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Desenvolvimento de um corante alimentar natural a base de antocianinas obtido a partir do epicarpo
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RESUMO

Entre as propriedades organoléticas, a cor exerce um papel muito importante na
percecdo global de um alimento, uma vez que a visdo é normalmente o primeiro contato que
0 consumidor tem com o produto. Neste sentido, os corantes tém sido amplamente utilizados
como aditivos alimentares, para suprir ou intensificar os aspetos de coloragéo dos alimentos,
tornando-os mais atrativos e agradaveis. No entanto, devido & preocupacdo que 0S
consumidores tém com a saude e o registo de efeitos adversos de alguns corantes artificiais,
existe um grande interesse na sua substituicdo por alternativas naturais mais seguras. As
antocianinas sdo um grupo de pigmentos de coloracdo vermelha, azul e violeta, presentes em
muitas flores e frutos, podendo ser consideradas alternativas aos corantes artificiais.

Prunus spinosa L. é um arbusto selvagem que da origem a frutos de sabor amargo e
adstringente pouco explorados comercialmente, mas que apresentam niveis elevados de
antocianinas, mais especificamente cianidina 3-rutindsido e peonidina 3-rutinésido,
concentradas no epicarpo. Assim, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um
corante alimentar natural a partir da extracdo de antocianinas dos frutos de P. spinosa,
aliando os crescentes interesses na substituicdo dos corantes artificiais por alternativas
naturais mais seguras a valorizacéo de produtos agricolas de fontes subexploradas.

Foram otimizadas as condi¢Oes que maximizam a extracdo de antocianinas do
epicarpo de frutos de P. spinosa, comparando-se duas técnicas de extracdo, sendo uma
convencional assistida por calor (HAE) e outra alternativa assistida por ultrassons (UAE), e
tendo como varidveis relevantes tempo, temperatura (HAE) ou poténcia (UAE) e
concentracdo de solvente. Para isso, foi aplicada uma metodologia de superficie de resposta,
utilizando um desenho composto central circunscrito de trés variaveis com cinco niveis, e 0s
compostos antocianicos foram identificados e quantificados por HPLC-DAD-ESI/MS. A
extracdo assistida por ultrassons foi 0 método mais eficaz, nas condi¢des 6timas de 5,00 +
0,15 min, 400,00 + 32,00 W e 47,98 + 2,88% de etanol (v/v), onde o rendimento de extragdo
foi de 68,60 = 2,06%, com um teor total de antocianinas de 18,17 + 1,82 mg/g de extrato e
11,76 £ 0,82 mg/g de epicarpo seco, originando um extrato de cor roxo-avermelhado. Além
disso, estes valores de resposta foram ligeiramente melhorados quando se testou o efeito da
relacdo solido-liquido nas condi¢Bes 6timas num formato dose-resposta, mostrando um

padrdo decrescente constante na faixa de 5 a 250 g/L.
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Para além de estudar o potencial corante deste ingrediente natural, também se
pretendeu avaliar o seu potencial funcional, para isso realizou-se uma avalicdo das
propriedades bioativas e efectuou-se um estudo de aplicacdo num produto alimentar do
extrato obtido nas condicdes otimizadas. A avaliacdo das bioatividades foi realizada através
da andlise da capacidade antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana e citotoxica. O
extrato apresentou uma atividade antioxidade consideravel, com valores de ECso de 204 + 2
pg/mL para o método de TBARS e ECso de 296 £ 4 e 509 + 3 pg/mL para o método OxHLIA
aos 60 e 120 min de reacdo, respetivamente. A capacidade antimicrobiana foi testada em 9
estirpes de bactérias de interesse na area da salde, nas quais o extrato ndo apresentou efeito
bactericida, mas teve a capacidade de inibir o crescimento bacteriano em concetracdes de
2,5 a 20 mg/mL. A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria foi realizada em células de
macrofagos de rato RAW 264.7 e a citotoxicidade foi testada em 4 linhas celulares tumorais
humanas e numa cultura primaria de células hepéticas ndo tumorais, para as quais o extrato
néo apresentou atividade, nem toxicidade.

O extrato corante foi incorporado em “beijinhos”, um produto de confeitaria tipico
brasileiro que tem como ingredientes basicos leite condensado, natas e manteiga, para
avaliacdo da sua aplicabilidade numa matriz alimentar como corante alimentar. Foram
determinados os parametros de cor, pH e textura, a composi¢do nutricional e o valor
energético das amostras de “beijinhos” logo apos a sua confecdo e depois de um dia de
armazenamento. Em geral, o extrato otimizado incorporado revelou uma boa capacidade
corante sem alterar as carateristicas nutricionais do produto alimentar. Com isto, foi possivel
evidenciar o potencial da exploracéo do epicarpo dos frutos de P. spinosa como fonte de
antocianinas a serem utilizadas no setor alimentar, tendo como valor agregado ao poder

corante, a sua capacidade bioativa.
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ABSTRACT

Among organoleptic properties, colour plays a very important role in the overall
perception of a foodstuff, since sight is usually the first contact that consumers have with the
product. In this context, colorants have been widely used as food additives, to supply or
intensify food colouring aspects, making them more attractive and pleasant. However, due
to consumers' concerns about the health and adverse effects of some artificial colorants, there
is a strong interest in replacing them with safer natural alternatives. Anthocyanins are a group
of pigments with red, blue and violet coloration, being present in many flowers and fruits
and increasingly considered as potential alternatives to artificial colorants.

Prunus spinosa L. is a wild shrub with bitter and astringent fruits that are poorly
commercially exploited but have high levels of anthocyanins, more specifically cyanidin 3-
rutinoside and peonidin 3-rutinoside, concentrated in the epicarp. The objective of this study
was to develop a natural food colorant, from the extraction of anthocyanins from the fruit
epicarps of P. spinosa, combining the growing interest of substituting artificial colorants for
safer natural alternatives and the valorization of agricultural products from underexploited
sources.

The conditions that maximize the extraction of anthocyanins from the fruit epicarp
of P. spinosa were optimized, comparing two extractive techniques, one conventional heat-
assisted (HAE) and another alternative ultrasound assisted extraction (UAE), testing as
relevant variables time, temperature (HAE) or power (UAE), and solvent concentration. For
that purpose, a response surface methodology was applied, using a circumscribed central
composite design with three variables and five levels, and the anthocyanin compounds were
identified and quantified by HPLC-DAD-ESI/MS. Ultrasound assisted extraction was the
most efficient method, under optimum conditions of 5.00 + 0.15 min, 400.00 £+ 32.00 W and
47.98 + 2.88% ethanol, where the extraction yield was 68.60 + 2.06% (v/v), with a total
anthocyanin content of 18.17 + 1.82 mg/g of dry extract and 11.76 + 0.82 mg/g of dry
epicarp, wich gives rise to a purple-reddish extract. Additionally, these response values were
slightly improved when the solid-to-liquid ratio effect at the optimal conditions in a dose-
response format was tested, showing a steady decreasing pattern in the range 5 to 250 g/L.

In addition to studying the colorant potential of this natural ingredient, it was also
intended to evaluate its functional potential, for which an evaluation of the bioactive
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properties was determined, and an application study was carried out using a food product
incorporated with the extract obtained under optimized conditions

The evaluation of the bioativities was carried out through analyzes of the antioxidant,
anti-inflammatory, antimicrobial and cytotoxic capacity. The extract presented a
considerable antioxidant activity, with ECso values of 204 + 2 pg/mL for the TBARS assay
and ECsp of 296 + 4 and 509 + 3 pg/mL for OXHLIA method at 60 and 120 min of reaction,
respectively. The antimicrobial capacity was tested in 9 strains of bacteria of interest in the
health area, in which the extract did not present bactericidal effect, but all had their growth
inhibited with an extract concentration between of 2.5 to 20 mg/mL. The anti-inflammatory
activity was assessed on RAW 264.7 mouse macrophages and cytotoxicity was tested using
4 human tumor cell lines and on a primary culture of non-tumor liver cells, for which the
extract showed no activity and no toxicity.

The dye extract was incorporated into "beijinhos", a typical brazilian confectionery
product, that has as basic ingredients condensed milk, cream and butter, to evaluate its
applicability as a natural colorant ingredient for a food matrix. The color, pH, and texture
parameters, nutritional composition, and energetic value of "beijinhos” samples were
determined after cooking and after one day of storage. In general, the incorporated optimized
extract revealed a good coloring ability without altering the nutritional characteristics of the
food product. With this, it was possible to evidence the potential exploitation of P. spinosa
fruit epicarp as a source of anthocyanins to be used in the food industry, having as added

value to the dye power, its bioactive capacity.
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1.1 Aditivos alimentares

Ao longo das Ultimas décadas tem-se assistido a um aumento gradual da procura
de alimentos diferenciados e, juntamente, cresceu a exigéncia por parte dos consumidores
em relacdo a qualidade sensorial, organolética e sanitaria dos mesmos (Martins, Roriz,
Morales, Barros, & Ferreira, 2016). Proporcionar alimentos de rapido acesso e féacil
preparagdo, com tempo de prateleira extensa, mantendo as suas qualidades nutricionais e
microbioldgicas e que agradem ao paladar do consumidor, € um desafio diério para o
setor alimentar. Frente a esta necessidade, as industrias alimentares aliadas a ciéncia
estudam, desenvolvem e aplicam recursos para otimizar processos, minimizar custos,
possibilitar operagdes, desenvolver ou melhorar produtos (DeMan, 1999).

Nem sempre 0s métodos tradicionais como o congelamento, desidratacao,
aplicacdo de salmoura, ou pasteurizacdo, entre outros, sdo suficientes. Para atingir certos
objetivos, a inddstria alimentar utiliza compostos quimicos que atuam de alguma forma
sobre o0 alimento, denominados aditivos quimicos. Estes sdo substancias que se adicionam
aos alimentos a fim de contribuirem de forma tecnologica ou fisiologica (Belitz & Grosch,
1997), objetivando-se agregar valor organolético ou sensorial, aumentar ou manter a
qualidade microbioldgica, ou auxiliar no aumento do tempo de vida util dos mesmos.
Entre os propositos para adigdo dos aditivos estdo: i) melhorar a qualidade do alimento
e/ou manter essa qualidade por mais tempo; ii) aumentar a aceitabilidade por parte do
consumidor e iii) tornar o alimento mais acessivel e facil de preparar (DeMan, 1999).

O Codex Alimentarius (1995), o ponto internacional de referéncia mais importante
de todas as normas alimentares, traz como definicdo de aditivo alimentar “qualquer
substancia que normalmente ndo se consome como alimento por si mesmo nem é usado
normalmente como um ingrediente tipico, tendo ou ndo valor nutritivo, e que se adicione de forma
intencional aos alimentos com fins tecnoldgicos (incluindo os organoléticos) na fabricagéo,
elaboracdo, preparacdo, tratamento, envase, embalagem, transporte e armazenamento, de
maneira que se possa esperar razoavelmente que, direta ou indiretamente, por si mesmo ou seus
subprodutos se convertam em um componente, ou que afete de algum modo as caracteristicas
desse alimento. O termo n&o inclui substancias adicionadas ao alimento para manter ou
melhorar suas qualidades nutricionais”.

Os aditivos alimentares supracitados referem-se aos compostos quimicos
adicionados de forma intencional ao alimento, caso contrario sdo tratados como
ingredientes ou contaminantes. Estas substancias permanecem no alimento na forma

original ou originam compostos derivados. Quando desaparecem durante o percurso do
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processo sao classificadas como coadjuvante tecnolégico (Escudero-Gilete & Romero,
2017).

Como os aditivos alimentares sdo um grupo de substancias muito heterogéneo e
complexo, a sua classificacdo € feita tendo em consideracdo diversos critérios
nomeadamente, a sua funcéo, origem e estrutura quimica, entre outros.

De acordo com a sua fungéo, estas substancias podem ser classificadas como:
agentes conservantes, acidificantes, emulsionantes, estabilizantes, espessantes,
humidificantes, anti-humidificantes, corantes, aromatizantes e edulcorantes (Aun et al.,
2011). Dentro da Unido Europeia (UE), conforme o Regulamento (CE) n° 1333/2008
(2008), os aditivos alimentares sdo divididos em 26 classes, dependendo da sua fungao
nos alimentos. Por sua vez, a FDA (Food and Drug Administration), nos Estados Unidos,
divide os aditivos em apenas 6 grupos, permitindo que uma mesma substancia seja
mencionada em duas ou mais classes (Carocho, Barreiro, Morales, & Ferreira, 2014).

A utilizacdo destes compostos quimicos €, no entanto, controlada por
regulamentos e leis conforme o pais onde os produtos sdo fabricados e/ou
comercializados. Estas definem quais e a quantidade em que estes compostos podem ser
adicionados aos alimentos. Isto porque, certos aditivos podem apresentar potencial
carcinogénico, toxicidade, causar possiveis alergias, entre outras reacfes adversas a
salde, quando utilizados de formas indevidas no alimento, tanto por uso excessivo, como
pela adicdo de um ingrediente ndo declarado.

Em Portugal, a lista dos aditivos e as condi¢des de utilizacdo permitidas
encontram-se no Regulamento (UE) n° 1129/2011 (2011). Neste regulamento encontram-
se ainda os cAdigos que correspondem a cada aditivo alimentar, sendo constituidos pela
letra E (de Europa) seguida de 3 ou 4 algarismos, validos em todos os paises da UE. No
Brasil, os corantes sdo regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), através da Resolucdo — CNNPA n° 44 de 1977 (Brasil, 1978).

S&o diversas as razdes para a utilizacdo de aditivos alimentares, tanto para
satisfazer as necessidades do consumidor como também as das inddstrias (Escudero-
Gilete & Romero, 2017), entre elas estdo razGes economicas, tecnoldgicas e de aspeto
psicologico. Através da utilizagdo destes componentes é possivel aumentar o tempo de
vida util dos produtos, favorecendo maiores volumes de producdo, armazenamento e
distribuicdo, tornad-los mais atrativos quanto aos aspetos sensoriais e otimizar ou

promover processos de obtencao.
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1.2 Corantes alimentares

1.2.1 Aspetos gerais

A percecdo da cor resulta de um conjunto de sensacdes decorrentes da atividade
da retina do olho (DeMan, 1999), sendo uma resposta mental ao estimulo que uma
radiacdo luminosa visivel produz na retina, relacionando aspetos fisiologicos e
psicoldgicos (Escudero-Gilete & Romero, 2017).

Analisando as caracteristicas sensoriais de um alimento, como a textura e o sabor,
a cor também é um recurso sensorial muito importante e influente na aceitacdo global de
um alimento, sendo o primeiro contacto que o consumidor tem com o produto. Ciente
disso, a industria alimentar utiliza essa caracteristica sensorial para atender expetativas
do consumidor, através da coloracdo e obtencdo de alimentos visualmente agradaveis
(Souza, 2012).

A coloracdo observada nos alimentos pode ser proveniente da presenga natural de
pigmentos corantes, como carotenoides, antocianinas e clorofilas, da formacdo de
pigmentos corantes através de reacGes quimicas ou enzimaticas, pela adi¢do de corantes
naturais ou artificiais durante o processamento, ou simplesmente por efeito fisico de
dispersdo de luz no alimento (Escudero-Gilete & Romero, 2017).

Conforme o artigo 8° do Regulamento (CE) n° 1333/2008 (2008), os corantes
(naturais ou artificiais) adicionados intencionalmente aos alimentos sdo substancias que
possuem como fung&o: corrigir a coloracdo original do produto alimentar afetada pelo
processamento, armazenamento, embalagem ou distribuicdo, tornar o produto
visualmente mais atrativo ou conferir cor.

Entende-se como corantes naturais aqueles obtidos de matrizes naturais (vegetais,
ou eventualmente, animais), ou pela sintese de compostos que tenham estrutura quimica
homdloga ao natural. Os corantes artificiais, por sua vez, sdo obtidos por sintese quimica
ndo possuindo semelhante na natureza (Escudero-Gilete & Romero, 2017).

A potencial utilizagdo destes compostos corantes pela inddstria alimentar associa-
se a procura do consumidor por alimentos atrativos e apetitosos, mas, em contrapartida,
observa-se uma grande atencdo em relacdo aos seus efeitos na saide. Com 0s crescentes
estudos acerca do assunto, tem-se relacionado cada vez mais os corantes artificiais a
alguns efeitos colaterais, como sinais de toxicidade e efeitos cancerigenos (Martins et al.,

2016). Por outro lado, os corantes naturais ja aprovados tém-se revelado mais benéficos
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e seguros para a saude, contribuindo com propriedades funcionais, além da sua funcéo

principal de conferir caracteristicas organoléticas (Carocho, Morales, & Ferreira, 2015).
Portanto, apesar dos corantes artificiais apresentarem menores custos de producao

e maior estabilidade, o numero de aditivos artificiais permitidos e a sua utilizacao estao a

diminuir a cada ano, em favor das alternativas naturais (Martins et al., 2016).

1.2.2 Corantes artificiais

A toxicidade associada a efeitos mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos e a
capacidade de causar reacdes alérgicas ou adversas ao organismo, tem que ser
escrupulosamente estudada em processos de aprovacdo de um novo aditivo ou ampliacédo
do uso de algum aditivo dentro da UE (Carocho et al., 2014). Com base em estudos como
estes é que se pode determinar se a ingestdo da substancia é segura e quais as quantidades
que podem ser incorporadas no produto. Perante um conjunto de dados toxicoldgicos
sobre uma determinada substancia pode-se, por exemplo, definir a dose diaria admissivel
(DDA), também denominada por ingestdo diaria admissivel (IDA). A DDA é expressa
em mg/kg de massa corporal, correspondendo a quantidade da substancia que pode ser
ingerida diariamente por um individuo durante toda a sua vida, sem causar danos a sua
salde.

Este indice é utilizado pelo Regulamento (UE) n°® 1129/2011 (2011), bem como
em diversos outros paises, como parametro de limite de adicdo de corantes e demais
aditivos nos produtos alimentares. Quando néo existir uma dose recomendada é utilizado
o0 termo “Quantum satis” indicando que ndo ha especificacdo de teor numérico maximo,
devendo-se utilizar entdo quantidades minimas necessarias, conforme boas praticas de
fabricacéo.

No entanto, as opinides quanto a inocuidade dos diversos corantes artificiais sdo
muito divergentes. A lista de substancias corantes permitidas e os valores de IDA diferem
muito entre varios paises. Isto demonstra o quanto os estudos sobre os efeitos nocivos a
salde provocados pelos corantes artificiais sdo contraditorios e insuficientes (Prado &
Godoy, 2003).

Na UE, existem dezassete tipos de corantes artificiais que sdo permitidos, seis dos
quais que se encontram destacados no Anexo V do Regulamento (CE) n° 1333/2008

(2008): amarelo-sol (E 110), amarelo de quinoleina (E 104), carmosina/azorubina (E
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122), vermelho allura (E 129), tartarazina (E 102) e ponceau 4R (E 124). Isto porque a
sua utilizacdo é restrita a seguinte condicdo: toda comida ou bebida que contenha qualquer
uma destas substancias deve conter no seu rétulo uma informag&o que apresente o nome
ou numero do(s) corante(s) seguido da frase “pode causar efeitos negativos na atividade
e na atencao das criangas”.

