 1,75 1,06 12,18
13 0 0 -168 70 55 O 61,59 595 125 164 0,97 9,82
14 0 0 1,68 70 55 100 44,82 956 164 295 1,03 15,18
15 -168 -168 -168 20 20 O 65,19 1055 1,73 2,20 1,23 15,72
16 -1,68 -1,68 1,68 20 20 100 40,44 589 137 19 0,87 10,08
17 -168 168 -168 20 90 O 59,97 14,02 2,01 321 1,56 20,81
18 -1,68 1,68 1,68 20 90 100 53,96 9,90 1,60 3,09 0,56 15,15
19 168 -168 -168 120 20 O 65,99 291 1,03 115 0,79 5,87
20 168 -168 1,68 120 20 100 42,16 443 169 301 111 10,24
21 168 168 -168 120 90 O 74,03 897 154 198 111 13,60
22 168 168 168 120 90 100 50,83 915 153 286 1,00 14,54
23 0 0 0 70 55 50 61,33 21,33 2,80 5,15 2,00 31,27
24 0 0 0 70 55 50 57,47 2234 300 645 213 33,92
25 0 0 0 70 55 50 58,93 2234 269 537 186 32,26
26 0 0 0 70 55 50 57,47 2260 2,73 545 194 32,73
27 0 0 0 70 55 50 58,56 21,09 268 5,62 1,87 31,26
28 0 0 0 70 55 50 56,64 22,63 3,09 598 194 33,65
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Tabela 11. Parte A - Resultados paramétricos da equagdo polinomial de segunda ordem da Equacéo 3 para as respostas
usadas na otimizagdo de HAE, de acordo com 0 DCCC com 5 niveis (Tabela 10). As respostas incluem o rendimento
de extracdo (%), o contetdo total de antocianinas (AT, mg AT/g E) e o contetdo individual das antocianinas detetadas
(A2 a A5, em mg Alg E). A analise de significancia dos parametros (« = 0,05) é apresentada em valores codificados.
Parte B- Descreve uma informag&o estatistica do procedimento de ajuste ao modelo apresentado. Parte C- descreve as

condig0es variaveis em valores naturais que levam a valores de resposta 6timos para 0 MSR para as respostas usadas.

. CONTEUDO
EXTRATO CONTEUDO INDIVIDUAL TOTAL
Rendimento A2 A3 A4 A5 AT
A) Parametros
Ordenada na b
origem 0 58,312+0,834 22,091+0,654 2,837+0,105 5,587+0,177 1,934+0,054 32,502+0,868
b1 0,983+0,344 -0,573+0,325 ns ns ns -0,569+0,432
Efeito linear b2 1,577+0,344  1,177%0,325 0,062+0,043 0,185+0,073 0,030+0,022 1,454+0,432
bs -5,182+0,344  -0,595+0,325  ns 0,215+0,073 -0,081+0,022  -0,475+0,432
Efeito quadratico b1 1,711+0,584 ns -0,150+0,073 0,170+0,124 0,046+0,038 ns
4 b2z 0,902+0,584 -5,938+0,539-0,571+0,073-1,563+0,124 -0,372+0,038  -8,458+0,715
b33 -1,918+0,584 -5,387+0,539-0,487+0,073-1,271+0,124 -0,358+0,038  -7,518+0,715
b1z 0,337+0,244 ns ns -0,079+0,052 ns ns
Efeito interativo bis -0,712+0,244  0,371+0,231 0,039+0,031 0,107+0,052 0,058+0,016 0,576+0,306
ba3 0,806+0,244 ns -0,034+0,031 -0,053+0,052 -0,048+0,016 ns
Efeitos b1122 ns ns ns ns ns ns
complexos b1133 ns ns ns ns ns ns
adicionais b2233 -0,469+0,363  2,256+0,259 0,268+0,046 0,542+0,077 0,128+0,024 3,220+0,344
B) Informacao estatistica
Estatistica (R?) 0,9336 0,9276 0,8908 0,9411 0,9294 0,9330
C) Condigdes variaveis 6timas para maximizagéo da resposta
Tempo 120,00+3,60 20,00+0,20 69,99+3,50 20,00+1,60 20,00+1,00 20,00+1,00
INDIVIDUAL Temperatura 90,00+9,00 57,0740,57 56,13+2,25 57,11+4,00 56,20+3,37 56,79+1,14
Solvente 26,97+2,16 46,62+0,93 49,94+4,49 50,34+5,03 42,42+2,12 47,14+0,94
Resposta 72,91+5,95 23,18+2,41 2,84+0,35 6,09+0,96 2,09+0,14 33,59+3,54
Tempo 20,00+0,60
Temperatura 56,87+3,41
GLOBAL Solvente 46,07+3,69
Resposta 62,08+2,34 23,18+451 2,42+0,24  6,06+0,85 2,08+0,44 33,58+2,97
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Figura 22. llustracéo dos resultados gréaficos do HAE para o rendimento de extracdo do material obtido (%), o contetdo
total de antocianinas detetadas (AT, mg/g E) e a antocianina detetada como maioritaria (A2, mg/g E). Cada figura é
dividida em duas partes. Parte A: llustra a andlise grafica por superficies de rede que representa a superficie de resposta
3D prevista com o polinémio de segunda ordem da equagdo 3. As agBes binarias entre varidveis sdo apresentadas
quando a varidvel excluida é posicionada no 6timo individual (Tabela 11). O desenho experimental e os resultados
estdo descritos na Tabela 10. Parte B: Ilustra a adequacéo do ajuste, usando dois critérios graficos basicos de estatistica.
O primeiro ¢ a capacidade de simular as altera¢des da resposta entre os dados previstos e observados; e 0 segundo, a
distribuicdo residual em fungéo de cada uma das variaveis.
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Figura 23. llustragéo dos resultados graficos para a HAE para o contelido das trés antocianinas detetadas em menor
concentracdo (A3 a A5, em mg/g E). Cada figura encontra-se divida em duas partes. Parte A: llustra a anélise gréfica
por superficies de rede que representa a superficie de resposta 3D prevista com o polindmio de segunda ordem da
equacdo 3. As acdes bindrias entre varidveis sdo apresentadas quando a varidvel excluida é posicionada no 6timo
individual (Tabela 11). O desenho experimental e os resultados estdo descritos na Tabela 10. Parte B: llustra a
adequacao do ajuste, usando dois critérios graficos basicos de estatistica. O primeiro é a capacidade de simular as
alteragBes da resposta entre os dados previstos e 0s observados; e o segundo, a distribui¢do residual em funcéo de cada
uma das variaveis.
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4.5.2. Condi¢bes numéricas Otimas que maximizam a extracdo e
verificagdo experimental dos modelos preditivos