Destes seis corantes, a utilizacdo do amarelo de quinoleina (E 104) é proibido em
alimentos produzidos no Brasil (Brasil, 1978) e também nos Estados Unidos (Escudero-
Gilete & Romero, 2017). O amaranto (E 123) é permitido tanto no Brasil quanto na UE,
mas é proibido em paises como Estados Unidos, Noruega, Russia e Austria (Brasil, 2017).
Ja o FD&C green n° 3%, o citrus red n° 2 (E 121), o gluconato ferroso (E 579) e o orange
B!, sdo exemplos de alguns corantes que sdo permitidos nos Estados Unidos mas
proibidos na Unido Europeia (Escudero-Gilete & Romero, 2017).

Segundo dados da Anvisa (Brasil, 2017), o amaranto (E 123), também
denominado de bordeau S, “pode causar asma, eczema, hiperatividade, reagoes alérgicas
e/ou intolerancia, urticaria, especialmente em individuos com intolerancia a aspirina ou
asmaticos”. Este corante vermelho possui um IDA de 0,5 mg/kg de massa corporal, sendo
comumente utilizado em doces, geleias, gelados, recheios entre outros.

O amarelo tartarazina (E 102) é um derivado nitroso causador de reac6es alérgicas
como asma e urticarias e, além disso, tem sido alvo de estudos de efeitos na mutagénese
e carcinogénese. Em estudos efetuados in vivo, foi observado um aumento consideravel
na producdo de linfacitos e eosinofilos na mucosa do antro gastrico de ratos. Este corante
é também muito associado a rea¢des alérgicas como asma e urticaria (Moutinho, Bertges,
& Assis, 2007).

Em ensaios com coelhos (Yamazaki et al., 1994; Yamazaki, Akieda, Tanaka,
Yokoi, & Yamaguchi, 1997), observou-se que alguns corantes vermelhos e amarelos
utilizados no Japdo podem interferir na coagulacdo sanguinea, e que os amarelos, tais
como tartarazina (E 102) e amarelo creplsculo (E 110), podem ainda inibir a sintese do
tromboxano. Na Tabela 1 estdo exemplificados efeitos adversos associados aos corantes
artificiais amplamente utilizados.

Efetivamente, alguns corantes artificiais tém sido associados a efeitos maléficos
na saude desde urticarias, asma, reacdes imunologicas, e até mesmo cancro. No entanto,

sdo poucos os dados cientificos que conseguem comprovar estas correlacoes,

1 Ndo possuem cddigo E



Desenvolvimento de um corante alimentar natural a base de antocianinas obtido a partir do epicarpo
de frutos de Prunus spinosa L.: otimizagdo da extracéo e estudo de aplicacdo

principalmente tratando-se de efeitos a medio e longo prazo. De realcar que os corantes

artificiais continuam a ser amplamente utilizados.

Tabela 1: Corantes artificiais e seus efeitos adversos.

Corante Origem Aplicacao Efeitos adversos
Sintetizado a . .
: . A tinta azoica, em algumas
partir Cereals, rebugados, .
Amarelo . pessoas, causa alergia,
. datinta do caramelos, . o
crepusculo < produzindo urticaria,
alcatrao coberturas, xaropes, .
(E 110) « P angioedema e problemas
de carvao e laticinios. I
. : gastricos.
tintas azoicas.
Frutas em caldas, .
. Deve ser evitado por pessoas
laticinios, xaropes de A I
Vermelho : « ; sensiveis a aspirina e asmaticos.
Tinta do alcatrdo bebidas, rebugados, .

Ponceau < . Podem causar anemia e aumento

de carvao. cereais, refrescos e ST

4R (E 124) i da incidéncia de

refrigerantes, .
glomerulonefrite (doenca renal).
sobremesas.
. Laticinios, . .
Sintetizado a Pode causar hiperatividade em

Azul ) . rebucados, .

. partir da tinta do ) . criangas, eczema e asma. Deve

Brilhante < cereais, queijos, . L

alcatrdo de ; ) ser evitado por pessoas sensiveis

(E 133) x recheios, gelatinas, . )

carvao. ) as purinas.
licores, refrescos.
Pode ser fototoxico. Contém
557 mg de iodo por grama de
Vermelho . ~ POs para gelatinas, produto. Consumo excessivo
. Tinta do alcatrdo S
Eritrosina < laticinios, refrescos,  pode causar aumento de
de carvao. . .

(E 127) geleias. hormona tireoidiano no sangue
em niveis para ocasionar
hipertireoidismo.

Indigotina Goma de mascar, Pode causar nduseas, vomitos,

(azul Tinta do alcatrdo iogurte, rebucados, hipertensdo e ocasionalmente

escuro) de carvao. caramelos, p6s para  alergia, com prurido e problemas

(E 132) refrescos artificiais. respiratorios.

Alimentos a base de
cereais, rebucados, . .
Vermelho o e sac Pode causar hiperatividade em
Sintetizado laticinios, recheios, X -
40 . criancgas, eczema e dificuldades
quimicamente.  sobremesas, xaropes Y
(E 129) respiratorias.

para refrescos,
refrigerantes, geleias.

Adaptado de: Souza, 2012.

Na Figura 1 esta representada a aplicagdo de corantes artificiais na inddstria

alimentar e de bebidas. Isto porque os corantes artificiais ainda apresentam vantagens

frente aos naturais como facilidade de producdo, melhor estabilidade (frente a fatores

como luz, oxigénio, pH e calor), custos mais baixos e melhores propriedades corantes.
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Além disso, podem apresentar grande pureza e grande capacidade de colora¢do, com uma
gama mais ampla de tonalidades e de maior uniformidade e reprodutibilidade na producéo
(Escudero-Gilete & Romero, 2017).

M Idéntico ao natural
M Artificial
Natural

W Caramelo

Figura 1: Percentagem de uso de corantes em alimentos e bebidas. Adaptado: Downham &
Collins, 2000.

1.2.3  Corantes naturais

Os corantes naturais sdo obtidos por extracdo seletiva de materiais naturais, sendo
todos de origem vegetal ou mineral — com excec¢do do carmim de cochonilha (Dactylopius
coccus). Apesar de apresentarem maiores custos de producdo e menor estabilidade frente
aos artificiais, 0s corantes naturais conquistam a cada ano mais espagco no mercado
alimentar. Estima-se um crescimento anual de 5 a 10%, contra 2 a 5% dos artificiais
(Shiozer & Barata, 2007). Um dos fatores de maior interesse sao os aspetos relacionados
com a saude, pois 0s corantes naturais sdo considerados geralmente como indcuos, e as
limitacdes especificas de sua utilizacdo sdo menores do que as que afetam 0s corantes
artificiais. Na Tabela 2 sdo apresentados os corantes de origem natural autorizados pela

UE, com os seus respetivos valores de IDA e as condic¢des de dosagem.
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Tabela 2: Corantes naturais autorizados na Unido Europeia.

S . IDA Dose
N.°E  Denominagéo Tonalidade (mg/kg*/d) méaxima
E100  Curcumina A Amarelo- 3 R
Laranja
Riboflavina, lactoflavina (i) Amarelo-
E10L  Riboflavin-5"-fosfato (ii) Laranja 05 a4
E 120 Coch_onilha, acido carminico, Vermelho 25 R
carminas
E 140  Clorofilas (i) e clorofilinas (ii))  Verde - g.s
Complexos cupricos de
E 141 clorogilas 0 eilorofilinas iy Verde 15 a8
E150a  Caramelo simples Castanho
E 150b  Caramelo sulfitico caustico Castanho 300%* qs
E 150c Caramelo de amdnia Castanho
E 150d Caramelo sulfitico de aménia  Castanho
E 153  Carvéo vegetal Preto — g.S
E 160*  Carotenos Amarglo- 5 g.s
Laranja
E 160b  Anato, bixina, norbixina Laranja 0,065 R
E 160c Extrato_de pimentéo,_ Vermelho - q.s
capsantina, capsorubina
E 160d Licopeno Vermelho 0,5 R
Laranja-
E 160e Beta-apo-8’-carotenal (C 30) Avermelhado- 0,03 qg.s
Amarelo
Laranja-
E 161b Luteina Avermelhado- — R
Amarelo
E 161g Cantaxantina Violeta 0,03 R
E 162  Vermelho de beterraba, betaina Vermelho - g.s
Depende do pH
E 163  Antocianinas (de vermelho a — qg.s
violeta)
E 170  Carbonato de célcio Branco — g.s
E 171  Dioxido de titanio Branco - q.s
E 172  Oxidos e hidroxidos de ferro Castanho - Q.S
E 173  Aluminio Prateado a cinza - R
E 174  Prata Prateado - R
E175 Ouro Dourado — R

Legenda: *Kg de massa corporal; —Sem IDA estabelecida; g.s: quantum satis; R: regulado;
**|DA E 150c 100 mg/kg/d. Adaptado de: Escudero-Gilete & Romero, 2017
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Os corantes naturais podem ser classificados num reduzido nimero de classes

estruturais principais. A Tabela 3 apresenta uma lista dos corantes, excluindo os raros ou

de ocorréncia restrita.

Tabela 3: Grupos de corantes naturais.

Grupo Nome Alternativo  Classes de Pigmentos Cores Predominantes
. Verde
Clorofilas
.. .. Vermelho
Tetrapirrols Porfirina Hemes
. , Azul-verde-amarelo-
Biliproteinas
vermelho
. Carotenos Amarelo-vermelho
Tetraterpenos Carotenoides .
Xantofilas Amarelo
Antocianinas Azul-vermelho
O-Heterociclicos  Flavonoides Flavondis Amarelo-branco
Flavonas Branco-creme

Outros compostos

Naftoquinonas
Antraquinonas

Vermelho-azul-verde
Vermelho-roxo

uinonas fenolicos e ]
Q . Alo-melaninas Amarelo-castanho
derivados .
Taninos Castanho a vermelho
Betalainas Amarelo-vermelho
. Indigdides Azul-rosa
s Indigdides e .
N-heterociclicos L Purinas Branco opaco
Pirimidinas .
Pteridinas Branco-amarelo
Flavinas Amarelo

Adaptado de: Houghton & Hendry, 2012

Cada vez mais os corantes alimentares naturais estdo associados a beneficios

funcionais e a efeitos de melhoria na saude humana, demonstrando-se mais seguros,
especificos e ausentes de efeitos colaterais e toxicidade (Carocho et al., 2015). Além de
melhorar a aparéncia visual do produto, estes corantes podem exercer funcdes adicionais
no alimento, de forma a trazer efeitos benéficos para a satde do consumidor.

Os carotenoides bixina e norbixina extraidos do urucum (Bixa orellana L.)
demostraram ter efeito antioxidante em produtos de origem animal (Garcia, Bolognesi,
Dias, Miguel, & Costa, 2012). Por possuirem uma extensa cadeia de ligagcdes duplas na
sua estrutura, estes compostos permitem a adicdo de radicais livres aos carbonos
adjacentes as insaturagdes. Essa interacdo reduz a concentracdo de oxigénio no meio,

reduzindo a produgéo do radical peroxido formada, inibindo assim a auto-oxidacao.
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Ja as clorofilas apresentam efeito antimutagenico e antigenotdxico; estes
compostos sdo capazes de proteger as células contra processos oxidativos e contra a
iniciacéo e progresséao do cancro, de forma a melhorar a capacidade de linfocitos humanos
em resistir aos danos oxidativos induzidos pelo peréxido de hidrogénio (H20.),
procedendo assim como um anti-inflamatdrio e antioxidante (Souza, 2012).

Escudero-Gilete & Romero (2017) afirmaram que o consumo elevado de licopeno
estd associado a uma reducdo da incidéncia do cancro de prostata, e que o consumo de
antocianinas possui efeito anti-inflamatério e anticarcinogénico, reduzindo a incidéncia
de doencas cardiovasculares. Houghton & Hendry (2012) citam mais propriedades deste
tipo de corantes naturais. De realcar que os carotenoides sdo benéficos contra doengas
corondrias e, em particular, o p-caroteno além de vitaminico, atua contra o cancro do
pulméo e o licopeno é benéfico nos cancros do aparelho digestivo.

No entretanto, para se obter a coloracdo desejada e a permanéncia no alimento por
determinado tempo, é necessaria certa atencdo na utilizacdo destes corantes. Por se tratar
de um grupo diversificado, 0s corantes apresentam caracteristicas de solubilidade e
estabilidade amplamente diferenciadas e, portanto, devem ser avaliadas e correlacionadas
com as caracteristicas do alimento em que serdo aplicados e com as condicdes
tecnoldgicas. Entre os fatores que afetam a escolha da cor estd a solubilidade da
substancia, a sua forma fisica, o pH, a qualidade microbioldgica e a presenca de outros
ingredientes. A solubilidade relaciona-se com a polaridade das moléculas, sendo, por
exemplo, as antocianinas sollveis em agua e as clorofilas soltveis em éleo. Os corantes
podem ser encontrados na forma liquida, em pd, pasta e suspensdo, sendo a sua dissolucéo
influenciada pela temperatura, que pode resultar numa mudanca de cor (Houghton &
Hendry, 2012).

1.3 Antocianinas como pigmentos naturais

1.3.1 Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos hidrossollveis apresentando uma gama de cores
entre o vermelho, azul e violeta, estando presentes em varios frutos e vegetais
(Hernéndez-Herrero & Frutos, 2011). Sao muitas as fontes onde podem ser encontradas,

incluindo uva, morango, figo e beringela, por exemplo (Figura 2).
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Os extratos antocianicos estdo a ser cada vez mais difundidos na Europa, devido
aos seus diversos beneficios fisioldgicos, incluindo efeitos contra doencas
cardiovasculares, aterosclerose e cancro, efeito antioxidante sobre lipidos e reducéo do
nivel de colesterol (Olivas-Aguirre et al., 2016).

Podem ser encontrados na natureza cerca de 300 compostos antocianicos
estruturalmente e espetralmente distintos. Pertencem ao grupo dos compostos fendlicos e
a classe dos flavonoides; quimicamente sdo glucésidos de antocianidinas (aglicona),
tendo como estrutura base o catido flavilico ou 2-fenilbenzopirilo (estrutura policiclica de
15 carbonos). Diferem entre si pelo nimero de grupos hidroxilo e/ou metilico presentes
na aglicona, pela natureza, nimero e posicdo dos acucares e de &cidos alifaticos ou
aromaticos ligados a molécula de acucar, sendo os principais acUcares ligados as
antocianidinas a glucose, arabinose, galactose e ramnose (Constant, Stringheta, & Sandi,
2002). Sdo conhecidas até 20 estruturas diferentes de antocianidinas, mas as mais comuns
nas plantas e, portanto, as que apresentam maior interesse sdo a pelargonidina (cor
laranja), cianidina (cor laranja-vermelho), peonidina (cor laranja-vermelho), delfinidina
(cor azul-vermelho), petunidina (cor azul-vermelho) e malvidina (cor azul-vermelho)
(Figura 2).

Estrutura do catido flavilico | Estrutura do Anel B Nome Encontrado em
l/\f” o Morango, amora
~ P Pelargonidina
oM vermelha
A o

/—LJ Jabuticaba, figo,
: + / oH Cianidina ameixa, amora,
= Ox / ot
L L — E{j repolho roxo.
> TR AN N
OH . ~
\ ot - Berinjela, roma e
e Delfinidina »
\ (‘Y maracuja.
~F N 0OCH, — —
OCH, Malvidina Uva, feijao.
. OH
Peonidina Uva, cereja.
;g o Frutas diversas,
- Petunidina o
L S e petdnias.

Figura 2: Estruturas, nomes e fontes na natureza das principais antocianidinas. Adaptado de:
Souza, 2012.

As antocianinas compdem o maior grupo de corantes hidrossoltveis do reino
vegetal e, quando em solucdo aquosa, encontram-se na forma de uma mistura de
12
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diferentes estruturas quimicas em equilibrio: catido flavilico (vermelho), base anidra
quinoidal (azul, oxidagéo de um dos hidroxilos em cetona), pseudobase carbinol (incolor,
hidratacdo da estrutura) e pseudobase chalcona (incolor ou levemente amarela, ocorre
hidrolise do éter, deixando uma corrente aberta) (Lopes, Xavier, Gabriela, Quadri, &
Quadri, 2007).

1.3.2  Principais fatores que afetam a cor e a estabilidade das antocianinas

Assim como na maioria dos corantes naturais, a estabilidade das antocianinas pode
ser afetada por diversos fatores, podendo ocorrer a sua degradacdo durante 0s processos
de extracdo/purificacdo e processamento e armazenamento de alimentos. Desta forma, é
importante conhecer a influéncia destes fatores nos mecanismos de degradacdo destas
moléculas, de forma a obter processos de extracdo/purificacdo eficientes na utilizacao

deste grupo de corantes.

1.3.2.1 pH

O pH é certamente o parametro de maior importancia em relacao a coloracdo das
antocianinas, visto que a cor destas moléculas é dependente do pH que sofrem
transformacoes reversiveis com as variacdes deste fator (Constant et al., 2002).

As antocianinas apresentam maior estabilidade em pH &cido, e conforme ocorre o
aumento do pH, a natureza iénica das antocianinas promove mudancas na sua estrutura
molecular, resultando em diferentes cores. O catido flavilico é a espécie mais estavel e
colorida, sendo a Unica encontrada significativamente em meio muito &cido (pH 0,5).
Conforme o aumento do pH, pode ocorrer uma série de rea¢fes quimicas: hidratacdo,
tautomerizacdo, transferéncias de protdes e isomeriza¢do. Ao elevar-se o pH, o catido
flavilico sofre um ataque nucleofilico da 4gua, sendo hidratado para formar a pseudobase
carbinol, que € incolor, ou entdo perde protdes formando a base anidra quinoidal, de
coloragéo azul, em menores concentragdes. Para valores de pH muito superiores, o anel
carbinol abre formando-se a pseudobase chalcona, de cor amarela. Esta pode-se encontrar
nas formas cis e trans pela isomerizagdo. Logo, a variacdo da coloracdo ou perda de cor
das antocianinas € dependente do equilibrio entre as quatro espécies em solucéo (Figura
3), conforme o valor do pH (Maia, 2013; Moreira, 2007).
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Catido flavilico Pseudobase carbinol

e
HO O DHCIG O OH
- R’

OH O

Base anidra quinoidal Pseudobase chalcona

Figura 3: Estruturas quimicas de antocianinas em meio aguoso. Adaptado de: (Constant et al.,
2002).

1.3.2.2 Temperatura

Assim como na maioria das reagdes quimicas, a estabilidade e a degradacdo das
antocianinas é influenciada pela temperatura. A medida que as solucdes de antocianinas
sdo submetidas a temperaturas superiores a temperatura ambiente (25 °C), maior sera a
sua degradacdo (Lopes et al., 2007).

Cacace & Mazza (2003) realizaram estudos de extracdo de antocianinas de
groselhas pretas utilizando como solventes o etanol e agua acidificada com &cido
sulfurico. Nesse estudo, verificaram que com o aumento da temperatura de 6 para 30 °C
aumentou o rendimento de extracéo e reduziu o tempo de extracdo de antocianinas. No
entanto, com 0 aumento da temperatura de extracdo (40 e 70 °C) ocorreu uma diminuicéo
do rendimento, que podera ser devido a degradacdo das antocianinas. Essa degradacdo
poderd estar relacionada com reagdes de hidrélise das antocianinas, quando expostas a

temperaturas elevadas e a presenca de um acido na solucéo de extracéo.

1.3.23 Luz

As antocianinas sao geralmente instaveis quando expostas a luz UV, visivel ou a

outras fontes de radiacdo ionizante, pois a luz provoca um aumento da degradacéo térmica
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das antocianinas, atraveés da formacdo de um estado de excitacdo do catido flavilico
(Houghton & Hendry, 2012).

Em estudos com antocianinas obtidas a partir de Alcalipha hispida (Bailoni,
Bobbio, & Bobbio, 1998), obteve-se uma perda de 50% da cor original ap6s 2800 horas
no escuro e apos 721 horas sob exposicédo a luz, nas solucdes de antocianinas em tampéo

citrato/fosfato (pH 3) numa temperatura de 21°C.

1.3.2.4 Copigmentacéo

A reacgdo de copigmentacéo é uma das grandes responsaveis pela estabilidade das
antocianinas na natureza, mantendo, por exemplo, a sua cor viva nos tecidos vegetais, que
possuem pH tipico entre 3,5e 5,5.

Esta reacdo ocorre através de ligacdes de hidrogénio entre os grupos fendlicos das
moléculas de antocianinas e flavonas, onde as moléculas de flavona se intercalam entre
as de antocianina para formar empilhamentos alternados (Wong, 1995). Aminoacidos,
acidos organicos, outros flavonoides e alcaloides, sdo exemplos de compostos que podem
atuar como copigmento de antocianinas (Lopes et al., 2007). A copigmentacao causa um
aumento do comprimento de onda da absor¢cdo maxima no intervalo visivel (efeito
batocrémico), resultante de uma reducdo na distribuicdo de carga local ou na polaridade
da antocianina ap6s a complexacdo com o copigmento, e assim um aumento na
intensidade da cor (Houghton & Hendry, 2012).

1.3.3 Extracdo das antocianinas

A escolha de um método para extrair antocianinas de qualquer uma das suas varias
fontes, depende do propdsito da extracdo e também da natureza das antocianinas
constituintes da matriz. Além disso, € necessario ter conhecimento dos fatores que
influenciam a estrutura e a estabilidade dos compostos antocianicos. Se a finalidade da
extracdo for analisar de forma qualitativa ou quantitativa os pigmentos, é preferivel a
utilizacdo de um método que mantenha os compostos 0 mais proximo possivel do seu
estado natural. Ja, para a utilizacdo como corante/ingrediente alimentar, objetivam-se
fatores como o rendimento que maximiza a extracdo do pigmento, a resisténcia e a

estabilidade da matéria corante (Houghton & Hendry, 2012).
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As antocianinas sdo mais soltveis em solventes polares do que as antocianidinas,
devido a presenca de grupos substituintes (grupos hidroxilo, carboxilo e metilo) e
residuais glucdsidos ligados aos seus anéis aromaticos. Consequentemente, sdo mais
facilmente extraidas em dgua, metanol e/ou etanol do que em solventes ndo-polares. Além
disso, a solubilidade das antocianinas aumenta quando estdo num meio acido, visto que
causa perturbacdo nas membranas celulares da planta e, simultaneamente, dissolvem os
pigmentos sollveis em &gua (Sampaio, 2009), por isso é que normalmente se utilizam
solventes acidificados para extrair este tipo de moléculas. Esta acidificacdo promove
ainda a estabilizacdo das antocianinas, conforme referido na seccao 1.3.2.1.

O meio tradicional e mais comum de extracdo de antocianinas envolve uma
técnica de maceracdo (extracdo solido-liquido), geralmente assistida por energia
calorifica. Conforme Lopes et al., (2007), os métodos convencionais utilizam acido
cloridrico diluido em metanol, onde a solucdo contendo 0,001% v/v de HCI se mostra a
mais efetiva. Apesar de solventes como metanol e acetona serem muito utilizados, quando
0 extrato € destinado para a inddstria cosmética, farmacéutica ou alimentar, o uso deste
tipo de solventes apresenta restricGes devido a toxicidade, alto custo e impacto ambiental
dos residuos (Sampaio, 2009). Neste caso a extracdo é preferivelmente realizada com
etanol ou agua, acidificado(a).

A acidificacdo com HCI serve para manter um pH baixo, no entanto, o uso de
acidos minerais podem alterar a forma nativa dos pigmentos complexos, rompendo
associacfes com metais, copigmentos, entre outros. Desta forma, os acidos organicos
mais fracos, como o acido férmico, acético, citrico e tartarico, ou &cidos mais fortes e
volateis, como o &cido trifluoroacético, tornaram-se mais adequados para serem usados
em solventes de extracdo para este tipo de compostos (Houghton & Hendry, 2012; Lopes
etal., 2007).

Sampaio (2009) também aponta que a temperatura € um fator influente na
eficiéncia da extracdo, como j& mencionado anteriormente. Temperaturas elevadas
facilitam a libertagdo das antocianinas dos vacuolos celulares, aumentando a
permeabilidade do solvente nas estruturas celulares da matriz e reduzindo o tempo de
extragdo. Contudo, temperaturas muito elevadas afetam a estabilidade das antocianinas,
causando degradacdo das mesmas e reduzindo o rendimento da extragéo.

Além da técnica de maceracdo, outra técnica de extracdo de antocianinas muito
utilizada é a extracdo assistida por energia de ultrassons. Este método é capaz de melhorar

a transferéncia de massa, de forma a reduzir o tempo do processo de extra¢do e 0 consumo
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de solvente (Vilkhu, Mawson, Simons, & Bates, 2008). Isto porque, o ultrassom atua
através da propagacdo das ondas ultrassonicas e das forcas de cavitagdo resultante,
fazendo com que bolhas choquem de forma intensa, gerando pressao e consequente rutura
dos tecidos, favorecendo assim a libertacdo das substéancias intracelulares no solvente
(Schons et al., 2017).

Para a otimizacdo do processo de extracdo utilizam-se modelos matematicos,
como a metodologia de superficie de resposta (RSM). Segundo Bezerra et al. (2008) a
RSM ¢ “uma colegdo de técnicas matematicas e estatisticas baseadas no ajuste de uma
equacdo polinomial aos dados experimentais, que deve descrever o comportamento de
um conjunto de dados com o objetivo de fazer previsdes estatisticas”. Com isso, & possivel
obter os parametros de extracdo mais eficientes.

Esta metodologia foi utilizada por Roriz, Barros, Prieto, Morales, & Ferreira
(2017) na otimizacdo das varidveis de extracdo de betacianinas de partes florais de
Gomphrena globosa L. por maceragdo. A RSM foi utilizada no projeto experimental para
testar as variaveis de tempo, temperatura, proporcao etanol-agua, e relacdo sélido-liquido
da extracdo. Num outro estudo (Roriz, Barros, Prieto, Barreiro, et al., 2017) a metodologia
RSM assistiu a otimizacao do processo de extracdo desse corante por micro-ondas (MAE)

e por ultrassons (EAU), também avaliando quatro varidveis de extracéo para cada método.

1.4 Prunus spinosa L. como fonte de antocianinas

Prunus spinosa L., vulgarmente conhecido como abrunheiro, ameixeira brava ou
ameixoeira brava, é um arbusto caducifélio muito espinhoso que da origem ao abrunho,
um fruto do tipo drupa carnuda (Figura 4), que possui sabor acido e adstringente e
coloracdo azul-escuro na maturacdo. Pertence a familia Rosaceae, podendo ser
encontrado por toda a Europa, oeste da Sibéria, Caucaso, sudoeste da Asia e noroeste da
Africa.
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Figura 4: Frutos de Prunus spinosa L. Fonte: <http://flora-on.pt/index.php#/0cED2>. Acesso
em: 07 jan. 2018.

De obtencédo silvestre, esses frutos sdo subexplorados industrialmente, sendo
comumente utilizados na preparacdo de licor (com o fruto, aguardente, acUcar e canela),
tendo também aplicacdo medicinal no alivio da dor intestinal e contra constipacéo, para
além do seu uso animal, como diurético para porcos (Carvalho, 2005). Guimaraes et al.
(2013) descrevem ainda o consumo dos frutos frescos e 0 seu uso como adstringentes e
purgativos.

No geral, as plantas e frutos silvestres sempre foram um elemento importante na
dieta mediterranica, devido a presenca de uma grande variedade de nutrientes e
compostos bioativos, muitas vezes em maior quantidade do que em espécies cultivadas
(Morales et al., 2013).

Segundo estudos recentes, P. spinosa tem demonstrado ser uma boa fonte de
compostos fendlicos, incluindo antocianinas, com um grande potencial antioxidante e
anticarcinogénico. Guimardes et al. (2013) analisaram a composicao fendlica de quatro
espécies de frutos silvestres do nordeste de Portugal. Nesse estudo, os frutos de P. spinosa
apresentaram a maior concentracdo em acidos fendlicos (29,78 mg/100 g de massa seca),
sendo o &cido 3-O-cafeoilquinico 0 mais abundante, e flavonas/ois (57,48 mg/100 g),
entre os quais a quercetina 3-rutinosido (15,63 mg/100 g) foi 0 composto maioritario.
Também foi o fruto que apresentou as maiores concentra¢fes de antocianinas, nas quais
predominaram a cianidina 3-rutinésido e a peonidina 3-rutindsido. Apresentou, ainda, o
perfil de antocianinas mais complexo entre os frutos analisados e os maiores niveis de

acidos fenolicos e flavonoides.
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Nos estudos de bioatividade, Guimarées et al. (2014) avaliaram e compararam as
propriedades antioxidantes e citotoxicas in vitro de extratos ricos em compostos fendlicos
ndo-antocianicos (PE) e extratos ricos em compostos fenolicos antocianicos (AE) de
frutos silvestres de Arbutus unedo L., P. spinosa, Rosa micrantha Borrer ex Sm e Rosa
canina L.. A amostra de P. spinosa PE apresentou um alto potencial antioxidante e foi a
segunda amostra que presentou maior atividade citotoxica, em que 0s principais
contribuintes demonstraram ser os acidos fendlicos e flavonas/dis, presentes no PE. Ja a
amostra de P. spinosa AE, devido a um efeito pro-oxidante das antocianinas, apresentou
menor atividade antioxidante com menor efeito citotdxico, mas ainda significativos.

Barros, Carvalho, Morais, & Ferreira (2010) realizaram uma caracteriza¢ao dos
nutrientes e fitoquimicos com propriedades antioxidantes de trés frutos silvestres, entre
eles estavam incluidos os frutos de P. spinosa. Os frutos analisados apresentaram
fitoquimicos bioativos muito uteis, como fenolicos, vitaminas (&cido ascorbico e
tocoferdis) e carotenoides, além de demonstrarem ter atividade antioxidante.

Através de estudos como estes é possivel dizer que, devido as altas concentragdes
de antocianinas e as demais propriedades funcionais descritas, os frutos de P. spinosa

poderdo ser uma potencial fonte de corantes naturais para uso alimentar a ser explorada.
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2 Objetivos
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O presente estudo teve como objetivo principal o desenvolvimento de um corante
natural alimentar, utilizando como fonte de antocianinas o epicarpo dos frutos de Prunus

spinosa L.

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

especificos:

» Otimizacdo do processo de extracdo de antocianinas comparando duas
técnicas assistidas por diferentes energias fisicas: calor (HAE) e ultrassons
(UAE), aplicando um modelo matematico de analise de superficie de
resposta, utilizando um desenho composto central circunscrito de trés
variaveis e cinco niveis.

» Caracterizacdo e quantificacdo das antocianinas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a um detetor de fotodiodos e a um espetrometro de
massa com uma fonte de ionizacao de electrospray (HPLC-DAD-ESI/MS);

» Avaliacdo do potencial bioativo do extrato corante obtido nas condigdes
Otimas, através de analises de atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
antimicrobiana e citotoxica em células tumorais e ndo-tumorais.

» Incorporacdo do corante obtido pelo processo de extracdo otimizado num
produto alimentar de confeitaria (“beijinhos”), de forma a comprovar a sua
capacidade corante, e analise dos parametros de cor, pH e textura, composicao
nutricional e valor energético logo ap6s a sua preparacdo e durante o

armazenamento.
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3 Materiais e Métodos
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3.1 Material vegetal

Os frutos maduros de P. spinosa foram colhidos em Braganca (Trés-os-Montes,
Nordeste de Portugal) em setembro de 2017, o epicarpo foi separado do resto do fruto,
congelado e liofilizado. Posteriormente, a amostra foi reduzida a um po fino (~ 20 mesh),

e armazenada sob refrigeracdo, protegida da luz para posterior analise.

3.2 Padrdes e reagentes

O solvente acetonitrilo de grau de pureza HPLC foi adquirido na Fisher Scientific
e 0s padrdes (cianidina 3-glucésido e peonidina 3-glucésido) na Polyphenols. O padréo
trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) na empresa Panreac € 0
dicloro-hidrato de 2,2'-azobis(2-amidinopropano) (AAPH) foi adquirido na Sigma-
Aldrich. O éter dietilico era da marca Lab-Scan, e tolueno e acido sulfarico, da marca
Sigma Chemical Co. O soro fetal de bovino (FBS), a solucéo salina balanceada de Hank
(HBSS), a tripsina, a solucdo de penicilina/estreptomicina (100 U/mL e 100 pg/mL), o
RPMI-1640 (meio Insituto Memorial Parque Roswell) e 0 meio DMEM (Meio Eagle
modificado por Dulbecco) foram adquiridos na empresa Hyclone. O acido acético, acido
formico, elipticina, sulforodamina B (SRB), Azul de Trypan, &cido tricloroacético (TCA)
e Tris foram fornecidos pela Sigma-Aldrich. As células RAW 264.7 foram compradas a
ECACC (Coleccéo Europeia de Cultura Celular Animal). O Kit de Reagentes Griess foi
adquirido da Promega. O cloreto de p-iodonitrotetrazolico (INT) foi adquirido na Panreac
Applichem, o caldo triptona de soja (TSB) e o Caldo Mueller Hinton (MHB) na Biolab®.
Os restantes reagentes quimicos utilizados foram adquiridos na Sigma Chemical Co.
Todos o0s outros produtos quimicos eram de grau analitico e obtidos através de
fornecedores comuns. A agua ultrapura utilizada foi tratada num sistema de purificacdo
Milli-Q (Millipore, model A10, Billerica, MA, USA).
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3.3 Otimizacédo do processo de obtencdo de corante a base de antocianinas do

epicarpo de frutos de Prunus spinosa L. comparando duas técnicas de extragado

3.3.1 Procedimentos de extracdo para o epicarpo de frutos de P. Spinosa

3.3.1.1 Extracéo assistida por calor (HAE)

A HAE consiste em colocar a amostra em p6 em contacto com um solvente polar
acidificado a determinada temperatura, sob agitacdo (Wang, Jung, Tomasino, & Zhao,
2016). E um método convencional tipicamente utilizado & escala industrial, dada a sua
simplicidade (Roriz, Barros, Prieto, Morales, et al., 2017). A HAE foi realizada utilizando
banho-maria com agitacdo através de um agitador magnético Cimarec™ sob uma
velocidade fixa (500 rpm, Thermo Scientific). Para minimizar a evaporacdo do solvente,
a extracao foi realizada num frasco fechado. A amostra de epicarpo de frutos de P. spinosa
(1,0 g) foi sujeita a extracdo com 20 mL de solvente (etanol/agua) acidificado (pH 3,
acido citrico) em diferentes condicOes, definidas previamente pelo modelo de RSM
estabelecido (Tabela 4, ver secéo 4.1.2): tempo (t ou X1, 5 a 85 min), temperatura (T ou
X2, 20 a 90°C) e teor de etanol (S ou X3, 0 a 100%). A relacdo sélido-liquido (S/L ou Xa)
foi mantida a 50 g/L.

3.3.1.2 Extracdo assistida por ultrassons (UAE)

A UAE baseia-se na cavitacdo para destruicdo celular e liberagdo de antocianinas
no solvente, reduzindo varidveis como tempo, temperatura e quantidade de solvente
(Agcam, Akyildiz, & Balasubramaniam, 2017). A UAE foi realizada utilizando um
dispositivo ultrassénico (sonicadores QSonica, modelo CL-334) em frequéncia fixa (40
kHz), utilizando como variaveis: poténcia ultrassonica (P) e t, que foram programados de
acordo com o modelo experimental de RSM definido (Tabela 4). Os frascos com
condensadores foram sempre posicionados a mesma distancia do transdutor sem agitacéo
adicional. A P e o t foram controlados a partir do painel do instrumento. Para controlar a
T, isto €, para evitar aguecimento excessivo, foi utilizado um banho de gelo. O epicarpo
em po (2,5 g) foi colocado num gobelé com 50 mL de solvente (etanol/agua) acidificado
(pH 3, &cido citrico) e extraido sob diferentes condicfes: t (ou X1, 5 a 25 min), P (ou Xz,
100 a 400 W) e S (ou X3, 0 2 100%). A S/L (ou X4) foi mantida a 50 g/L.
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3.3.1.3 Processamento da amostra pos-extragéo

No final de cada extracdo (HAE e UAE), as amostras foram centrifugadas (6000
rpm durante 20 min a 10 °C) e filtradas através de filtro de papel Whatman n° 4 para
remocao dos solidos em suspensdo. O sobrenadante foi colhido e dividido em duas
porcdes para anélise de antocianinas por HPLC e para determinacdo do rendimento da
extracdo. A porcdo separada para analise em HPLC (3 mL) foi seca a 35°C e redissolvida
em agua acidificada (solucéo de acido citrico com pH 3) e filtrada através de filtro de
seringa LC (0,22 um), enquanto a porc¢do para determinacao do rendimento de extracédo

(5 mL) foi seca a 105°C durante 48 horas para posterior pesagem.

3.3.2 Identificagéo e quantificagdo de antocianinas por HPLC

Os extratos foram analisados utilizando um sistema Dionex Ultimate 3000 HPLC
(Thermo Scientific) equipado com uma bomba quaternaria, um injetor automatico (a 5
°C), um desgaseificador e um compartimento de coluna com termostato automatizado. A
detecdo dos compostos foi efetuada com detetor de diodos (DAD), usando 0s
comprimentos de onda de 520 nm e acoplado a um detetor de espectrometria de massa
(HPLC-DAD-ESI/MS).

A separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna Waters
Spherisorb S3 ODS-2 C18 (3 um, 4,6 mm x 150 mm, Waters), a 35 °C. A fase mdvel foi
0,1% TFA em &agua (A) e 100% acetonitrilo (B). O gradiente de eluicdo foi de 10% B até
3 min, 10 a 15% B mais 12 min, isocratico 15% B mais 5 min, 15 a 18% B mais 5 min,
18 a 30% B mais 20 min e 30 a 35% mais 5 min, a uma taxa de 0,5 mL/min.

A detecdo de MS foi feita utilizando um espectrometro de massa lon Trap Linear
LTQ XL (ThermoFinnigan), equipado com uma fonte de ionizagao electrospray (ESI). O
gas de arraste utilizado foi 0 azoto (50 psi); o sistema trabalhou com uma voltagem de
spray de 4,8 kV, auma temperatura inicial de 320 °C e tenséo capilar de 14 V. A voltagem
do tube lens offset foi mantida a 75 V. Os espetros foram gravados em modo de i&o
positivo entre 100 e 1500 m/z. A energia de colisdo utilizada foi de 20 (unidades
arbitrarias). Os dados foram recolhidos e analisados utilizando o programa Xcalibur®
(ThermoFinnigan).