Com base nos resultados experimentais e andlise estatistica, foram ainda realizadas
otimizacgGes numeéricas, com o objetivo de estabelecer o nivel 6timo para as variaveis
independentes com niveis de resposta pretendidos.

Com o intuito de verificar o modelo matematico utilizado no processo estudado, realizou-
se uma confirmacdo experimental para as condi¢cdes 6timas estimadas. Os resultados
previstos coincidiram com os resultados experimentais, obtidos para as condi¢des 6timas
de extracdo, as quais foram validadas pelo modelo MSR, com uma boa correlacao.

Os valores das condigdes variaveis que ocasionam valores de resposta 6timos para MSR,
usando um desenho experimental DCCC, encontram-se descritos na Tabela 11 (Parte C).
Os valores mencionados foram obtidos através da combinacdo das informacdes
fornecidas por todas as respostas avaliadas. Esta tabela apresenta as condic¢des 6timas,
individuais e globais, da variavel e a respetiva quantidade de antocianina extraida.

Os resultados globais mostram valores de 20,00 + 0,60 min, 56,87 + 3,41 °C e 46,07 =
3,69% de etanol, produzindo uma resposta de 62,08 * 2,34 % de rendimento de extracao,
com um teor total em antocianinas de 33,58 + 2,97 mg AT/g E (A2: 23,18 + 4,51 mg/g
E; A3: 2,42 £ 0,24 mg/g E; A4: 6,06 £ 0,85 mg/g E; e A5: 2,08 = 0,44 mg/g E). Estes
valores 6timos supfem um aumento de 33% na quantidade de antocianinas totais,
comparativamente com os valores obtidos na extracao tradicional, na qual se fazem duas

extracOes sucessivas (23,7 + 0,1 mg AT/g E, Tabela 8).

4.5.3. Andlise dose-resposta do efeito da relacdo solido-liquido nas
condicdes Otimas

O estudo da razdo S/L foi realizada nas condi¢bes 6timas previstas pelo modelo MSR
obtido, para cada fator de resposta (Tabela 11). O estudo individual de S/L foi projetado
para verificar o comportamento entre 5 a 200 g/L. O valor méaximo de 200 g/L foi usado
como condicdo limite devido a impossibilidade de produzir uma reacdo homogénea
guando se introduzem quantidades superiores de amostra para a mesma quantidade de
solvente. As respostas de dose do S/L obtidas foram consistentes com os resultados
obtidos na analise de MSR, e poderiam ser descritas por uma relagdo linear simples
(representada na Parte B da figura 24). Todos os pontos experimentais foram distribuidos

em torno da equagdo com apenas uma variavel independente e, consequentemente, a
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resposta a dose € explicada pelo declive (m) da relacéo linear e ordenada na origem (b).
Todos os paramtros demonstraram valores paramtericos de m negativos, que identifica
uma diminuicdo na capacidade de extracdo a medida que S/L aumenta. Portanto, a
intercecdo (b) da equacdo linear representa a extragdo maxima atingivel no menor S/L

possivel. As conclusdes derivadas desta analise sdo descritas abaixo:

- Para os compostos individuais detetados, os valores lineares paramétricos foram:
para A2 b = 25,851 + 2,161 mg/g E, m = -0,051 + 0,009 e R? = 0,9216; para A3 b
= 3,840 + 0,521 mg/g E, m = -0,014 + 0,004 e R? = 0,9434; para A4 b = 7,067+
1,262 mg/g E, m = -0,022 + 0.011 e R? = 0,9556; e para A5 b = 3,107 + 2,161 mg/g
E, m =-0,014+ 0,009 e R? = 0,9846.

- Para o teor total dos compostos detetados (AT= A2 + A3 + A4 + A5), os valores
paramétricos lineares foram b = 39,864 + 4,334 mg/g E, m =-0,101 + 0,022 e R? =
0,9284.

- Para o rendimento de extracdo (%), os valores paramétricos lineares foram: para b
= 64,606 + 4,178 mg/g E, m = -0,093 + 0,001 e R? = 0,9273.

Embora nos valores minimos (5-25 g/L) de S/L os resultados sejam semelhantes, a medida
que S/L aumenta os valores relativos a capacidade de extracdo diminuem. Valores
negativos de m mostram que o aumento de S/L leva a uma diminui¢do na capacidade de
extracdo, obtendo um valor maximo de extracdo a 5 g/L e um minimo a 200 g/L. No
entanto, a diminuicdo observada é revelante, o que significa que o aumento de 1 g/L
implica uma perda substancial em mg AT/g E de aproximadamente 45%,
comparativamente com o extraido a 5 g/L. Em termos eonomicos, utilizar uma razdo S/L
de 200 g/L é mais vantajoso devido a maior quantidade de material extraida. No entanto,
do ponto de vista da otimizacdo, o valor ideal de S/L serd de aproximadamente 25 g/L,

valor a partir do qual se verifica um decréscimo na capacidade de extragao.
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Figura 24. Resumo final dos efeitos de todas as variaveis avaliadas para o método HAE. Parte A: Ilustra as respostas
2D individuais de todas as respostas estudadas em funcéo a todas as varidveis avaliadas. As variaveis em cada um dos
gréaficos 2D foram posicionadas nos valores dtimos individuais das restantes (Tabela 11). Os pontos (®) apresentados
ao longo de cada linha, destacam a localiza¢do do valor 6timo. Linhas e pontos sdo gerados pelo respetivo polinémio
tedrico de segunda ordem derivado da equagdo 3. Parte B: llustra a dose resposta de S/L nos valores 6timos globais
das outras trés variaveis (Tabela 11). Os resultados experimentais sdo os pontos (O), enquanto as linhas séo o padréo
previsto por uma equagdo linear com ordenada na origem. O valor limite (~200 g/L) mostra a concentragdo

experimental maxima alcancada até que a amostra ndo possa ser fisicamente agitada em escala laboratorial .

4.6. Potencial corante do extrato rico em antocianinas obtido a partir dos frutos
de Rubus ulmifolius

Preparou-se o extrato de frutos de R. ulmifolius através da técnica de HAE conforme as
condic@es 6timas de tempo, temperatura e concentracdo de solvente obtidas pelo processo
de otimizacdo (Tabela 11, Parte C), para posterior avaliacdo do potencial corante,
bioativo e incorporacdo num produto de pastelaria. Seguindo este procedimento, a
concentragéo total de compostos antocianicos extraidos foi de 33 + 1 mg AT/g E, sendo
um valor muito aproximado ao valor obtido pelo modelo MSR. Os parametros de cor do
extrato foram obtidos por analise através de um colorimetro e encontram-se descritos na
Tabela 12, conforme os valores de espagco de cor CIE L* (luminosidade), a*

(verde/vermelho) e b* (azul/amarelo). Os respetivos valores CIE foram convertidos em
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valores RGB através de um programa (<http://www.easyrgb.com/en/convert.php>), onde

se pode visualizar a cor obtida pelo extrato, tendo uma tonalidade vermelho-bordo.

Tabela 12. Quantidade de antocianinas no residuo e parametros de cor do extrato rico em antocianinas obtido nas
condigdes Gtimas (média + DP).