As antocianinas presentes nas amostras foram caracterizadas de acordo com o0s
seus espectros UV e massa, e tempos de retengdo em comparagcdo com padrdes auténticos,
quando disponiveis. As antocianinas cianidina 3-rutindsido (C1) e peonidina 3-rutinésido
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(C2) foram os compostos mais relevantes encontrados, e foram, portanto, quantificadas.
Para andlise quantitativa, uma curva de calibracdo de cinco niveis foi obtida atravées da
injecdo de padrdes de concentragdes conhecidas (200-0,3125 pg/mL) de cianidina 3-
glucdsido (y = 146924 x - 671583; R? = 0.9953) e de peonidina 3-glicésido (y = 166905
X - 442698; R? = 0.9965).

3.3.3 Formatos dos valores de resposta para apresentacdo de resultados

A concentracdo dos dois compostos antocianicos (C, C1 ou C2) e a sua soma (C
total, CT) foram utilizados como respostas em cada técnica aplicada. Os resultados foram
expressos de acordo com dois formatos de resposta (Y): Y1, em mg de C por grama de
residuo extraido (mg C/g R), que foi especificamente usado para avaliar a pureza do C
nos extratos; e Y2, em mg de C por g de peso seco de epicarpo do fruto (mg C/g E dw),
que foi utilizado especificamente para analisar o rendimento de extracdo do C. Ambas as
respostas foram igualmente analisadas, mas foram feitas consideragdes adicionais sobre
a tltima (Y2, mg C/g E dw) na apresentacdo dos resultados, uma vez que € considerada
como uma resposta importante quando se trata de otimizacdo e transferéncia industrial.
Dividindo estas respostas, Y2/Y1, obtém-se a quantidade de residuo extraido (g R/g E dw),

que fornece informacGes sobre o terceiro critério de resposta expresso (Rendimento, %).

3.3.4 Desenho experimental, analise de modelos e avaliag&o estatistica

3.3.4.1 Desenho experimental RSM

Foram realizados ensaios baseados num fator de cada vez, ou seja, na analise de
cada uma das varidveis para cada uma das técnicas selecionadas. As varidveis que
originaram mudangas significativas, juntamente com as faixas relevantes, foram
selecionadas para cada uma das técnicas estudadas (Tabela 4). Os efeitos combinados
das trés variaveis definidas foram estudados utilizando um desenho composto central
circunscrito (CCCD), usando cinco niveis para cada um (Heleno et al., 2016), com vinte

e oito combinacGes de respostas.

3.3.4.2 Modelo matematico

Os dados de RSM foram ajustados através do célculo dos minimos quadrados

usando a seguinte equagao polinomial de segunda ordem (Eqg. 1):
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n n-1 n n
Y:b0+iz_l:bixi+iz_1:jzzbijxixj+iz_1:biixi2 (1)

j>i

onde Y € a variavel dependente (variavel de resposta) a ser modelada, Xi e X; definem as
variaveis independentes, bo é 0 coeficiente constante, bi é o coeficiente de efeito linear,
bij é o coeficiente de efeito de interacdo, bii 0 coeficiente de efeito quadratico e n é o
namero de variaveis. Como respostas, foram utilizados os trés formatos de valores: Y1
(mg C/g R), Y2 (mg C/g E dw) e Rendimento (%).

3.3.43 Procedimento para otimizar as variaveis para uma resposta maxima

Um método simplex foi utilizado para otimizar o modelo de previséo, resolvendo
problemas ndo lineares, a fim de maximizar o rendimento da extracdo e a recuperacao de
antocianinas (Vieira et al., 2017). Certas limitagdes foram impostas (por exemplo, 0s
tempos ndo poderiam ser inferiores a 0) para evitar variaveis com condi¢es fisicas nao

naturais e irrealistas.

3.3.4.4 Analise dose-resposta da relagédo sélido-liquido

Uma vez encontradas as condi¢cdes Otimas (X1, X2 e X3), a seguinte etapa de
otimizacdo foi usada para descrever o padrdo da relacdo solido-liquido, S/L (ou Xa,
expresso em g/L). O objetivo foi alcancar condi¢c@es mais produtivas, conforme exigido
pelas aplicacbes industriais. Em todos 0s casos, 0s pontos experimentais seguiram
padrdes de distribuicdo lineares a medida que o S/L aumenta, consequentemente, usaram-
se modelos lineares com ordenada na origem para avaliar as respostas. O valor
paramétrico do declive (m) foi usado para avaliar a dose-resposta. Valores positivos
indicam um aumento nas respostas de extracdo, enquanto valores negativos designam

uma diminuig&o na eficiéncia de extragdo, conforme a S/L aumenta.

3.3.5 Meétodos numéricos, analise estatistica e ilustragdes graficas

Procedimentos de ajustes, estimativas de coeficientes e calculos estatisticos foram
obtidos como descrito anteriormente por outros autores (Prieto & Vazquez, 2014). Em
resumo, a) a determinacdo dos parametros foi realizada utilizando-se o algoritmo quase-
Newton (minimos quadrados), executando a fungdo ‘Solver’ integrada no Microsoft
Excel minimizando as diferencas entre os valores observados e previstos; b) as ilustragoes
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gréficas foram obtidas pelo software ‘DeltaGraph’; c) a significancia dos coeficientes foi
avaliada usando a funcdo 'SolverAid' para determinar seus intervalos (« = 0,05); e d) a
consisténcia do modelo foi comprovada através de varios critérios estatisticos: i) o Teste
de Fisher (= 0,05) foi utilizado para avaliar a adequagéo dos modelos para descrever 0s
dados observados; ii) a funcdo 'SolverStat' foi usada para a avaliacdo das incertezas de
previsdo de pardmetros e modelos (Murado Garcia & Prieto Lage, 2013); e iii) o R2 foi
interpretado como a propor¢do de variabilidade da variavel dependente explicada pelo

modelo.

3.4 Preparacdo de extrato corante a base de antocianinas do epicarpo de frutos de
Prunus spinosa L., seguindo as condicdes Otimas, para estudos de bioatividade

e de incorporacao

Para a obtencdo do extrato corante & base de cianidina 3-rutindsido e peonidina 3-
rutinésido, realizou-se a extracdo do epicarpo de frutos de Prunus spinosa L. seguindo o
processo previamente otimizado. Brevemente, a amostra e o solvente etanol:agua (50:50
v/v) acidificado (pH 3, acido citrico) foram adicionados num frasco na proporc¢éo de 75
g/L e a extracao foi realizada num aparelho de sonda ultrassonica (sonicadores QSonica,
model CL-334) por 5 min a 400 W. As amostras foram centrifugadas (6000 rpm durante
20 min a 10 ° C) e filtradas através de papel filtro Whatman n° 4 para remocao de sélidos
suspensos. O sobrenadante colhido foi evaporado num evaporador rotativo a 35 °C para
remover o etanol, liofilizado (FreeZone 4.5, Labconco) e armazenado sob refrigeracao
para analises posteriores. A cor do extrato obtido foi medido através de um colorimetro
(modelo CR-400, Konica Minolta Sensing Inc.) (Fernandes et al., 2018).
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3.5 Avaliacdo das propriedades bioativas do corante a base de antocianinas do
epicarpo de frutos de Prunus spinosa L. obtido pelo processo de extragéo

otimizado

3.5.1 Atividade antioxidante

3.5.1.1 Inibicdo da peroxidacdo lipidica através de substancias reativas do
acido tiobarbitarico (TBARS)

Para este ensaio preparou-se inicialmente uma suspensao utilizando uma porcéo
de cérebro de porco juntamente com tampdo tris-HCI (20 mM, pH=7,4), que foi
homogeneizada e centrifugada (10 min, 3500 g), recolhendo-se o sobrenadante.

Foram realizadas 10 dilui¢bGes sucessivas do extrato corante a partir de uma
solucdo inicial de concentracdo 5 mg/mL. Estas solucbes (200 pL) foram adicionadas,
em tubos de eppendorf, a acido ascérbico, sulfato de ferro e sobrenadante da suspenséo
de cérebro (100 pL de cada), e os tubos foram incubados a 37 °C por 1 h.

De seguida, adicionou-se &cido tricloroacético (28%, 500 uL) e é&cido
tiobarbitarico (2%, 380 pL) aos tubos, que foram novamente incubados a 80 °C por 20
min. Por fim, os tubos foram centrifugados e mediu-se a absorbancia do sobrenadante a
532 nm.

A percentagem de inibicdo da peroxidacao lipidica (%) foi calculada utilizando a
seguinte férmula: [(A - B) / A] x 100, onde A e B representam a absorvancia do controlo
e da solucdo com o extrato, respetivamente. A concentracao de extrato que fornece 50%
de inibicdo da peroxidacdo lipidica (ECsp) foi calculada a partir do gréafico da percentagem
de inibicdo da formacdo de TBARS em funcéo da concentracdo de extrato. Como controlo

positivo foi utilizado o trolox (Barros et al., 2010).

3.5.1.2 Inibicdo da hemolise oxidativa (OxHLIA)

Para este ensaio foram utilizadas amostras de sangue de ovelha colhidas de
animais saudaveis, as quais foram centrifugadas a 1000 g (5 min, 10 °C) para obtencéo
dos eritrocitos, descartando-se as camadas sobrenadantes. Os eritrocitos recuperados
foram lavados uma vez com NaCl (150 mM) e trés vezes com PBS (pH 7,4) (Evans et al.,
2013). O sedimento de eritrocito foi ressuspenso em PBS a 2,8% (v/v).

Numa microplaca de 48 pocos de fundo plano, esta solucdo de eritrocitos (200 pL)

foi misturada com 400 pL das amostras antioxidantes dissolvidas em PBS, ou com
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solucéo de PBsoxS como controlo, ou com agua para obtencao da hemdlise completa. A
placa foi entdo pré-incubada (37 °C, 10 min) com agitacdo, adicionando-se
posteriormente AAPH (200 uL, 160 mM em PBS) e incubando-se novamente nas mesmas
condicdes. A densidade optica foi medida a 690 nm a cada 10 minutos (Takebayashi,
Iwahashi, Ishimi, & Tai, 2012). O célculo da percentagem da populacéo de eritrocitos que
permaneceu intacta (P) realizou-se da seguinte forma:
P (%) = (St- CHo / So - CHo) x 100
onde St e So correspondem a densidade Optica da amostra nos tempos t e 0 min,
respetivamente, e CHo é a densidade dptica da hemdlise completa a 0 min. Os resultados
foram expressos como tempo de atraso da hemolise (At), sendo obtidos pelo célculo
seguinte:
At (min) = Htso (amostra) - Htso (controle)
onde Htso € 0 tempo hemolitico de 50% (min) obtido graficamente a partir da
curva de hemdlise de cada concentracdo de amostra de antioxidante.
Posteriormente, foram estabelecidas correlagdes lineares entre os valores de At e
as diferentes concentracdes de amostra (Takebayashi et al., 2012). A partir das mesmas,
foi calculada a concentragédo capaz de retardar a hemolise em 60 min (ECso (60 min), Lg/mL)

e 120 min (ECso (120 min), Hg/mL).

3.5.2 Potencial citotéxico em células tumorais e ndo tumorais

Para a avaliacdo da atividade citotoxica do extrato corante foi realizado o ensaio
da Sulforodamina B (SRB) em linhas celulares tumorais humanas e numa cultura primaria
de células hepéticas ndo tumorais. O extrato foi testado em concentracdes de 8 a 0,125
mg/mL, diluido em agua.

Na determinagdo da inibicdo do crescimento de células tumorais foram testadas 4
linhas celulares tumorais humanas: NCI-H460 (carcinoma de pulméo), MCF-7
(carcinoma da mama), HepG2 (carcinoma hepatocelular) e HelLa (carcinoma cervical)
obtidas no DSMZ - Leibniz — Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen. Para isso, utilizou-se o meio de cultura RPMI-1640
contendo FBS (10%), inativado pelo calor, suplementado com glutamina (2 mM),
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). As células foram mantidas numa

incubadora a 37 °C com ar humidificado e 5% de CO..
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Para garantir o desprendimento e desaglomeracdo das células, previamente aos
ensaios foi adicionada tripsina (enzima proteolitica) as culturas de células aderentes. Ap6s
verificado o desprendimento (5 min), as células foram centrifugadas (5 min, 1200 rpm),
coletadas e ressuspendidas em meio RPMI.

As linhas celulares foram preparadas & densidade celular apropriada (1,0 x 10*
células/pogo), utilizando placas de 96 pocos, e incubada por 24 h para ocorrer a fixagdo
das células. Adicionaram-se as concentracBes de extrato a serem testadas a incubou-se
por mais 48 h. Como controlo positivo foi utilizada a elipticina.

Posteriormente, foi adicionado acido tricloroacético frio (10%, 100 pL) para
fixacar as células, deixando-se repousar durante 1 h a 4 °C. Em seguida, as placas foram
lavadas 3 vezes com agua ultrapura e secas ao ar. Adicionou-se solu¢do SRB (0,1% em
1% de &cido acético, 100 pL) e incubou-se a temperatura ambiente por 30 min. As placas
foram, entdo, lavadas com acido acético (1%) para retirar o excesso de SRB e deixadas
secar ao ar. Por fim, a SRB foi solubilizada pela adicdo de tris- (10 mM, 200 pL) e seguiu-
se a leitura da absorbancia a 540 nm, num leitor de microplacas (Biotek ELX800).

Relativamente a avaliacdo do efeito citotoxico em células ndo tumorais, foi
utilizada uma cultura de células preparada a partir de figado de porco obtido num
matadouro local (PLP2). Para isso, o tecido do figado foi lavado com HBSS, uma solugéo
salina que contém penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), e dividido em
explantes que foram colocados em frascos com DMEM suplementado com FBS (10%),
aminoacidos ndo essenciais (2 mM), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100
mg/mL). Os frascos foram incubados a 37 °C em atmosfera humidificada contendo 5%
de CO.. Com a utilizagdo de um microscopio de contraste de fase fez-se um
acompanhamento do crescimento celular, renovando-se 0 meio a cada dois dias.

Estas células foram subcultivadas e preparadas a densidade apropriada (1,0 x 10*
células/poco), utilizando placas de 96 pocos. Foi efetuada a andlise para cada uma das
dilui¢bes do extrato seguindo o ensaio SRB, conforme anteriormente descrito.

Para cada linha celular testada foram obtidas curvas de dose-resposta e foram
calculados os valores de Glsg, correspondentes & concentracdo de extrato que inibe 50%

da proliferacdo celular (Abreu et al., 2011; Corréa et al., 2017).
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3.5.3 Atividade anti-inflamatoria

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria foram utilizadas celulas
macrofagas de rato RAW 264.7, seguindo o procedimento descrito por Corréa et al.
(2015). As culturas de células foram preparadas em meio DMEM suplementado com FBS
(10%), glutamina (1%), amino&cidos ndo essenciais (2 mM), penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 mg/mL), e mantidas a 37 °C com ar humidificado e 5% de CO..

As células com crescimento ativo foram raspadas e ajustadas a uma densidade
celular de 5 x 10° células/mL, com uma propor¢do de células mortas inferior a 5%,
conforme teste de excluséo de Azul de Trypan.

As células foram distribuidas (300 pL/pogo) em microplacas de 96 pocos e
deixadas a aderir e multiplicar por 24 h, incubando a 37°C e 5% de CO.. Em seguida,
foram tratadas com as diferentes solucgdes do extrato corante (15 pL), em concentragdes
de 400 a 1,56 pg/mL, reincubando-se por 1 h. Seguidamente, receberam estimulagdes
com lipopolissacaridos (LPS, 1 pg/mL, 30 pL) durante 24 h. Os controlos negativos
foram preparados sem adicdo de LPS para observacdo de possivel indugdo destes nas
alteracOes dos niveis basais de 6xido nitrico (NO). Para o controlo positivo foi utilizada
dexametasona (50 pM).

A presenca do 6xido nitrico foi determinada pela utilizacdo de um Kit de
Reagentes Griess contendo sulfanilamida, hidrocloreto de N-(1-naftil) etilenodiamina
(NED) e solugdes nitradas. Para isso, 0 sobrenadante da solucdo de células (100 uL) foi
transferido para uma microplaca juntamente com sulfanilamida e solu¢cdo NED, e foram
misturados por 5 a 10 min cada, a temperatura ambiente. Numa microplaca de 96 pocos,
foi preparada uma curva de referéncia para o NaNOz (100 uM a 1,6 uM; y = 0,0066x +
0,1349; R2 = 0,9986). Determinou-se a quantidade de 6xido nitrico produzido através da
medicdo da absorbancia a 540 nm, num leitor de microplacas ELX800 Biotek,
comparando-se com a curva de calibracdo. Por fim, determinou-se a concentracdo de

extrato que provocou 50% de inibi¢do da producdo de NO (ECso, pug/mL).

3.5.4 Atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada utilizando microrganismos
provenientes de isolados clinicos (Centro Hospitalar de Tras-os-Montes e Alto Douro).

Foram usadas nove bactérias:
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Bactérias Gram-positivo: Enterococcus faecalis isolada de urina, Listeria
monocytogenes isolada a partir do fluido da medula cérebro-espinal, Staphylococcus
aureus sensivel a meticilina (MSSA) isolada do exsudado de ferida, e Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) isolada de expetoracéo.

Bactérias Gram-negativo: Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis isoladas
de expetoracdo, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Morganella morganii isoladas
de urina.

A identificacdo dos microrganismos e os testes de suscetibilidade foram feitos
utilizando painéis MicroScan (MicroScan®; Siemens Medical Solutions Diagnostic) pelo
método de microdiluicdo em placa. Os critérios de interpretacdo foram baseados em
Breakpoints Interpretativos, conforme indicado no Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008) e no European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST, 2013).

Para determinar a atividade antimicrobiana do extrato foi utilizado o método de
microdiluigdo em microplaca por ensaio colorimétrico utilizando o corante cloreto de p-
iodonitrotetrazélico (INT) segundo o protocolo de Kuete et al. (2011) com algumas
modificacdes. Foi preparada uma solucdo padrdo a partir do extrato corante dissolvendo
100 mg em 750 pL de meio de cultura Caldo Mueller Hinton (MHB) ou caldo triptona de
soja (TSB) de acordo com o tipo de bactéria e 250 puL de DMSO.

Em seguida, utilizando microplacas de 96 pocos, adicionou-se o extrato corante
diluido em meio de cultura de forma a obter uma concentracéo inicial de 20 mg/mL no
primeiro poco, realizando-se dilui¢cdes sucessivas nos restantes pocos até a concentragdo
de 0,156 mg/mL. Depois de previamente preparado o inéculo bacteriano de 0,5 na escala
de MacFarland (1,5x10®8 UFC/mL), este foi adicionado a todos os pogos (10 pL de
indculo). As microplacas foram incubadas durante 24 h a 37 °C. Os ensaios foram
realizados em duplicado. Foram utilizados 3 controlos negativos: um com meio de cultura
(MHB ou TSB) com DMSO (5%), outro com meio de cultura (MHB ou TSB), in6culo
bacteriano e antibiotico, e outro apenas com o extrato corante. Os antibidticos utilizados
foram a vancomicina para as bactérias Gram-positivo e a ampicilina e imipenem para as
Gram-negativo. Foi ainda realizado um controlo positivo com bactéria e meio de cultura
(MHB/TSB) com 5% de DMSO.