Quantificacdo L* o b* Cor da conversao
(mg AT/g E) em valores RGB

332+0,8 248+0,1 31,7+05 76+0,2 _

AT- teor total de antocianinas ; L* - luminosidade; a* eixo cromatico de verde (-) a vermelho (+); b*, eixo cromatico
de azul (-) a amarelo (+).

4.7. Avaliagdo das propriedades bioativas do extrato rico em antocianinas
obtido apds otimizacéo do processo de extracao

4.7.1. Atividade citotéxica e antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato rico em antocianinas foi testado e os resultados
estdo presentes na Tabela 13. Nesta avaliacdo verificou-se um potencial bacteriostatico
em todas as estirpes Gram-positivos testadas, com valores de CMI a oscilar entre 2,5 e 10
mg/mL. Por outro lado, nas estirpes Gram-negativos, apenas Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Morganella morganii e Proteus mirabilis se mostraram suscetiveis ao
extrato, oscilando os valores de CMI entre 2,5 e 20 mg/mL.

Comparativamente aos resultados obtidos para o extrato de frutos de R. ulmifolius na
seccdao 4.4.1., o extrato evidenciou uma atividade bacteriostadtica mais potente,
nomeadamente conta as bactérias Klebsiella pneumoniae (CMI = 20 mg/mL para o
extrato 6timo; CMI > 20 mg/mL no extrato de frutos), Morganella morganii (CMI = 2,5
mg/mL no extrato 6timo; CMI = 5 mg/mL no extrato do fruto) e MRSA (CMI = 2,5
mg/mL no extrato 6timo; CMI = 10 mg/mL para o extrato de fruto). O efeito bactericida

obtido foi idéntico ao obtido para o extrato de frutos na seccédo 4.4.1.
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Tabela 13. Resultados relativos ao potencial antimicrobiano e citotéxico do extrato rico em antocianinas obtido dos
frutos de Rubus ulmifolius (média + DP).

Extrato 6timo rico em

L Controlo
antocianinas

Atividade Antimicrobiana (mg/mL) Ampicilina Imipenem Vancomicina
Bactérias Gram- cMmI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
negativos
Escherichia coli 5 >20 <0,15 <0,15 <0,0078 <0,0078 n.t. n.t.
Klebsiella pneumoniae 20 >20 10 20 <0,0078 <0,0078 n.t. n.t.
Morganella morganii 2.5 >20 20 >20 <0,0078 <0,0078 n.t. n.t.
Proteus mirabilis 10 >20 <0,15 <0,15 <0,0078 <0,0078 n.t. n.t.
Pseudomonas aeruginosa >20 >20 >20 >20 0,5 1 n.t n.t
Bactérias Gram-
positivos
Enterococcus faecalis 10 >20 <0,15 <0,15 n.t. n.t. <0,0078 <0,0078
Listeria monocytogenes 5 >20 <0,15 <0,15 <0,0078 <0,0078 n.t. n.t.
MRSA 2,5 >20 <0,15 <0,15 n.t. n.t. 0.25 0,5

Extrato étjmq ricoem Controlo

antocianinas

Atividade citotoxica (valores de Glso, pg/mL) Elipticina
HelLa 301+19 1,91 +£0,06
NCI H460 337+ 11 1,0+£0,1
MCF7 328 +13 0,91 +£0,04
HepG2 286 + 13 1,1+£0,2
PLP2 >400 3,2+0,7

Glso - concentragdo de amostra que atinge 50% de atividade citotdxica; CMI- concentragdo minima inibitéria; CMB
— concentracdo minima bactericida.

No que concerne ao potencial citotoxico do extrato 6timo, a avaliacdo foi realizada em
em quatro linhas celulares tumorais humanas (HepG2, NCI-H460, MCF-7 e HelLa) e
numa cultura de células ndo-tumorais primaria (PLP2) e os resultados estdo igualmente
apresentados na Tabela 13. Relativamente as linhas celulares tumorais testadas foi
evidente a capacidade anti-proliferativa por parte do extrato contra todas estas, oscilando
os valores de Glsg entre 285,81 pg/mL na linha HepG2 e 336,54 pg/mL na linha NCI
H460. Deste modo, 0 processo de otimizagdo da extracdo e consequente aumento da
concentracdo de compostos fenolicos presentes, levou a um maior potencial citotoxico do
extrato. A nivel hepatotoxico, o extrato ndo evidenciou qualquer citotoxicidade, obtendo-

se valores de Glso > 400 pg/mL.

4.8. Estudo de incorporacdo num produto de pastelaria do extrato rico em
antocianinas obtido dos frutos de Rubus ulmifolius

4.8.1. Avaliagdo dos parametros de cor, caraterizacdo nutricional e
quimica dos “donuts”

Considerando a importancia do aspeto exterior num produto alimentar, os parametros de
cor, nomeadamente L* (luminosidade), a* (intensidade da cor vermelha) e b*

(intensidade da cor amarela), foram avaliados nos “donuts” controlo e enriquecidos com
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0 extrato corante. As comparacgdes foram feitas tendo em conta a incorporacao do extrato

durante o tempo de armazenamento. Os resultados sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Parametros de cor medidos no “donuts” controlo e incorporados com o extrato rico em antocianinas, obtido
a partir dos frutos de Rubus ulmifolius (média + DP).

CO”}BO'O AM_TO  p-value CO”%O'O AM T3  p-value AM.TO AM.T3  p-value
o 76:1  575£04  <0,01 77003 57,0003 <001 57504 57,0003 0,153
a* 0,102 108+04 <001 00300 102401  <0,01 108:0,4 102401 0007
b 197:03  109+05  <0.01 200:03 10406 <001 10,9:0,5  104+06 0081

L* - luminosidade; a* eixo cromatico de verde (-) a vermelho (+); b*, eixo cromatico de azul (-) a amarelo (+).
Controlo_TO — “donut” sem extrato (t=0 dias); Controlo T3 — “donut” sem extrato (t=0 dias); AM_T0 — “donut” com
extrato (t=0 dias); AM_T3 — “donut” com extrato (t=3 dias). Os resultados sdo expressos em média + desvio padrao.

A medicdo realizada imediatamente apds a confe¢do dos “donuts” (tempo 0 dias) revelou
uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05), em todos os parametros de cor
avaliados (L* a* b*), entre a amostra controlo e a amostra com extrato corante. Ao fim
de 3 dias de armazenamento, foi novamente avaliada a diferenca entre os dois tipos de
“donuts”, referidos anteriormente, ¢ os resultados mostraram que as diferencas de
coloracdo prevaleceram. Relativamente aos efeitos do tempo de armazenamento na
coloragdo dos “donuts” enriquecidos com o extrato corante, 0 tratamento estatistico
evidenciou a preservacao de cor em todos os parametros L*, a* e b*.

As Tabelas 15, 16 e 17 apresentam os valores médios, em g/100 g de massa fresca (mf),
obtidos para a composic¢do nutricional e quimica, dos “donuts” controlo e enriquecidos
com o extrato 6timo rico em antocianinas dos frutos de R. ulmifolius. Os hidratos de
carbono foram o macronutriente mais abundante com valores a oscilar entre 59,5+ 0,1 e
65,2 £ 0,1 g/100 g mf; seguido do teor em proteinas (6,8 £ 0,2 a 6,936 + 0,03 g/100 g mf)
e gordura (4,6 + 0,1 a 5,0 £ 0,1 g/100 g mf). Mais uma vez, a conteudo de cinzas surge
numa concentracdo bastante reduzida, com valores a oscilar entre 0,96 + 0,02 e 0,97 +
0,02 g/100 g mf e a humidade evidenciou valores entre 22,13 £ 0,1 e 28,02 + 0,2 g/100 g
mf. A maior parte dos hidratos de carbono esta presente sob a forma de agucares livres
(18,1+0,3a19,4 +0,7 g/100 g mf), com destaque para a sacarose com valores entre 15,2
+ 0,3 e 17,6 + 0,6 g/100 g mf. Estatisticamente apenas se verificam diferengas
significativas (p < 0,05) nos teores de humidade, hidratos de carbono e energia, nos
tempos 0 e 3 dias, entre as amostras controlo e incorporadas com o ingrediente corante.
O valor energético correspondente esta dentro da gama esperada para este tipo de produto,
variando de 307,2 £ 0,4 a 332,8 £ 0,4 kcal/100 g mf.
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Tabela 15. Composigdo nutricional dos “donuts” controlo e incorporados com o extrato rico em antocianinas obtido
dos frutos de Rubus ulmifolius (média £ DP).

Humidade Proteinas Cinzas Gordura Hidratos de Energia

o #%0 9 (@1o0gmh (googmn Y nlq?;) g (gffgg‘;”ﬁqf) (k"ar'rﬁ]})oo g
Controlo_TO  22,13+0,8 6,9+0,1 0,97+0,02 50+0,1 64,91 + 0,04 332,8 £0,4
AM_TO 28,02+0,1 6,936+0,003 0,96 +0,02 46%0,1 59,5+0,1 307,204
p-value <0,01 0,134 0,334 0,133 <0,01 <0,01
Controlo_T3  22,35+0,3 6,8+0,2 0,97+0,02 47+0,1 65,2 +0,1 330,108
AM_T3 27,19+05  6,82+0,04 0,97+0,02 49+0,1 60,10 £ 0,03 311,905
p-value <0,01 0,165 0,430 0,058 <0,01 <0,01