Apols 24 horas de incubacdo foi adicionado 40 pL de INT (0,2 mg/mL) as
microplacas e reincubou-se a 37 °C durante 30 min. Os organismos viaveis provocaram

uma alteracdo na cor de amarelo a cor-de-rosa. A Concentracdo minima inibitéria (MIC)
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foi definida como sendo a menor concentracdo de extrato para inibir o crescimento

bacteriano.

3.6 Estudo daincorporacao do extrato corante a base de antocianinas do epicarpo

de frutos de Prunus spinosa L. num produto de confeitaria

3.6.1 Preparagdo dos “beijinhos”

Para a preparacdo da massa base dos “beijinhos” foram utilizados 800 g de leite
condensado, 200 g de natas e 24 g de manteiga. Estes ingredientes foram aquecidos
utilizando uma temperatura moderada, mexendo constantemente até a massa atingir uma
consisténcia suficiente para se desprender do fundo da panela. De seguida, interrompeu-
se 0 aquecimento, adicionaram-se 4,8 g de acido citrico e separou-se a massa em duas
partes iguais. Uma das partes da massa foi utilizada como controlo (sem adicdo de
qualquer corante) e a outra parte foram adicionados 2,4 g de extrato corante de epicarpo
de frutos de P. spinosa. Apos arrefecimento, as partes de massa foram subdivididas em
porcdes de 10 g, enroladas em bolas de modo a obter o formato tipico de apresentacao
deste doce, organizadas conforme o tempo de armazenamento, TO (dia da preparacéo) e
T1 (dia posterior a preparacao), e mantidas em refrigeracdo (4 ° C) para posterior analise.

3.6.2 Avaliagdo dos parametros de cor, pH e textura das amostras de

“beijinhos”.

Os parametros de pH, cor e textura foram analisados nos tempos de
armazenamento TO e T1. O pH foi medido em triplicado diretamente em trés diferentes
porgdes de cada amostra utilizando um medidor de pH HI 99,161 (Hanna Instruments).

A cor foi medida em trés pontos diferentes de trés porcOes de cada amostra
utilizando um colorimetro (modelo CR-400, Konica Minolta Sensing Inc.). Foram
utilizados o iluminante C e uma abertura do diafragma de 8 mm, onde os valores de
espaco de cor CIE L* (luminosidade), a* (verde/vermelho) e b* (azul/amarelo) foram
registados usando um software de dados “Spectra Magic Nx” (versio CM-S100W
2.03.0006) (Fernandes et al., 2018).
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A textura foi determinada em triplicado para cada amostra utilizando um
equipamento TA. XT. Plus Texture Analyser (Stable Micro System) com um disco de
acrilico (40 mm) de forma a medir os seguintes parametros: dureza, adesividade,
resiliéncia, coesao, elasticidade, gomosidade e mastigabilidade. As amostras tinham 25
mm de didmetro e as velocidades de subida e de descida da sonda foram 1 mm/s e 5 mm/s,

respectivamente.

3.6.3 Avaliagdo da composi¢do nutricional e do valor energético das amostras

de “beijinhos”.

As amostras foram previamente liofilizadas (FreeZone 4.5, Labconco), trituradas
para obtencao de um p6 homogéneo e armazenadas sob refrigeracédo (4 °C) para posterior
analise. Para determinar a composicdo em macronutrientes e o valor energético das
amostras de “beijinhos”, foram analisados os teores de humidade, cinzas, gordura,
proteinas e hidratos de carbono, conforme os procedimentos da AOAC (2016). O teor de
humidade foi determinado pela diferenca de massa obtida no processo de secagem a 105
°C das amostras. As cinzas foram obtidas pela diferenca de massa na incineracao de 0,25
g de amostra a 550 °C + 5 °C por 15 horas. O teor de gordura total foi determinado pela
extracdo de 5 g de amostra conforme o método de Rose-Gottlieb. As proteinas totais
(Nx6,38) foram obtidas pela técnica macro-Kjeldahl utilizando 0,5 g de amostras. Os
hidratos de carbono (g/100 g fw) foram obtidos pelo célculo de diferenca: 100 — (massa
de gordura (g/100 g fw) + massa de proteinas (g/100 g fw) + massa de cinzas (g/100 g
fw)). A energia (kcal/100g fw) foi calculada atraves da equacdo: 9 x massa de gordura
(9/100 g fw) + 4 x (massa de proteinas (g/100 g fw) + massa de hidratos de carbono
(9/100 g fw)).

3.6.3.1 Acucares livres

A determinacdo dos agucares livres foi realizada conforme descrito por Barros et
al. (2013). As amostras previamente deslipidificadas (1 g) foram enriquecidas com 1 mL
de padrdo interno melezitose (PI, 25 mg/mL) e sujeitas a um processo de extragdo com
etanol (40 mL, 80%) a 80 °C, durante 90 min. A suspensédo obtida foi centrifugada (10
min, 15000 g) e o sobrenadante foi colhido e concentrado a pressdo reduzida, a 40 °C.
Foram efetuadas lavagens sucessivas com éter dietilico para remogdo de vestigios de

gordura. Apds nova concentragdo a 40 °C, os residuos sélidos foram dissolvidos em agua
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para um volume final de 5 mL e filtrados para vials. A composi¢do em acucares livres
foi, entdo, determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor
de indice de refracdo (HPLC-RI), estando o sistema HPLC (Knauer, sistema Smartline)
equipado com um detetor de RI (Knauer, Smartline 2300) e uma coluna 100-5 NH>
Eurospher (4,6 x 250 mm, 5 mm, Knauer), operando a 35 °C. Ultilizou-se
acetonitrilo/agua ultrapura, 70:30 (v/v) num caudal de 1 mL/min, como fase movel.
Obteve-se a identificacdo dos agucares por comparacao dos tempos de retencao relativos
dos picos das amostras com padrdes. A quantificacdo foi efetuada pelo método do padrédo
interno utilizando o software Software Clarity 2.4 (DataApex) e os resultados foram

expressos em g por 100 g de massa fresca.

3.6.3.2 Acidos gordos

Os acidos gordos foram determinados conforme descrito anteriormente por Barros
et al. (2013), utilizando cromatografia gasosa com detecdo por ionizagao de chama (GC-
FID), com processo prévio de trans-esterificacdo. Adicionaram-se 5 ml de metanol/acido
sulfurico/tolueno 2:1:1 (v/v/v) as massas de gordura obtidas pela extracdo no método de
Rose-Gottlieb das amostras de “beijinhos” e colocou-se em banho com agitacdo a 50 °C
por 15 horas. Com recurso a agitacdo em vortex entre cada etapa, adicionaram-se 3 ml de
agua para separacdo de fases e 3 mL de éter dietilico para recuperacdo da FAME (ésteres
metilicos de &cidos gordos). O sobrenadante foi recuperado, passado por sulfato de sédio
anidro para remogdo de residuos de agua e filtrado com filtro de nylon 0,2 pum Milipore
para vials. O perfil de &cidos gordos foi determinado utilizando um GC modelo DANI
1000 equipado com um injetor split/splitless, um detetor de ionizacdo de chama (FID) e
uma coluna Macherey Nagel (30 m x 0,32 mm x 0,25 um). A temperatura do forno foi
programada da seguinte forma: temperatura inicial da coluna a 50 °C por 2 min; aumento
da temperatura em 30 °C/min até 125 °C, 5 °C/min até 160 °C, 20 °C/min até 180 °C, 3
°C/min até 200 °C e 20 °C/min até 220 °C, temperatura a que se manteve durante 15 min.
Utilizou-se hidrogénio como gés de transporte com um caudal de 4,0 mL/min (0,61 bar),
medido a 50 °C. A injecdo split (1:40) foi realizada a 250 °C. Foram utilizadas injecGes
de 1 pL de amostra para cada andlise. A identifica¢do de acidos gordos foi realizada com
base nos tempos de retencao relativos dos picos da amostra por comparagdo com padrdes.
Os resultados foram processados usando o Software CSW 1,7 (DataApex 1,7) e expressos

em percentagem relativa de cada acido gordo.
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3.6.4 Anadlise estatistica dos parametros fisico-quimicos e reologicos dos

“beijinhos”

Foram analisadas trés amostras independentes de “beijinhos” e cada amostra foi
caracterizada em triplicado. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Os
testes estatisticos foram aplicados considerando um valor de 0=0,05 (95% de confianca),
utilizando o software IBM SPSS Statistics for Windows, versao 22.0. (IBM Corp.).

Foi feita uma andlise de variancia (ANOVA), com base no teste de Tukey (quando
se verificou homoscedasticidade das distribui¢des) ou no teste de Tamhane’s T2
(distribuicGes heteroscedésticas) para conseguir classificar as diferencas estatisticas entre
os diferentes parametros avaliados em cada um dos “beijinhos”. O cumprimento dos
requisitos da ANOVA, especificamente a normalidade da distribuicdo dos resultados e a
homogeneidade das variancias, foi verificado através do teste de Shapiro Wilk e do teste

de Levene, respetivamente.
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4 Resultados e
Discussao
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4.1 Otimizacdo do processo de obtencdo de corante a base de antocianinas do

epicarpo de frutos de Prunus spinosa L. comparando duas técnicas de extracéo

4.1.1 Aspetos gerais

As antocianinas sdo pigmentos naturais pertencentes ao grupo dos compostos
fendlicos e dentro da classe dos flavonoides, e que apresentam uma gama de cores entre
vermelho, azul e violeta caracteristicas de varias frutas e vegetais (Hernandez-Herrero &
Frutos, 2011). Além dos seus varios beneficios fisioldgicos, tem havido um crescente
interesse por estes compostos devido as suas propriedades corantes (Bouras et al., 2015;
Olivas-Aguirre et al., 2016). Tal como acontece com outras espécies de Prunus, o0s
compostos antocianicos podem ser encontrados nos frutos de P. spinosa em niveis
elevados, sendo estes responsaveis pela sua coloracao tipica (leri, Pinelli, & Romani,
2012; Usenik, Fab¢i¢, & Stampar, 2008). Para além disso, os frutos de P. spinosa
constituem uma fonte subexplorada, dos quais ndo foram encontrados documentos sobre
o uso industrial ou em grande escala. Assim, no presente trabalho, foram utilizados frutos
de P. spinosa, com a finalidade de explorar a sua composi¢do em antocianinas e promover
um maior valor comercial destes frutos silvestres, mais especificamente do epicarpo, por
apresentar uma cor muito mais intensa que a polpa e, portanto, maior concentragéo de
antocianinas e menos compostos interferentes no processo de extracdo (por exemplo,
acucares).

O estudo foi conduzido selecionando duas técnicas relevantes de sélido-liquido
para a extracdo de antocianinas, sendo utilizado um método convencional (HAE) e outro
alternativo (UAE). A extracdo assistida por calor (HAE, ou maceracdo) € o método de
extracdo solido-liquido convencional para obter antocianinas a partir de matrizes de
plantas, sendo uma técnica simples, com baixos requisitos em termos de equipamentos,
mas que muitas vezes envolve longos tempos de extracdo e exige altas temperaturas. De
entre os procedimentos ndo convencionais aplicados a extracdo de antocianinas, as
técnicas de extracdo assistidas por ultrassons, microondas e fluidos supercriticos tém
atraido, nos ultimos anos, a atencéo de industriais e investigadores (Roriz, Barros, Prieto,
Morales, et al., 2017; Zhu et al., 2016). Em relacdo a extracdo assistida por ultrassons
(UAE), esta & considerada uma alternativa de baixo custo, simples e eficiente

comparativamente as técnicas convencionais (Agcam et al., 2017).
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Os parametros considerados na otimizacdo da extracdo (tempo, temperatura
(HAE) ou poténcia (UAE), concentracdo de solvente, e relacdo sélido-liquido) e os
valores centrais aplicados ao modelo RSM foram determinados com base na experiéncia
do grupo de investigacdo, onde estes parametros demonstraram anteriormente serem 0s
mais influentes (Lopez et al., 2018), e em complemento com ensaios prévios para
confirmacéo (ver secdo 3.3.4). Os solventes de extragdo classicos utilizados para extracéo
de compostos antocianicos sdo agua, solventes polares (por exemplo, metanol e etanol) e
misturas de solventes organicos aquosos (Pifieiro, Palma, & Barroso, 2004; Vuong,
Golding, Nguyen, & Roach, 2010). Como solvente de extracédo foi selecionada a mistura
binéria de etanol e dgua (concentracdo de etanol variando de 0 a100%), por se tratarem
de solventes “verdes”. Para promover a estabilidade dos compostos antocianicos, 0s
solventes foram acidificados (pH 3) com &cido citrico, o que é permitido na industria
alimentar em niveis “Quantum satis” (Regulamento (UE) n°® 1129/2011, 2011).

4.1.2 Modelos de superficie de resposta tedrica dos critérios de resposta

utilizados para a anélise de RSM e verificacdo estatistica

A metodologia de superficie de resposta (RSM) é uma ferramenta Gtil para avaliar
os efeitos de multiplas variaveis e as suas interacBes em uma ou mais respostas, como a
extracdo de antocianinas. O CCCD ¢é uma forma popular de RSM e tem sido aplicado por
varios investigadores na otimizacdo de diversos métodos de processamento de alimentos
(Bezerra et al., 2008). A Figura 6 ilustra um resumo abrangente das diferentes etapas
realizadas na otimizacdo da recuperacdo de antocianinas do epicarpo de frutos de P.
spinosa.

A cianidina 3-rutinésido ([M+H]* at m/z 595) e a peonidina 3-rutindsido ([M+H]*
at m/z 609) foram as antocianinas identificadas por HPLC-DAD-ESI/MS no epicarpo de
frutos de P. spinosa, sendo a primeira presente em maior quantidade (Figura 5). Num
estudo anterior, estes compostos antocianicos também foram identificados em extratos de
frutos inteiros de P. spinosa, em quantidades predominantes (Guimaraes et al., 2013).
Considerando que a capacidade corante destes extratos pode ser atribuida principalmente
aos compostos referidos, a metodologia CCCD descrita foi aplicada no presente trabalho

com a finalidade de maximizar a sua extracao.
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Figura 5: Representacdo do perfil cromatografico dos compostos cianidina 3-rutinésido e
peonidina 3-rutindsido do extrato do epicarpo dos frutos de P. spinosa, obtido por HPLC-DAD a
520 nm. O tempo de retencdo (TR) é apresentado junto ao pico.

Os formatos de resposta utilizados para otimizar a extragdo de antocianinas (Y1,
mg C/g R; Y2, mg C/g E dw e Rendimento, %), para cada uma das técnicas de extracdo
aplicadas (HAE e UAE), de acordo com o0 CCCD sao mostrados na Tabela 4. Os valores
paramétricos do modelo polinomial de segunda ordem da Eq. (1) obtidos ap6s o ajuste
dos valores do formato de resposta de extracdo e as informagdes estatisticas
correspondentes (« = 0,05) sdo apresentadas na Tabela 5. O procedimento de ajuste da
Eqg. (1) aplicado as respostas experimentais foi realizado usando estimativas de minimos
quadrados ndo lineares. Os valores considerados nédo significativos (ns) foram excluidos.

A andlise de regressdo mostrou um efeito positivo e altamente significativo dos
termos lineares de T e P, e um efeito negativo muito significativo do termo quadratico de
S. O termo quadratico de P afetou moderadamente o processo estudado. Em geral, o
aumento de S causa uma diminui¢do na eficiéncia de extracdo, mas o seu efeito interativo
comte T (HAE) ou P (UAE) causa uma influéncia mais favoravel, especialmente na
HAE. Portanto, a equacéo preditiva final para descrever a extragdo de compostos totais
usando termos significativos é apresentada na Tabela 6.

Uma vez que os modelos sdo validados por analise estatistica (Tabela 5), é
possivel determinar os valores 6timos absolutos/relativos das condi¢es variaveis para
maximizar as respostas individualmente e globalmente, a fim de obter as condicGes de
extracdo mais eficientes. A Tabela 7 mostra os valores de resposta 6tima individual e
global e as condicGes correspondentes para as técnicas de extracdo HAE e UAE de acordo
com os trés formatos de valores de resposta (Y1, mg C/g R; Y2, mg C/g E dw e Rendimento,
%) para cada antocianina avaliada (C1 e C2), e para o conteudo total de antocianinas (CT
=C1+ C2).
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Embora os valores paramétricos mostram as respostas que possam ser usados para
entender os padrdes das respostas, a melhor forma de expressar os efeitos de qualquer
variavel independente na extracdo de qualquer tipo de resposta é gerar graficos de
superficie 3D e/ou de contorno, variando duas varidveis na faixa experimental sob estudo
e mantendo as outras variaveis no seu nivel 6timo. A este respeito, a Figura 7 e a Figura
8 mostram os graficos 3D de superficie de resposta e os gréaficos de contorno,
respetivamente, representando a influéncia dos efeitos estudados dos parametros HAE e
UAE no comportamento de extracdo. Os graficos permitem visualizar a influéncia e
interacdo entre as variaveis. A andlise visual dos graficos de superficie 3D e de contorno
esta de acordo com os valores paramétricos derivados da analise de regressdo multipla,
conforme descrito na Tabela 5 e na Tabela 6. A se¢do a seguir descrevera os padrdes de

resposta.
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Figura 6: Diagrama das diferentes etapas executadas para otimizar as condi¢des que maximizam
as respostas de extragdo (Y1, mg C/g R e Y, mg C/g E dw) de antocianinas e o residuo total

extraido (Rendimento, %).
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Tabela 4: Resultados experimentais de RSM do CCCD para a otimizacdo das trés principais variaveis envolvidas (X1, X2 e X3) na HAE e na UAE para
os trés formatos de valores de resposta avaliados (Y1, mg C/g R; Y2, mg C/g E dw e Rendimento, %). Descricdo de variaveis, valores naturais e intervalos.
Trés repeticOes foram realizadas para cada condicdo e para cada técnica.