Controlo_TO — “donut” sem extrato (t=0 dias); Controlo_T3 — “donut” sem extrato (t=0 dias); AM_TO0 — “donut”
com extrato (t=0 dias); AM_T3 — “donut” com extrato (t=3 dias)

Relativamente ao perfil de agucares (Tabela 16), destacou-se a sacarose com valores de
15,2+0,3a17,6 £ 0,6 g/100 g mf e a trealose revelou concentracdes baixas oscilando de
1,6 +0,1a1,92 £ 0,04 g/100 g mf. As moléculas de frutose a glucose foram as moléculas
presentes em menor quantidade, tendo-se obtido valores abaixo de 0,7 g/100 g mf. Tendo
em conta os “donuts” controlo ¢ os “donuts” incorporados com o extrato corante, foram
evidentes diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) em todas as moléculas
individuais de agucares. Estas concentragdes mais elevadas no “donuts” com extrato

corante podem ser explicadas devido a presenca de acUcares no extrato incorporado.

Tabela 16. Composi¢do em agticares livres dos “donuts” controlo e incorporados com o extrato rico em antocianinas
obtido dos frutos de Rubus ulmifolius (média + DP).

Acucares

livres Controlo_TO AM_TO p-value Controlo_T3 AM_T3 p-value
Frutose 0,07+0,01 0,63+0,04 <0,01 0,07+0,01 0,58+0,01 <0,01
Glucose 0,06 £0,01 0,51+0,04 <0,01 0,07+0,01 0,53+0,04 <0,01
Sacarose 175+0,6 16,2 +0,3 <0,01 17,6 +£0,6 15,2+0,3 <0,01
Trealose 16+0,1 1,92 £0,04 <0,01 1,7+0,1 1,78+0,1 0,004
Total 19,2 +£0,7 19,3+0,2 0,619 19,4 +£0,7 18,1+0,3 <0,01

Controlo_TO — “donut” sem extrato (t=0 dias); Controlo T3 — “donut” sem extrato (t=0 dias); AM_TO0 — “donut”
com extrato (t=0 dias); AM_T3 — “donut” com extrato (t=3 dias)

Relativamente a composicdo em acidos gordos (Tabela 17), foi obtido um perfil
significativamente diferente ao obtido inicialmente aquando da caracterizacdo quimica

dos frutos de R. ulmifolius.
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Tabela 17. Composi¢do em acidos gordos dos “donuts” controlo e incorporados com o extrato rico em antocianinas

obtido dos frutos de Rubus ulmifolius (média + DP).

Acidos gordos (%) Controlo_TO AM_TO Controlo_T3 AM T3
C6:0 0,28 £0,01 0,32+0,01 0,29+0,01 0,337 £0,001
C8:.0 0,18+0,01 0,198+0,004 0,179 +0,002 0,205 *0,001
C10:0 0,41+0,02 0465+0,003 041+0,01 0,482+0,005
C11:0 0,019+0,001 0,019+0,001 0,020+0,001 0,021+ 0,001
C12:0 0,49+0,02 0,585+0,002 0,48+0,01 0,56 + 0,01
C13:0 0,022 £0,001 0,022 +0,001 0,019+0,001 0,023 +0,001
C14:0 1,4+0,1 1,589 £0,003 1,40 +0,01 1,61 +0,01
C14:1 0,12+0,01 0,131+0,001 0,114+0,001 0,134 +0,001
C15:0 0,17+0,01 0,183 0,003 0,17+0,1 0,187 + 0,004
C16:0 104 £0,3 10,8+0,1 10,39£0,07 10,87 +0,04
C16:1 0,29+0,01 0,314+0,003 0,291+0,001 0,312+0,001
C17:0 0,13+0,01 0,14+0,01 0,130+0,000 0,140 +0,004
C17:1 0,039 +0,001 0,045+0,001 0,039+0,001 0,045 +0,002
C18:1n9t 3,710,1 3,83+0,01 3,71+0,02 3,76 £0,01
C18:1n9c 19+1 184+0,6 18,8+0,5 19,25 £ 0,03
C18:2n6¢ 62+1 60,9 £0,5 61,6 £0,3 60,0£0,1
C18:3n3 0,530+0,001 0,72+0,01 0,508 +0,001 0,716 0,003
C20:0 0,219 +0,000 0,221+0,001 0,22+0,01 0,219 +0,001
C20:1 0,158 +0,002 0,161 +0,002 0,153+0,001 0,15+0,01
C20:2 0,137 £0,001 0,135+0,001 0,149 +0,004 0,127 £ 0,004
C20:3n3 0,024 £0,002 0,030+0,003 0,03+0,01 0,037 +0,001
C22:0 0,61+0,01 0,5589+0,004 0,613+0,001 0,571+0,001
C24:0 0,20+0,01  0,239+0,003 0,27 £0,02 0,20 £0,01
SFA 14504 15,401 146 £0,1 154+0,1
MUFA 231 228+0,6 231+04 23,66 £ 0,02
PUFA 62+1 61,7+05 62,3+0,3* 60,9 £0,1*