DESENHO EXPERIMENTAL HAE UAE
VALORES c CONTEUDO CONTEUDO ‘ CONTEUDO CONTEUDO
CODIFICADOS HAE UAE RESIDUO INDIVIDUAL TOTAL RESIDUO INDIVIDUAL TOTAL
X X X Xiit Xo: TX3: S Xiit Xo: PXs:S Rendimento YiC1 Y:C2 Y,Cl Y,C2 VYiCT Y.CT Rendimento Y:Cl YiC2 Y,Cl1 Y,C2 YiCT Y.CT
! 2 3 min °C % min W % % mg/gR mg/gR mg/gE mg/gE mg/gR mg/gE % mg/gR mg/gR mg/gE mg/gE  mg/gR mg/gE

1 -1 -1 -1 21,2 342203 9,1 160,820,3 53,75 6,65 3,04 358 164 9,73 521 61,24 926 365 567 224 1291 7091
2 -1 -1 1 21,2 34,279,7 9,1 160,879,7 45,43 754 465 342 211 1222 554 52,87 945 444 500 235 1389 734
3 -1 1 -1 21,2 75,8203 9,1 339,220,3 57,26 6,08 281 348 161 8,78 5,09 70,17 896 344 6,29 241 12,40 8,70
4 -1 1 1 21,2 75,8 79,7 9,1 339,279,7 48,85 835 4,44 4,08 217 12,74 6,25 58,80 936 451 550 265 1387 8,15
5 1 -1 -1 688 34,2203 20,9 160,820,3 55,45 6,88 290 382 161 966 542 59,12 10,66 3,69 6,30 2,18 1435 8,48
6 1 -1 1 68,8 34,2 79,7 20,9 160,879,7 50,00 10,05 4,05 5,03 2,02 14,03 7,05 55,22 8,99 4,14 497 229 1314 7,25
7 1 1 -1 688 758 20,3 20,9339,220,3 60,18 6,72 2,81 4,04 169 937 573 67,05 8,79 2,86 590 192 1165 7,82
8 1 1 1 68,8 75,8 79,7 20,9 339,279,7 53,09 1101 439 584 233 1526 8,17 57,19 8,69 424 497 242 12,92 7,39
9 -168 0 0 5 55 50 5 250 50 53,88 8,15 3,80 4,39 205 12,01 6,44 68,58 10,53 4,77 7,22 3,27 1530 10,49
10 168 O 0 85 55 50 25 250 50 56,51 9,09 370 514 209 12,74 723 56,13 10,14 456 5,69 256 14,71 8,25
11 0 -168 0 45 20 50 15 100 50 49,49 1109 4,70 549 233 1559 7,82 55,99 12,41 545 695 305 17,86 10,00
12 0 168 O 45 90 50 15 400 50 60,78 8,68 342 527 208 119 7,36 76,95 10,60 440 8,16 3,38 1500 11,54
13 O 0 -168 45 55 O 15 250 O 54,73 381 163 209 089 546 298 50,18 822 192 412 119 10,14 531
14 0 0 168 45 55 100 15 250 100 47,62 568 269 270 128 8,23 3,99 3440 1106 115 381 039 1221 4,20
15 -168 -168 -168 5 20 O 5 100 O 54,39 424 185 230 101 6,01 331 47,94 815 373 391 179 1188 5,69
16 -1,68 -1,68 1,68 5 20 100 5 100 100 36,34 245 165 089 060 412 149 33,12 6,25 150 2,07 050 7,75 257
17 -168 168 -168 5 90 O 5 400 O 56,79 353 159 200 090 513 290 61,16 10,89 446 6,66 2,73 1536 9,39
18 -1,68 1,68 1,68 5 90 100 5 400 100 47,24 451 239 213 113 688 3,26 28,92 1157 4,64 334 134 16,21 4,69
19 168 -168 -168 85 20 O 25 100 O 51,72 445 200 230 1,03 6,40 3,33 45,30 9,99 455 453 206 1454 6,59
20 168 -168 1,68 8 20 100 25 100 100 39,88 446 175 178 0,70 6,21 2,48 28,91 960 1,71 2,78 050 11,31 3,27
21 168 168 -168 85 90 O 25 400 O 64,04 2,14 0,78 137 050 295 1,87 51,96 9,85 3,88 512 202 1373 7,13
22 168 168 168 85 90 100 25 400 100 61,84 6,75 282 417 174 954 5091 2334 10,08 372 235 0,87 1380 3,22
23 0 0 0 45 55 50 15 250 50 56,07 8,65 3,78 485 212 1253 6,97 65,72 10,85 450 7,13 296 1535 10,08
24 0 0 0 45 55 50 15 250 50 56,55 8,79 4,13 497 234 1300 731 6590 10,93 434 7,20 286 1527 10,06
25 0 0 0 45 55 50 15 250 50 54,57 8,99 4,09 491 223 1322 7,14 66,06 10,44 4,04 6,89 2,67 14,47 9,56
26 0 0 0 45 55 50 15 250 50 54,35 8,65 3,78 4,70 205 12,36 6,76 67,94 11,08 435 7,53 29 1543 10,48
27 0 0 0 45 55 50 15 250 50 54,57 926 4,20 5,02 227 1333 7,14 67,80 10,27 4,09 696 2,77 1436 9,74
28 0 0 0 45 55 50 15 250 50 54,35 9,12 418 5,02 230 13,37 6,76 68,10 10,26 3,92 699 2,67 14,18 9,66
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Tabela 5: Resultados paramétricos da equacdo polinomial de segunda ordem da Eq. (1) para as
técnicas de HAE e UAE avaliadas e em termos do comportamento de extracao dos trés formatos
de valores de resposta (Y1, mg C/g R; Y2, mg C/g E dw e Rendimento,%), de acordo com o0 CCCD
com 5 niveis (Tabela 4). O subscrito paramétrico 1, 2 e 3 representa as variaveis envolvidas t
(X1), Tou P (X2) e S (X3), respetivamente. A anélise de significancia dos parametros (o = 0,05) é
apresentada em valores codificados. Além disso, € apresentada a informacdo estatistica do
procedimento de adaptacdo ao modelo.

.~ RESIDUO CONTEUDO INDIVIDUAL CONTEUDO TOTAL
PARAMETROS -
Rendimento Y.C1 Y.C2 Y.C1 Y,C2 Y,.CT Y,CT
HAE
ggf&dg bo  54,86+0,72 9,3540,38  4,15+0,19 50740,17  2,26+0,08  13,48+055  7,29+0,23
Ereite | D 1,54+0,43 0334021 ns 0.25+0.09 ns 0.28+0.21  0.26+0,13
“n;ar be 3,12+0,43 ns ns 0,1540,09  0,05+0,02 ns 0,1940,13
bs  -3,07+0,43 0,56£0,21 0,33+0,11 0,17+0,09  0,11+0,05 0,88+0,31  0,27+0,13
Efeito  bu ns 10,26+0,21  -0,09+0,07 -0,10+0,05  -0,05#0,03  -0,35+0,26  -0,16%0,15
quadratico bz ns ns ns ns ns ns ns
bss  -1,24+0,42  -160+0,26 -0,69+0,13 -0,94+011 -0,40+0,06  -2,26+0,37  -1,33+0,15
Efeito b1z 0,78+0,31 ns ns ns ns ns ns
interative P2 0,54+0,31 0,264¢0,15 0,04+0,02 0,18+0,07  0,04+0,03 0,3140,22  0,22+0,09
bas 0,69+0,31 0,314¢0,15 0,14+#0,08 0,21+0,07  0,09+0,03 0,45:0,22  0,29+0,09
Estatisticas (R?) 0,9375 0,9100 0,8755 0,9443 0,9272 0,9046 0,9489
UAE
ggf{;‘edrﬁ bo  6811#1,70  10,42+0,47 4,10+0,28 6,98+0,22  2,83+0,13  14,46+0,62  9,75+0,31
Efeito D -L70:0,06 ns ns 20,13+0,12  -0,10+0,07 ns 20,2240,17
Toa D2 2,12+0,96 0,23+0,21 0,18+#0,15 0,25+0,12  0,14+0,07 0,374¢0,35  0,360,17
bs  -6,46+0,96 ns -0,1620,15 -0,55+0,12  -0,26+0,07 ns -0,8240,17
Efeito bu -2,29+1,16 ns 0,26+0,20 -0,13+0,11 ns ns ns
quadratico bz ns ns 0,35+0,20 ns 0,19+0,09 0,66+0,42 0,27+0,21
bss  -7,33+1,16  -0,36+0,27 -0,84+0,20 -1,02+0,15 -0,68+0,09  -122+042  -1,84+0,21
R ns 0,34%0,20  -0,11#0,11 -0,18+0,09  -0,0740,05  -0,46+0,25  -0,23%0,12
interativo b1s ns ns ns ns ns ns ns
bs  -1,29+0,69 0,1740,10 0,22+#0,11 -0,08+0,05 ns 0,4120,25 ns
Estatisticas (R?) 0,9431 0,7825 0,9032 0,9316 0,9035 0,8986 0,9380
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Tabela 6: Modelos matematicos do processo de extracdo derivados do modelo polinomial de segunda ordem com interacdo descrita na Eq. (1) em termos
dos valores codificados.

Para o formato de resposta Y: (mg C/g R):

Cianidina 3-rutinésido (C1): HAEfll = 9,35+ 0,33t + 0,565 — 0,26t% — 1,6052 + 0,26tS + 0,31TS Eq.(2)
HAE Peonidina 3-rutinésido (C2): HAEff = 4,15+ 0,335 — 0,09t% — 0,695 + 0,04tS + 0,14TS Eq.(3)
CT (C1+C2): HAEflT = 13,48 + 0,28t + 0,885 — 0,35t% — 2,265% + 0,31tS + 0,45TS Eq.(4)
Cianidina 3-rutinésido (C1): UAEfll =10,42 + 0,23P — 0,365% — 0,34tP + 0,17PS Eq.(5)
UAE Peonidina 3-rutindsido (C2): UAEff = 4,10+ 0,18P — 0,16S + 0,26t% + 0,35P2? — 0,845% — 0,11tP + 0,22PS Eq.(6)
CT (C1+C2): UAEflT = 14,46 + 0,37P + 0,66P% — 1,225% — 0,46tP + 0,41PS Eq.(7)
Para o formato de resposta Y, (mg C/g E dw):
Cianidina 3-rutinésido (C1): HAES; = 5,07 + 0,25t + 0,15T + 0,175 — 0,10t? — 0,9452 + 0,18tS + 0,21TS Eq.(8)
HAE Peonidina 3-rutindsido (C2): HAEYC; = 2,26 + 0,05T + 0,11S — 0,05t% — 0,4052 + 0,04tS + 0,09TS Eq.(9)
CT (C1+C2): HAESZT = 7,29 + 0,26t + 0,19T + 0,27S — 0,16t% — 1,335% + 0,22tS + 0,29TS Eq.(10)
Cianidina 3-rutinésido (C1): UAE;,:; = 6,98 — 0,13t + 0,25P — 0,555 — 0,13t? — 1,0252 — 0,18tP — 0,08PS Eq.(11)
UAE Peonidina 3-rutindsido (C2): UAE,ZZ = 2,83 — 0,10t + 0,14P — 0,265 + 0,19P? — 0,685 — 0,07tP Eq.(12)
CT (C1+C2): UAEfZT =9,75 — 0,22t + 0,36P — 0,825 + 0,27P? — 1,845% — 0,23tP Eq.(13)
Para o formato de resposta Rendimento (%6):
HAE Rendimento: HAE pondimento = 54,86 + 1,54t + 3,12T — 3,075 — 1,24S* + 0,78tT + 0,54tS + 0,69TS Eq.(14)
UAE Rendimento: UAE gendimento = 68,11 — 1,70t + 2,12P — 6,468 — 2,29t> — 7,335* — 1,29PS Eq.(15)
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Tabela 7: CondicGes das variaveis em valores naturais que levam a valores 6timos de resposta
para RSM usando um CCCD para cada uma das técnicas de extracdo avaliadas (HAE e UAE),
para os trés formatos de valores de resposta (Y1, mg C/g R; Y2, mg C/g E dw; e Rendimento,%)

para cada composto avaliado (C1 e C2) e para o total de compostos (CT = C1 + C2).

CONDICOES VARIAVEIS OTIMAS

CRITERIO @im % TCOmPW)  xes@) RESPOSTAOTIMIZADA
A) Condicgbes variaveis 6timas individuais
‘Rendimento 85,00+8,50 90,00+4,50 38,01+3,04 65,10+3,91 %
Cl 64,8945,19 90,0048,10 62,01£3,10 9,71+0,49 mg C1/g R
Y1 C2 47,18+3,30 90,00+7,20 62,22+6,22 4,27+0,34 mg C2/g R
HAE CT 58,85%5,89 90,00+9,00 61,97+6,20 13,89+0,14 mg CT/gR
Cl 84,27+0,84 90,00+3,60 63,11+£3,79 5,64+0,51 mg C1/g E dw
Y. C2 48,06+1,92 90,00+0,90 59,98+3,60 2,38+0,21 mg C2/g E dw
CT 70,76+5,66 90,00+4,50 60,82+3,04 7,89+0,55 mg CT/g E dw
Rendimento 12,79+0,51  400,00+32,00 32,51+1,95 74534224 %
Cl1 5,000,100  400,00+28,00 61,80£1,85 11,82+0,71 mg C1/g R
Y. C2 5,00+£0,10  400,00+28,00 53,58+1,07 6,45+0,45 mg C2/g R
UAE CT 5,000,210  400,00£20,00 58,39+4,09 18,32+1,47 mg CT/gR
Cl1 5,00x0,50  400,00+4,00 40,11+2,81 7,88+0,16 mg C1/g E dw
Y. C2 5,00+£0,40  400,00+28,00 44,35+4,43 3,96+0,28 mg C2/g E dw
CT  5,00£0,35 400,00£20,00 43,37+4,34 12,23+0,86 mg CT/g E dw
B) Condigdes variaveis 6timas globais
Rendimento 50,89£305 %
c1 9,71+0,29 mgCl/gR
Y1 C2 4,22+40,13  mgC2/gR
HAE CT  49,02+2,94 90,00+7,20 50,00%0,50 13,93+0,42 mg CT/g R
c1 5,57+0,11  mg Cl/g E dw
Y. C2 2,36+0,05  mg C2/g E dw
CT 7,93+0,08 mg CT/g E dw
Rendimento 68,60£2,06 %
C1 11,74+0,23 mg C1/g R
Y1 C2 6,43+0,32 mg C2/g R
UAE CT 5,00+0,15 400,00£32,00 47,98+2,88 18,17+£1,82 mg CT/g R
C1 7,81+0,47 mg C1/g E dw
Y2 C2 3,95+0,24 mg C2/g E dw
CT 11,76+0,82 mg CT/g E dw
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Figura 7: Mostra os resultados gréaficos do HAE e UAE para o rendimento de extracdo do material residual obtido e o total de antocianinas detectados
em termos de dois formatos de resposta (Y1, mg C/g R e Y2, mg C/g E dw). Cada figura é dividida em duas partes. Parte A: Mostra a analise grafica por
superficies de rede que representa a superficie de resposta 3D prevista com o polindmio de segunda ordem da Eq. (1). As acdes binarias entre as variaveis
sdo apresentadas quando a variavel excluida é posicionada no 6timo individual (Tabela 7). Parte B:ilustra a adequacdo do ajuste, sendo usados dois
critérios graficos basicos de estatistica. O primeiro é a capacidade de simular as mudancas da resposta entre os dados previstos e observados; e o segundo,
a distribuicéo residual em funcéo de cada uma das variaveis.
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RENDIMENTO C1 C2

Rendimiento (%) Y1 (mg C1/g R) 2 (mg C1/g E dw)
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Figura 8: Mostra as projecdes de isolinhas otimizadas para a extracdo de C1 e C2 em funcéo da
combinagdo das trés principais variaveis envolvidas (X1, X2 e X3) na HAE e UAE. Para cada
composto, os dois formatos de valores de resposta (Y1, mg C/g R e Y2, mg C/g E dw) sdo
apresentados para descrever visualmente as tendéncias de cada resposta e guiar a selecdo das
condi¢bes mais favoraveis, considerando simultaneamente todas as respostas. Adicionalmente,
apresentam-se as projecdes de isolinhas do rendimento do material residual extraido. Cada um
dos graficos de contorno representa a projecdo no plano XY da superficie de resposta
tridimensional tedrica prevista com o polinémio de segunda ordem da Eqg. (1). As acdes binérias
entre as variaveis sdo apresentadas quando a variavel excluida é posicionada no étimo individual
(Tabela 7).
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4.1.3 Efeito das variaveis de extracdo nas respostas-alvo

Os resultados de extragdo para HAE e UAE, em funcdo da combinagéo das trés
principais varidveis envolvidas (X1-3: t, T ou P, e S), podem ser observados na Figura 7 e
na Figura 8. De uma forma mais detalhada, a Figura 7 mostra os graficos de superficie
3D do R extraido (Rendimento, %) e dos CT, em dois formatos de resposta (Y1, mg CT/g
R e Y2, mg CT/g E dw). Por outro lado, a Figura 8 mostra as projec6es de isolinhas
otimizadas para a extragdo de C1 (cianidina 3-rutin6sido) e C2 (peonidina 3-rutinésido),
nos dois formatos de valores de resposta (Y1, mg C/g R e Y2, mg C/g E dw), além do
Rendimento (%) em termos dos CT. Estas figuras mostram, respetivamente, resultados
graficos em 3D e projecdes de isolinhas otimizadas para as antocianinas extraidas (C1 ou
C2) em funcdo das trés varidveis combinadas (t, T ou P, e S) em HAE e UAE. As
antocianinas totais (C1 + C2) sdo contabilizadas juntas (CT) na Figura 7, e
individualmente na Figura 8. Estas sdo Uteis para visualizar as tendéncias de cada
resposta e guiar a selecdo das condi¢Ges mais favoraveis, considerando simultaneamente
todas as respostas. Adicionalmente, a Figura 7B ilustra a capacidade de prever os
resultados obtidos e a distribuicdo dos residuos em funcdo de cada uma das varidveis
consideradas.

No HAE, foi possivel perceber pequenas diferencas entre o comportamento de
extracdo das duas antocianinas consideradas (ao comparar C1 e C2, ou Y1 e Y2). O oposto
ocorreu no UAE, onde os efeitos foram distintos para cada uma das antocianinas
consideradas, e também de acordo com o formato da resposta. No entanto, para ambas as
técnicas de extracdo utilizadas, a variavel S foi a mais significativa, impactando os niveis
de antocianinas extraidas. Em termos estatisticos, a distribuicdo dos valores residuais
(Figura 7) apresenta, para a maioria dos casos, mais de 90% de confiabilidade, mostrando
uma boa concordancia entre os valores experimentais e 0s previstos. Isto também é
verificado pelos altos valores de R? alcangados (Tabela 5), que indicam a percentagem
de variabilidade explicada pelo modelo.

O efeito negativo dos termos quadraticos de S pode ser observado em todas as
parcelas. O teor de etanol indica um ponto de cambio, e o maior rendimento é observado
com aproximadamente 50% de etanol. O impacto negativo do termo quadratico do teor
de etanol pode ser explicado pelo fato de a adi¢do de agua ao etanol melhorar a extragdo
de compostos. O efeito negativo da interacéo entre T e S ou P e S, pode sugerir que 0 uso
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posterior de menor energia, em combinagdo com maior S, evitard a degradacdo das
antocianinas. Superficies inclinadas ao lado da T ou P mais alta estdo de acordo com a
afirmacéo de que energias mais altas, podem aumentar a solubilidade dos compostos alvo
e, consequentemente, melhorar a sua libertacdo para a matriz da amostra, destruindo a
integridade dos tecidos conjuntivos e estruturais, como ja descrito por outros autores
(Oludemi et al., 2018; Pinela et al., 2016; Roriz, Barros, Prieto, Barreiro, et al., 2017).