Controlo_TO — “donut” sem extrato (t=0 dias); Controlo_T3 — “donut” sem extrato (t=0 dias); AM_TO0 — “donut”
com extrato (t=0 dias); AM_T3 — “donut” com extrato (t=3 dias). SFA: acidos gordos saturados; MUFA: 4cidos
gordos monoinsaturados; PUFA: acidos gordos polinsaturados. Acido caproico (C6:0);acido caprilico (C8:0); acido
caprico (C10:0); acido undecanoico (C11:0); acido dodecantico (C12:0), &cido tridecandico (C13:0); &cido
miristico (C14:0); &cido miristoleico (C14:1); &cido pentadecandico (C15:0); acido palmitico (C16:0); acido
palmitoleico (C16:1); acido heptadecandico (C17:0); acido heptadecendico (C17:1); 4cido oleico-cis (C18:1n9c);
acido oleico-trans (C18:1n9t); &cido linoleico (C18:2n6); &cido a-linolénico (C18:3n3); &cido estearico (C20:0);
acido eicosandico (C20:1); acido eicosadiendico (C20:2); &cido eicosatriendico (C20:3n3); acido beénico (C22:0);
acido lignocérico (C24:0). Os resultados apresentam-se em média + SD desvio padrdo. * Correspondem a diferencas
significativas (p < 0,05) entre as duas amostras, avaliadas por um test t-student.

Assim, na analise dos “donuts” descrita nesta sec¢ao, nao foram detetados os acido C18:0
(&cido estearico), C21:0 (&cido heneicosanoico), C20:4n6 (acido araquidonico), C20:5n3
(&cido eicosapentanoico) e C22:2 (&cido docosadienoico); por outro lado, foi visivel a
presenca adicional dos acidos C6:0 (acido caproico), C8:0 (acido caprilico), C10:0 (acido
caprico), e C14:1 (4cido miristoleico), relativamente a analise realizada nos frutos. Este
acréscimo em acidos gordos pode ser explicado pelo uso de varios ingredientes ricos nos
compostos lipidicos incorporadas na receita do “donuts”. Uma vez mais, na presente
avaliacdo, salienta-se o acido linoleico (C18:2n6¢) como maioritario, oscilando os valores
entre 60,0 + 0,1 e 61,6 £ 0,3 %; e consequentemente um teor em PUFA (acidos gordos

polinsaturados) (60,9 + 0,1 e 62,2 £ 0,3 %) mais elevado. O tratamento estatistico foi
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efetuado para os valores totais de SFA, MUFA e PUFA e, no geral, ndo existem

diferencas significativas (p < 0,05), o que seria espectavel.
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5. CONCLUSAO

Os frutos da espécie Rubus ulmifolius Schott séo muito apreciados pelos consumidores,
ndo sO pelo seu sabor, mas também derivado aos seus potenciais bioativos, que ja
provaram possuir diversos beneficios na satde. O presente estudo avaliou os frutos desta
espécie a nivel da sua caracterizacdo quimica, nutricional e potencial bioativo, e 0s
resultados foram bastante promissores.

O perfil nutricional obtido caracteriza este fruto como sendo uma boa fonte energética,
dado que os hidratos de carbono foram detetados como o macronutriente maioritario. Por
sua vez, o perfil quimico evidenciou como agucar predominante a glucose, enquanto que,
entre todos os acidos organicos detetados, o acido quinico apresentou a concentracdo mais
elevada. O perfil quimico evidenciado neste fruto representa o sabor doce e com uma
ligeira acidez, caracteristico da amora preta. Na avaliacdo de acidos gordos, foram
detetadas vinte e cinco moléculas distintas, sendo que, no geral, evidenciaram uma razao
PUFA/SFA dentro dos limites considerados para garantir concentraces plasmaticas de
colesterol estaveis e, consequentemente, prevenir doencas cardiovasculares. Além disso,
os frutos revelaram a presenca de todas as isoformas de tocoferdis, destacando o y-
tocoferol e 0 a-tocoferol, encontrados em maior concentragao.

Ja em termos de compostos fenolicos, as antocianinas apresentaram uma percentagem de
cerca de 35% em relacdo ao teor total de compostos fendlicos, sendo que a cianidina-3-
O-glucésido se apresentou como o0 composto predominante, seguido do pentésido e do
glucuroénido do acido eléagico e o sanguiin H-10, respetivamente.

Por ultimo, a avaliacdo da atividade antimicrobiana realizada evidenciou uma atividade
bacteriostatica e fungistatica contra as estirpes estudadas, estando estas associadas a
largos espetros de resisténcia; sendo, deste modo, uma matriz natural a explorar para
futuras aplicagdes como agente antimicrobiano.

A fim de otimizar a extracdo de antocianinas deste fruto, para a obtencdo de um
ingrediente corante rico nas principais antocianinas identificadas, foi efetuado um estudo
utilizando o método de superficie de resposta (MSR) a fim de maximizar todos os
compostos individuais, assim com o teor total de antocianinas. A cianidina-3-O-glucosido
(A2) foi a antocianina com o teor mais elevado de 2,91 a 24,06 mg A/g E, seguida da
cianidina-3-O-xilésido (A4; 1,15 a 6,45 mg/g E), pelargonidina-3-O-glucésido (A3; 1,03
a 3,09 mg A/g E) e cianidina-3-O-dioxail-glucésido (A5; 0,56 a 2,16 mg/g E).
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Para o processo de otimizacao de extracdo de compostos recorreu-se a uma metodologia
MSR que permitiu obter as condi¢fes Otimas de extracdo, sendo que, de seguida, a
determinacdo da razdo solido-liquido permitiu alcancar um processo mais rentavel. Desta
forma, torna-se possivel a utilizacdo de um processo convencional de extracdo, HAE, com
resultados mais promissores. De uma forma global, o processo de otimizacao de extracao
por HAE realizado neste estudo permitiu atingir um rendimento de extragéo de 62,08 +
3,54 %, para o qual se obteve um teor de 23,18 + 3,54 mg A/g E para A2; 2,42 + 3,54 mg
Alg E para A3; 6,06 + 3,54 mg A/g E para A4 e 2,08 £ 3,54 mg A/g E para A5, atingindo
um teor total de antocianinas de 33,58 + 3,54 mg AT/g E. Os parametros que ocasionaram
a otimizacdo foram tempo de 20,0 £ 0,60 min, temperatura de 56,87 = 3,41 °C e
percentagem de etanol de 46,07 + 3,69 %. Neste caso, considerando o intervalo testado
(5-200 g/L) e a obtencdo de um valor maximo de extracdo a 5 g/L e um minimo a 200
g/L, determinou-se uma relacdo linear decrescente até 200 g/L, e um valor ideal de S/L
de aproximadamente 25 g/L.

O extrato obtido apds otimizacdo foi avaliado relativamente as bioatividades, sendo que
evidenciou uma potencial bacteriano com valores de CMlI entre 2,5 e 20 mg/mL e também
um efeito anti-proliferativo em todas as linhas celulares tumorais testadas, com valores
de Glso entre 286 e 337 pg/mL, com auséncia de toxicidade na cultura celular ndo tumoral
testada (Glso > 400 pg/mL).

Este ingrediente natural corante obtido dos frutos de R. ulmifolius revelou um grande
potencial corante com uma coloragcdo vermelho-bordd, o qual proporcionou uma
coloragdo rosa/lilas nos “donuts”. Obtiveram-se resultados satisfatorios relativamente a
preservacdo da cor, ao longo dos 3 dias de armazenamento testados. A auséncia de
alteraces significativas no perfil nutricional do “donuts” apds incorporacéo, provou que
este extrato pode substituir a adicdo de corantes artificiais, 0s quais revelam evidentes
riscos para a saude publica, permitindo a confe¢do de produtos mais saudaveis na

industria alimentar e ainda com caracteristicas organoléticas agradaveis ao consumidor.

Com base nos resultados obtidos durante este trabalho, pode-se concluir que os frutos de
R. ulmifolius sdo uma oOtima escolha para enriquecer a dieta diaria, devido a sua
composi¢do nutricional e quimica. Além disso, considerando a sua composigdo rica em
compostos antocianicos, podera ser utilizado como uma matriz natural alternativa para

obter um ingrediente corante natural.
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A fim de dar continuidade a este trabalho experimental, como perpectivas futuras, seria
interessante o estudo de diferentes técnicas de incorporacdo, do extrato rico em
antocianinas, em outros produtos alimentares. Para tal, 0 uso de técnicas de encapsulacao,
tal como: microencapsulacdo, lipossomas, ou nanoemulsdes, podem ser uma linha de
investigacdo a seguir, na avaliacdo da sua estabilidade e incorporacdo destes compostos
antocianicos.

Seria, também, pertinente a realizagdo de estudos de mercado, com o ojetivo de perceber

a viabilidade deste processo a nivel industrial.
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