4.1.4 Condigbes 6timas numéricas que maximizam a extracdo e verificacdo

experimental de modelos de previsdo

O objetivo deste estudo foi maximizar o rendimento de extracdo de antocianinas
do epicarpo de frutos de P. spinosa através das técnicas de HAE e UAE, dentro da faixa
de pardmetros de extracdo escolhida. Com base nos resultados experimentais e analise
estatistica, foram realizadas otimiza¢cdes numéricas para estabelecer o nivel 6timo das
variaveis independentes com niveis de resposta desejaveis. Para verificar o modelo
matematico preditivo do processo estudado, a confirmacao experimental foi realizada nas
condi¢des dtimas estimadas. Os resultados previstos coincidiram com os resultados
experimentais obtidos nas condi¢des 6timas de extracdo, que foram validados pelo
modelo RSM com uma boa correlacdo. Os valores das condicfes variaveis que levam a
valores de resposta 6tima para RSM usando um CCCD para cada uma das técnicas de
extracdo sdo apresentados na Tabela 7. Estes valores foram obtidos combinando as
informacgdes produzidas pelos trés critérios de resposta (Y1, Y2 e Rendimento) e
considerando os dois compostos (C1 e C2). Esta tabela mostra as condigdes variaveis
Otimas individuais e globais, para cada uma das técnicas estudadas, e a respectiva
guantidade de antocianinas extraidas.

- Para a HAE: as condicGes variaveis 6timas globais foram encontradas em

49,02 + 2,94 min, 90,00 + 7,20 °C e 50,00 = 0,50% de etanol, produzindo
valores maximos de resposta de 13,93 + 0,42 mg CT/g R (Y1), 7,93 £ 0,08 mg
CT/g E dw (Y2) e 50,89 + 3,05% (Rendimento do residuo extraido);

- Paraa UAE: as condic¢des variaveis 6timas globais foram encontradas em 5,00
+ 0,15 min, 400,00 + 32,00 W e 47,98 + 2,88% de etanol, produzindo valores
méaximos de resposta de 18,17 + 1,82 mg CT/g R (Y1), 11,76 £ 0,82 mg CT/g
E dw (Y2) e 68,60 * 2,06 % (Rendimento do residuo extraido).
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Considerando os valores individuais e globais, a maior quantidade de compostos
extraidos foi obtida pela técnica de UAE. A concentracdo ideal do solvente foi quase a
mesma e as duas técnicas exigiram valores elevados de energia, onde os maiores valores
de T e P propostos pelo desenho experimental eram 6timos, mas a UAE precisou de
menos t do que a HAE (~ 90% menos). Os resultados obtidos estdo de acordo com
conclusdes encontradas anteriormente na literatura (Chemat et al., 2017; Montesano et
al., 2008; Zhu et al., 2016), nas quais a UAE mostrou consumir menos energia devido ao
menor t necessario, e fornecer valores de extracdo mais altos, aumentando a pureza e,
adicionalmente, respeitando os requisitos de um conceito de extracdo verde.

A UAE ¢ uma alternativa verde moderna para aplica¢des quimicas baseadas em
plantas que demonstrou ser uma alternativa economicamente vidvel as técnicas
convencionais. Os principais beneficios da aplicacdo desta técnica sdo a reducdo do
tempo, energia e solvente utilizado e, consequentemente, as emissées industriais (Chemat
et al., 2017), que ¢ o principal objetivo da quimica “verde” sustentavel. O processo de
extracdo € concluido em minutos com alta reprodutibilidade, simplificando a
manipulacdo e a forca de trabalho, originando produtos de maior pureza e eliminando
tratamentos adicionais, contrariamente ao que ocorre em métodos convencionais de

extragdo, como extracdes por Soxhlet ou maceracdo (Chemat et al., 2017).

4.1.5 Anaélise de dose-resposta do efeito da relagdo solido-liquido nas condi¢des

6timas de extracdo

O estudo do efeito S/L foi realizado nas condi¢Bes 6timas previstas pelos modelos
polinomiais obtidos para cada técnica de extracdo (HAE e UAE), utilizando o teor total
de antocianinas (CT), quantificado por um sistema de HPLC, como o fator de resposta
(Tabela 6). O estudo individual S/L para cada antocianina (C1 ou C2) néo foi apresentado
porque o comportamento foi semelhante ao padrdo da quantidade total. Em ambos os
processos, o S/L foi projetado para verificar o comportamento entre 5 a 250 g/L. O valor
méaximo de 250 g/L foi utilizado como condi¢do limite devido & impossibilidade de
produzir uma extragdo homogeneizada quando se utilizaram valores superiores.

As dose-respostas obtidas do S/L foram consistentes para ambos os sistemas HAE
e UAE, e poderiam ser descritas por uma relacdo linear simples (Parte B da Figura 9).
Todos o0s pontos experimentais estdo distribuidos em torno da equacdo com apenas uma

variavel independente e, consequentemente, a resposta a dose é explicada pelo declive
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(m) da relagéo linear. Nenhum dos casos apresentou valores m positivos (a eficiéncia de
extracdo aumenta a medida que a taxa S/L aumenta), dois casos apresentaram valores nao
significativos ou um valor zero de m (a eficiéncia ndo muda a medida que o S/L aumenta).
Em todos os outros casos, 0 m apresentou valores negativos (a eficiéncia diminui a medida
que o S/L aumenta). As respostas do formato de valor Y1, para HAE e UAE apresentaram
valores néo significativos de m, enquanto todas as outras respostas mostraram valores
negativos significativos de m (Y2 e Rendimento para HAE e UAE).
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Figura 9: Resumo final dos efeitos de todas as variaveis avaliadas para os sistemas HAE e UAE.
Parte A: Mostra as respostas 2D individuais de todas as respostas estudadas em funcdo de todas
as variaveis avaliadas. As variaveis em cada um dos graficos 2D foram posicionadas nos valores
6timos individuais das restantes (Tabela 5). Os pontos (©) apresentados ao longo de cada linha
destacam a localizacdo do valor 6timo. Linhas e pontos sdo gerados pelo polinémio tedrico de
segunda ordem (Tabela 6). Parte B: Mostra a resposta a dose de S/L nos valores 6timos globais
das outras trés variaveis (Tabela 7). Os resultados experimentais sdo os pontos (O), enquanto as
linhas sdo o padréo previsto pela Eq. (2). O valor limite (~ 250 g/L) mostra a concentragédo

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

As conclusfes derivadas desta analise sdo descritas abaixo:

- Para o formato de valor Y1, a resposta do valor m paramétrico em HAE e UAE

apresenta um intervalo de confianga néo significativo, o que significa que as
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mudancgas na resposta ndo sdo estatisticamente suportadas e, portanto, o
parametro deve ser considerado igual a zero. Resumindo, a quantidade de
antocianinas no residuo extraido ndo varia em funcdo ao aumento de S/L. Os
valores de extracdo foram definidos numericamente pelo valor paramétrico da
ordenada na origem (b) da equacéo linear como: 14,85 + 2,29 e 18,25 + 3,95
mg CT/g R para HAE (R? = 0,9920) e UAE (R? = 0,9817), respetivamente.

Para o formato de valor Y2, os valores paramétricos para 0 HAE foram b =
9,21+1,37mg CT/g E dwe m=-0,0113 + 0,0051, com R? = 0,9566; enquanto
para UAE, b = 10,32 + 1,48 mg CT/g E dw e m = -0,0143 + 0,0038, com R? =
0,9244. Valores negativos de m mostram que o aumento de S/L leva a uma
diminuic&o na capacidade de extracdo, obtendo um valor maximo de extragao
a5 g/L e um minimo a 250 g/L. No entanto, a diminuicdo observada é pequena
(menor que -0,02), o que significa que 0 aumento de 1 g/L implica a perda de
0,0113 £ 0,0051 mg CT/g E dw para o processo HAE e 0,0143 + 0,0038 mg
CT/g E dw para a UAE. Tais valores produzem perdas no valor experimental
maximo testado (250 g/L) de ~ 15%, comparativamente ao extraido a 5 g/L.
No entanto, as vantagens econdémicas de trabalhar a 250 g/L sdo muito

superiores aos possiveis beneficios da extracdo no valor ideal de S/L.

Para o formato de valor Rendimento, os valores paramétricos para o HAE
foram b = 54,62 + 4,87% e m = -0,0636 + 0,0123, com R? = 0,9516; enquanto
que para UAE, b = 58,90 + 7,77% e m = -0,0491 + 0,0116, com R? = 0,9618.
Embora nos valores iniciais de S/L os resultados obtidos para HAE e UAE
conduzissem a rendimentos de extracdo semelhantes, esses valores
diminuiram a medida que o S/L aumentou. O valor paramétrico m ¢é
significativamente menor para o processo UAE, resultando em valores mais
altos de rendimento de extracdo a 250 g/L. Estes resultados estdo de acordo
com as conclusdes destacadas na literatura, onde a UAE é descrito como uma
técnica que melhora o processo de extracdo pelo aumento da transferéncia de
massa entre o material vegetal e o solvente (Tomsik et al., 2016). O colapso
das bolhas de cavitacdo leva a um melhor rompimento celular, facilitando a
liberagcdo dos compostos, permitindo maior penetracdo do solvente na matriz
da amostra e aumentando a area de superficie de contato entre as fases sélida
e liquida (Chemat et al., 2017; Tomsik et al., 2016).
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4.1.6 Comparagdo com outros estudos envolvendo a extragdo de antocianinas

Existem poucos trabalhos na literatura sobre antocianinas em frutos de P. spinosa.
Num desses estudos, Guimardes et al., (2013) realizaram a extracdo utilizando metanol
contendo 0,5% de TFA como solvente e identificaram 8 antocianinas diferentes,
predominantemente peonidina 3-rutindsido e cianidina 3-rutindsido, com 34,47 + 0,03 e
31,12 + 0,11 pg/100 g de fruta dw, respetivamente. Noutro estudo, Ganhao, Estévez,
Kylli, Heinonen, & Morcuende (2010) encontraram 3,5 = 0,5 mg de antocianinas/100 g
dw de frutos de P. spinosa. Ambos os autores utilizaram o fruto inteiro, enquanto neste
trabalho apenas se utilizou o epicarpo como material de extracdo, o que pode justificar as
diferencas significativas entre os resultados encontrados, quando comparados com os do
presente estudo. Em comparacdo com a polpa, o epicarpo dos frutos apresenta maior
intensidade de cor e, assim, maior concentracdo de antocianinas, para além de apresentar
menos compostos interferentes no processo de extracdo. Além disso, outro factor que
contribuiu para a producdo de grandes quantidades de antocianinas a partir do material
extraido, foi a otimizacdo do processo de extracdo, que levou ao aumento da eficiéncia e
rendimento de extracdo. Pinacho, Cavero, Astiasaran, Ansorena, e Calvo (2015), também
utilizaram frutos de P. spinosa como fonte de antocianinas e o teor total foi quantificado
por métodos espectrofotométricos, apresentando valores que ndo podem ser comparados
com o0s encontrados no presente estudo, pois a técnica de quantificacdo foi distinta.

Alguns exemplos de outras fontes de antocianinas & base de plantas séo o farelo
de Oryza sativa L. (var. Glutinosa), que contém 42,00 mg/g (Chen, McClung, &
Bergman, 2017), a casca de Phaseolus vulgaris L. (feijdo comum), apresentando 32,00
mg/g (Mojica, Berhow, & Gonzalez de Mejia, 2017), e frutos de Rubus fruticosus L.
(amoras) que possuem 17,10 mg/g (Elisia, Hu, Popovich, & Kitts, 2006). Embora estes
valores sejam ligeiramente superiores aos apresentados pelos frutos de P. spinosa, em
geral, os referidos frutos e vegetais ja possuem um alto valor comercial e outros fins
industriais, ao contrario dos frutos de P. spinosa. Por outro lado, residuos como o bagaco
de uva (Vitis vinifera L.) e a casca de manga (Mangifera indica) apresentaram menores
quantidades de antocianina, 6,33 mg/g (Bosiljkov et al., 2017) e 2,03 a 3,60 mg/g (Ajila,
Naidu, Bhat, & Prasada Rao, 2007), respetivamente. Assim, estes frutos silvestres
revelaram-se uma excelente fonte de antocianinas, servindo como matéria-prima

alternativa para a producéo de corantes naturais para fins comerciais.
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4.2 Extrato corante a base de antocianinas do epicarpo de frutos de Prunus
spinosa L., seguindo as condicBes 6timas, para estudos de bioatividade e de

incorporagao

Preparou-se o extrato de epicarpo de frutos de P. spinosa através da técnica de
UAE conforme as condicBes Otimas de tempo, poténcia e concentragdo de solvente
obtidas pelo processo de otimizagdo, para posterior avaliagdo da bioatividade e
incorporacdo num produto de confeitaria. Visto que o efeito da relagdo solido-liquido foi
praticamente linear, levando a perdas de compostos extraidos pouco significativas
conforme o aumento da S/L, optou-se por utilizar um valor intermediario (75 g/L),
conseguindo desta forma uma maior poupanca de solvente, tempo e energia. Seguindo
este procedimento, as quantidades de compostos antocianicos extraidos foram: 15,72 +
0,09 mg CT/g R, 11,95 £ 0,07 mg CT/g E dw e 76,3 £ 0,2 % de Rendimento. Os
parametros de cor do extrato foram obtidos por analise através de um colorimetro e
encontram-se na Tabela 8, conforme os valores de espaco de cor CIE L* (luminosidade),
a* (verde/vermelho) e b* (azul/amarelo). Os valores CIE foram convertidos em valores
RGB através de um programa (<http://www.easyrgb.com/en/convert.php>), onde se pode

visualizar a cor obtida pelo extrato, que foi roxo-avermelhado.

Tabela 8: Quantidade de antocianinas (cianidina 3-rutindsido e peonidina 3-rutinésido) no
residuo e parametros de cor do extrato obtido nas condigdes 6timas (média + desvio padréo).

Quantificagao L* * b* Cor da conversao
(mg C/g R) em valores RGB

15,72 + 0,09 230+01 271+001 1,17+0,01 _

4.3 Avaliacdo das propriedades bioativas do corante a base de antocianinas do
epicarpo de frutos de Prunus spinosa L. obtido pelo processo de extracao

otimizado

4.3.1 Atividade antioxidante

Varios ensaios baseados em diferentes mecanismos sdo encontrados na literatura
para a avaliacdo da capacidade antioxidante de alimentos e compostos quimicos. Neste
estudo, aplicaram-se dois métodos distintos: inibicao da peroxidacéo lipidica (TBARS) e
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inibicdo da hemdlise oxidativa (OxHLIA). O primeiro baseia-se na interacdo do
malondialdeido (MDA, produto da peroxidacdo lipidica) com o acido tiobarbitarico
(TBA), através da qual se formam as substancias reativas do acido tiobarbitirico
(TBARS). Estas substancias possuem uma coloragdo rosa, 0 que permite a sua
determinacdo por espectrofotometria e, por conseguinte, a avaliacdo da capacidade
antioxidante da amostra (Kaur & Geetha, 2006). Por sua vez, o OxHLIA é um ensaio
celular que avalia a inibicdo da hemolise induzida por radicais livres em eritrocitos
isolados a partir de sangue de ovelha por substancias antioxidantes presentes na amostra
(Takebayashi et al., 2012). Por envolverem material bioldgico, estes métodos geram
resultados que refletem a atividade de eliminacdo de radicais biologicamente relevantes,
tornando-se assim mais vantajosos que 0s ensaios quimicos, que utilizam apenas radicais
e alvos oxidaveis ndo naturais (Takebayashi et al., 2012).

Os resultados da atividade antioxidante obtidos para o extrato do epicarpo de
frutos de P. spinosa s&o apresentados na Tabela 9. No ensaio de TBARS o valor de ECso
obtido foi de 204 + 2 pg/mL. Em outro estudo prévio (Barros et al., 2010), relatou-se um
valor de ECso igual a 154 + 2 pg/mL na analise do extrato metandlico de frutos inteiros
de P. spinosa, para este mesmo ensaio antioxidante. Estes resultados estdo
suficientemente proximos para indicarem com veracidade o potencial antioxidante dos
frutos de P. spinosa, sendo a pequena diferenca entre eles justificada pela distinta
quantidade e/ou perfil de compostos fendlicos presentes nos extratos analisados,
resultante de fatores como: solvente utilizado, condicdes de extracdo, uso do fruto inteiro
ou de certas partes do fruto e ano de colheita da amostra.

Relativamente ao método OXHLIA, as concentracdes de extrato capazes de
retardar a hemolise em 50% foram de 296 + 4 e 509 + 3 pg/mL, no que respeita aos 60
(ECso (60 min)) € 120 min (ECso (120 min)) de reacdo, respetivamente. Nao foram encontrados
dados bibliogréaficos que permitam uma comparacgdo dos resultados obtidos neste ensaio,
no entanto, outras matrizes como frutos de Dracaena draco L. (Silva et al., 2011) e de
Cydonia oblonga Mille (Magalhaes et al., 2009) também foram avaliadas pelo ensaio de
inibicdo da hemdlise oxidativa. Nestes estudos, os frutos inteiros de D. draco
apresentaram um valor de ECsp de 2,56 + 0,97 pg/mL, enquanto a polpa e a casca de C.
oblonga revelaram ECso de 652 pug/ml e 695 pg/ml, respetivamente, calculados apos 3 h
de incubacéo, utilizando eritrécitos humanos. Dadas as referidas diferencas na execugéo
e interpretacdo de resultados do ensaio, ndo foi possivel estabelecer uma comparacao

direta de valores de ECso com o0s obtidos no presente trabalho.

57



Desenvolvimento de um corante alimentar natural a base de antocianinas obtido a partir do epicarpo
de frutos de Prunus spinosa L.: otimizagdo da extracéo e estudo de aplicacdo

Tabela 9: Atividade antioxidante do extrato do epicarpo do fruto de P. spinosa (média + desvio
padréo).

OxHLIA TBARS
ECs0 60 min), Ug/ML  ECso (120 min), Hg/mL ECso, pg/mL
Trolox 21,9+0,7 43,8+0,8 22,0+0,7
Extrato 296 +4 509+3 204 +2

O método de anélise antioxidante aplicado € um fator que causa grande influéncia
nos resultados obtidos, devido aos diferentes mecanismos em que se baseiam. Nao
obstante, através de diferentes ensaios antioxidantes, outros estudos também relatam a
capacidade antioxidante apresentada por extratos de frutos de P. spinosa. Por exemplo,
Ruiz-Rodriguez et al. (2014) analisaram a atividade antioxidante de cinco amostras
diferentes de frutos de P. spinosa e de Crataegus monogyna, através dos métodos FRAP,
ABTS e DPPH. O extrato de frutos de P. spinosa foi 0 que apresentou a maior capacidade
antioxidante nos dois primeiros métodos, com resultados variando entre 1.83 £ 0.15 e
7,64 £ 0,74 mmol eq. trolox por 100 g de massa fresca para 0 método de ABTS e entre
7,11 £ 0,38 a 15,17 = 0,21 mmol eq. trolox por 100 g de massa fresca para 0 método
FRAP. Em outro estudo, Sikora, Bieniek, & Barbara (2013) avaliaram a atividade
antioxidante de frutos de P. spinosa fescos e apds armazenamento, através do método de
ABTS, que apresentaram valores de 43,6 + 0,9 umol eq. trolox por g de massa fresca no
caso dos frutos frescos e de 48,5 £ 3.35 umol de trolox por g de massa fresca nos frutos
congelados. Apesar de ndo serem diretamente comparaveis, estes e 0s metodos presentes

neste estudo complementam-se, refor¢ando os resultados obtidos.

432 Atividade anti-inflamatéria e citotoxica

A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria foi realizada em células macrofagas de
rato RAW 264.7. Neste ensaio tem-se como resposta a concentracdo de extrato que
provoca 50% de inibicéo da producdo de NO (ECso, ug/mL), gas reativo de radical livre
que, entre outras substancias, é libertado no decorrer de processos inflamatorios com a
finalidade de combater microrganismos e endotoxinas, mas que quando em excesso pode
causar danos aos tecidos (Besson-Bard, Pugin, & Wendehenne, 2008; Liu, Kao, Shiau,
& Chen, 2018). O extrato de epicarpo de frutos de P. spinosa estudado ndo apresentou
capacidade de inibicdo da producdo de NO, ndo apresentando, assim, atividade anti-

inflamatoria nas concentracfes testadas (400 a 1,56 pg/mL). Até onde temos

58



Desenvolvimento de um corante alimentar natural a base de antocianinas obtido a partir do epicarpo
de frutos de Prunus spinosa L.: otimizagdo da extracéo e estudo de aplicacdo

conhecimento, este € o primeiro estudo de atividade anti-inflamatoria realizado em frutos
de P. spinosa.

A capacidade citotdxica do extrato foi testada em quatro linhas de células tumorais
humanas e em células ndo tumorais (carcinomas cervical, hepatocelular, de mama e
pulmonar e numa cultura primaria de células preparadas a partir de figado de porco,
respetivamente). No que respeita as linhas celulares tumorais, ndo foi observado o efeito
de inibigdo do crescimento celular nas concentragdes do extrato testado (400 a 6,25
pg/mL). Relativamente a citotoxicidade do extrato em células ndo tumorais, os resultados
obtidos foram similares, o que revela a ndo toxicidade do mesmo em células hepaticas,
mesmo na concentracao mais elevada (400 pg/mL). Em estudos prévios, Guimaraes et al.
(2014) compararam a bioatividade de extratos fenodlicos ricos em compostos ndo-
antocianicos e extratos ricos em compostos antocianicos de frutos silvestres de Arbutus
unedo L., P. spinosa , Rosa micrantha Borrer ex Sm e Rosa canina L. Nas analises de
citotoxicidade, testadas nas linhas celulares MCF-7, NCI-H460, HeLa, HepG2, PLP2 e
HCT-15 (carcinoma de célon), os extratos antocianicos apresentaram menor atividade
citotoxica que os ndo-antocianicos, com excecao do extrato de R. micrantha em células
HepG2, o que levou a concluir que a bioatividade destes frutos esta relacionada com o
perfil de compostos fendlicos. Estes factos poderiam explicar a auséncia de citotoxicidade
revelada pelo extrato de epicarpo de frutos de P. spinosa avaliado neste estudo, uma vez

que este é composto maioritariamente por antocianinas.

4.3.3 Atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos de epicarpo de P. spinosa
encontram-se na Tabela 10. As amostras foram testadas contra um conjunto de 9 estirpes
de bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e Staphylococcus aureus sensivel
a meticilina (MSSA)) e Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Morganella morganii, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa) com importancia
na area da saude.

O extrato estudado ndo apresentou agéo bactericida nas concentracoes testadas (20
a 0,156 mg/mL), contudo, o crescimento de todas as bactérias foi de alguma forma
inibido, tornando possivel obter valores de MIC (concentragdo minima inibitoria). Uma

vez que os resultados obtidos foram heterogéneos, obtendo-se um amplo espetro de
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atividade, ndo se verificou maior sensibilidade ou resisténcia ao efeito antimicrobiano da
amostra por parte de nenhum grupo especifico de bactérias. O melhor valor de MIC, ou
seja, a menor concentracdo necessaria para inibir o crescimento dos microrganismos
estudados foi de 2,5 mg/mL para a bactéria Gram-positiva MSSA, seguida de 5 mg/mL
para a bactéria Gram-negativa Escherichia coli. Em comparacdo com estudos
desenvolvidos com outros frutos ricos em antocianinas, Pertuzatti et al. (2016) avaliaram
a atividade antimicrobiana de dez cultivares de mirtilo e verificaram valores de MIC (20
mg/mL) superiores aos obtidos no presente estudo para o extrato de epicarpo de frutos de
P. spinosa. Por sua vez, outros autores estudaram a atividade de extratos etandlicos do
fruto inteiro (P. spinosa), por difusdo em disco, utilizando cinco bactérias (Bacillus
subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Salmonella abony NCTC 6017) e dois fungos
(Aspergillus niger ATCC 16404 e Candida albicans ATCC 10231) e foi verificada acdo
antimicrobiana em todos os microrganismos estudados, exceto em Bacillus subtilis
ATCC 6633 e Aspergillus niger ATCC 16404S (Velickovic et al., 2014).

Tabela 10: Atividade antimicrobiana do extrato do epicarpo de frutos de P. spinosa e controlos
positivos contra isolados clinicos selecionados (valores em mg/mL).

. P. spinosa Ampicillin Imipenem Vancomycin
Bactérias
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

Gram-negativas
Escherichia coli 5 >20 <0,15 <0,15 <0,0078 <0,0078 nt nt
Klebsiella 20 >20 10 20 <00078 <0,0078  nt nt
pneumoniae
Morganella morganii 10 >20 20 >20 <0,0078 <0,0078 nt nt
Proteus Mirabilis 20 >20 <0,15 <0,15 <0,0078 <0,0078 nt nt
Pseudomonas 20 520 20  >20 0,5 1 nt nt
aeruginosa
Gram-positivas
Enterococcus faecalis 20 >20 <0,15 <0,15 nt nt <0,0078 <0,0078
Listeria 20 >20 <015  <0,15 nt nt nt nt
monocytogenes
MRSA 10 >20 <0,15 <0,15 nt nt <0,0078 <0,0078
MSSA 2,5 >20 <0,15 <0,15 nt nt 0,25 0,5

Legenda: MIC — Concentracdo inibitéria minima; MBC — Concentracdo bactericida minima; MRSA —
Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA — Staphylococcus aureus sensivel a meticilina. nt-

nao testado
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4.4 Estudo daincorporacado do extrato corante a base de antocianinas do epicarpo

de frutos de Prunus spinosa L. num produto de confeitaria.

4.4.1 Aspetos gerais

A confeitaria é a especialidade da culinaria que envolve os alimentos doces, como
bolos, tortas, chocolates, entre outros. No geral esse tipos de produtos sdo muito coloridos
e atrativos, nos quais € comum a utilizacdo de corantes alimenticios. O “beijinho” € um
produto de confeitaria tipicamente brasileiro, que possui como ingredientes basicos leite
condensado, nata e manteiga. Sendo uma variagéo do brigadeiro, o qual leva chocolate
na preparagdo, o “beijinho” comumente ¢ adicionado coco ralado ou corantes alimentares
ou acucares coloridos.

O extrato corante obtido do epicarpo de frutos de P. spinosa foi incorporado na
formulagdo do doce “beijinho” para a andalise da sua aplicabilidade e avaliagdo dos seus

efeitos no produto, no dia de preparagdo e ap6s um dia de armazenamento.

4.4.2 Caracterizagdo das diferentes formulagdes de “beijinhos”

Nesta etapa do trabalho foram preparadas duas formulagdes de “beijinho” (Figura
10), sendo a primeira elaborada de acordo com a receita base e posteriormente avaliada
em dois momentos diferentes: no dia de preparacdo (BBO) e 24 horas depois (BB1); a
segunda formulagé&o foi aditivada com o extrato do epicarpo de frutos de P. spinosa obtido
(aproximadamente 0.23%) e avaliada nos mesmos momentos (dia de preparagéo: BAO e
apos 24 horas: BAL).
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Controlo Abrunho
(BBO) (BAO)

Figura 10: Diferentes formula¢des de “beijinhos”. BAO — “beijinhos” com a incorporagdo do
extrato corante obtido do epicarpo de frutos de P. spinosa; BB0O — controlo, sem adigdo de corante.

Com o objetivo de comparar as duas formulagdes de “beijinhos”, caracterizou-se
a sua composicao nutricional, perfil em acucares livres e em &cidos gordos, parametros
de cor: L*, a* e b* e também os parametros reoldgicos: dureza, adesividade, resiliéncia,

coesdo, elasticidade, gomosidade e mastigabilidade.

4.4.2.1 Parametros nutricionais

A Tabela 11 mostra os valores médios, em g/100 g de produto fresco (pf), obtidos
para a composi¢do nutricional, agucares livres e valor energético das formulacfes de
“beijinhos” preparadas. Os hidratos de carbono foram a componente mais abundante
(63,2 a 63,4 g/100 g pf), seguindo-se a gordura, presente em concentragdes entre 16,2 a
16,4 g/100 g pf, o teor em &gua (9,9 a 10,0 g/100 g pf) e a proteina (9,0 a 9,1 g/100 g pf).
A maior parte dos hidratos de carbono esté presente sob a forma de acucares livres (41,2
a 41,9 g/100 g pf), com destaque para a sacarose e a lactose. O valor energético
correspondente estd dentro da gama esperada para este tipo de produto 435 a 437 kcal/100
g pf).

Como seria de alguma forma expetavel, ndo foram observadas alteracoes
significativas na maior parte dos parametros nutricionais. A frutose, a glucose e 0s
acucares totais foram a excecdo a esta tendéncia, tendo apresentado valores
significativamente superiores nas amostras aditivadas com extrato do epicarpo de frutos
de P. spinosa (BAO e BA1), refletindo o perfil de acucares livres deste fruto. De forma
similar, verificou-se um ligeiro decréscimo da frutose e da glucose apds armazenamento
das amostras (BB1 e BAL).
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Tabela 11: Composicao nutricional, aglcares livres (g/100 g pf) e valor energético (kcal/100 g pf) das diferentes formulacgdes de “beijinho”.

Hidratos de Acucares

Humidade Gordura Proteinas Frutose Glucose Sacarose Lactose . Cinzas Energia
carbono totais
BBO 10,0£0,1 16,2+0,2 9,0+£0,4 63,404 0,32+0,01c¢ 0,34+0,01c 35,3%0,2 5,3+0,1 41,240,3b  1,40+0,02 436+1
BB1 9,9+0,1 16,4+0,3 9,1+0,3 63,3+0,3 0,25+0,01d 0,28+0,01d 35,440,2 5,3+0,1 41,3+0,2b  1,39+0,05 4371
BAO 10,0+0,2 16,2+0,4 9,0+0,2 63,2+0,5 0,74+0,02a 0,75x0,01a 35,2+0,2 5,2+0,1 41,9+0,2a 1,39%0,05 435+2
BA1 10,0£0,2 16,3+£0,3 9,1+0,3 63,3+0,4 0,60+0,01 b 0,60+0,02b 35,2+0,2 5,2+0,1 41,7£0,3a 1,40%0,04 436+2
——
Homascedasticidade 0,007 0,081 0,108 0,448 <0,001  <0,001 0,154 0,239 0,074 0,348 0,165
(valor de p) (n = 36)
2
ANOVA 0,116 0,593 0,917 0,827 <0001 <0001 0,062 0,051 <0001 0743 0,059

(valor de p) (n = 36)

!Quando os valores de p forem inferiores a 0,05, a comparacdo multipla foi feita pelo teste de Tamhane’s T2, dado que as distribuicdes eram heteroscedasticas.
2Se o valor de p for inferior a 0,05, o parametro correspondente apresenta diferencas significativas para pelo menos uma das formulagées (identificadas com

letras diferentes).
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4.4.2.2 Acidos gordos

Para além dos &cidos gordos tabelados (Tabela 12) o perfil caracterizado nos
“beijinhos” revelou ainda a presenga de C11:0, C13:0, C15:1, C17:0, C17:1, C18:1n9t,
C18:2n6t, C18:3n6, C18:3n3, C20:0, C20:1, C20:3n6, C20:4n6, C20:3n3 e C22:0, mas
sempre em percentagens inferiores a 1%. Em relacdo aos acidos gordos tabelados, a
tendéncia geral foi semelhante a verificada entre os parametros nutricionais, dado que em
nenhum dos casos foram detetadas diferengas significativas entre as formulagdes
preparadas ou 0s tempos ensaiados.

Considerando a baixa percentagem que o extrato corante incorporado representa
na globalidade da massa preparada, bem como o curto tempo de armazenamento, a
similaridade entre as percentagens de todos os &cidos gordos quantificados esta de acordo
com o resultado que poderia ser esperado.

As formas mais abundantes foram acido palmitico (C16:0, 34,9 a 35,2% dos
acidos gordos quantificados), acido miristico (C14:0, 13,2 a 13,4% dos acidos gordos
quantificados), acido oleico (C18:1n9c, 10,2 a 10,5% dos acidos gordos quantificados) e
acido esteérico (C18:0, 9,7 a 9,9% dos acidos gordos quantificados).
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C4:0 C6:0 C80 CI10:0 CI12:0 C14:0 Cl4:l C150 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1n9c Cl8:2n6c C22:2 AGS AGMI AGPI
BBO 43401 25401 1,701 36401 5401 133402 15+0,1 1,1+0,1 352403 1,601 99+02 102402 52+03 1,001 77,9404 16,301 8,1+0,1
BB 41402 2,401 17401 3,7+0,1 5302 133402 15+0,1 1,1+0,1 351404 17401 9,7+02 10,3+0,2 5303 1,040,1 77,7+l 16,4403 8,402
BAO 41401 2501 1,701 3,7+0,1 53402 134402 15+0,1 172401 349+05 17+0,1 9,9+02 104+0,1 52402 1,0¢0,1 76+l 16,402 7,9+0,3
BAL 40402 2,401 1,6+0,1 3,7+0,1 53402 132403 15+0,1 172401 350405 1,620l 99403 10504 53+0,2 1,0¢40,1 75+1 16,4+03 82403
—
Homoscedasticidade®™ ) o) 498 0827 0462 0800 0098 0060 0003 0134 0806 0095 0007 0018 0751 0024 0001 0,848
(valor de p) (n = 36)
ANOVA?
_ 0024 0198 0814 0082 0868 0370 0589 0584 0590 0126 0247 0226 0822 0621 0071 0,153 0,564
(valor de p) (n = 36)
YValores de p inferiores a 0,05 indicam distribuicdes heteroscedasticas, enquanto valores de p superiores a 0,05 indicam distribuicdes homoscedasticas. 2Tendo

o valor de p sido sempre superior a 0,05, ndo foram feitas comparagdes multiplas em qualquer dos &cidos gordos.
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4.42.3 Parametros de cor

Considerando a importancia do aspeto exterior em qualquer formulacgdo alimentar,
0s parametros de cor, nomeadamente L* (luminosidade), a* (intensidade da cor
vermelha) e b* (intensidade da cor amarela), foram também caracterizados (Tabela 13).

Em relacdo ao valor de L*, verificou-se que as amostras controlo (BBO e BB1)
apresentaram maior intensidade de brilho, o qual foi mantido ao longo das primeiras 24
horas. Nas amostras aditivadas com extrato de figo (BAO e BAL), por outro lado,
verificou-se uma variacdo significativa entre o dia de preparacdo e o dia seguinte, para
além de ambos os valores serem inferiores aos das amostras controlo. J4 a intensidade da
cor vermelha foi mais intensa precisamente entre estas amostras (BAO e BA1), o que esta
de acordo com a tonalidade do extrato do epicarpo de frutos de P. spinosa. Quanto ao
parametro b*, foram as formulacdes controlo (BBO e BB1) a apresentar os maiores
valores, evidenciando assim a sua tonalidade mais préxima da gama do amarelo.

Em relacdo aos valores de pH, as amostras aditivadas com extrato do epicarpo de
frutos de P. spinosa apresentaram valores ligeiramente mais baixos, mas, tal como as

amostras controlo, sem variacdo entre os dois periodos ensaiados.

Tabela 13: Parametros de cor (L*, a* e b*) e pH nas diferentes formulagdes de beijinho.

L* a* b* pH
BBO 81+2 a -4+l c 30+3 a 5,0+0,1a
BB1 80+1 a -4+l c 28+1b 5,1+0,1a
BAO 54+1 ¢ 20+1 a 4+1d 47+0,1b
BA1l 65+2 b 14+1b 13+t1c 47+0,1b
. 1
Homosceidastludade (valor 0,053 0,211 <0,001 0,003
de p) (n = 36)
2 —
3A6'\)'OVA (valordep) (M= 5401 <0001 <0001 <0001

Valores de p inferiores a 0,05 indicam distribuicdes heteroscedasticas, tendo a comparagéo
multipla sido feita pelo teste de Tamhane’s T2; valores de p superiores a 0,05 indicam
distribuicdes homoscedasticas, sendo as comparacdes multiplas feitas pelo teste de Tukey HSD.
2Qs valores de p inferiores a 0,050 em todos os casos indicam diferencas significativas em pelo
menos uma formulacdo (identificadas com letras diferentes) para todos os parametros.

4.4.2.4 Parametros reologicos

Tendo em atencdo a pertinéncia dos parametros texturais para a aceitacdo dos

produtos alimentares por parte dos consumidores, foram avaliados sete parametros

66



Desenvolvimento de um corante alimentar natural a base de antocianinas obtido a partir do epicarpo
de frutos de Prunus spinosa L.: otimizagdo da extracéo e estudo de aplicacdo

reoldgicos: dureza, adesividade, resiliéncia, coesdo, elasticidade, gomosidade e
mastigabilidade (Tabela 14).

No que diz respeito a dureza, que pode ser entendida como a forca necessaria para
comprimir os alimentos, verificou-se um decréscimo significativo do seu valor nas
amostras aditivadas com o extrato corante, em particular no dia de preparacdo (611+22
g). Por outro lado, a adesividade, que pode ser definida como a capacidade de os
alimentos aderirem aos dentes quando mastigados, ndo apresentou diferengas
significativas para qualquer das formulac6es. A mesma falta de diferencas significativas
foi também verificada para a resiliéncia, que representa em que medida uma amostra
recupera (em termos de forca e velocidade) de uma deformacéo induzida. Também no
que respeita a coesdo, ou seja o nivel até ao qual um alimento pode ser deformado até a
fratura, ndo houve diferencas assinalaveis, apesar da significancia estatistica que revelou
valores ligeiramente superiores para BAO e BAL. Ja em relacdo a elasticidade (a
velocidade a que um alimento recupera de uma deformacéo, depois de a forga indutora
ser removida, até a sua forma inicial), as formulagdes BAO e BA1 mostraram valores
bastante superiores.

A gomosidade, que resulta do produto da dureza pela coesao, apresentou valores
bastante similares, a excecdo daqueles que foram obtidos para BAO. Esta similaridade
acabou por ser também refletida na mastigabilidade, ja que esta grandeza resulta do
produto da gomosidade pela elasticidade (0 mesmo é dizer do produto dos trés parametros
primdrios dureza, coesdo e elasticidade), embora os valores obtidos para os “beijinhos”

aditivados com o extrato corante tenham sido significativamente superiores.
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Parametros primarios

Parametros secundarios

Dureza (g)  Adesividade (g.s) Coesdo (g) Elasticidade (%)  Resiliéncia (%) Gomosidade Mastigabilidade
BBO 1230+134 a -622+88 0,16+0,01 c 28+3 ¢ 2,4+0,1 206+22 a 6217 Db
BB1 1185+133 a -599+109 0,16+0,01 c 28+2 c 2,4+0,1 209+20 a 58+11b
BAO 611+22 c -543+44 0,26+0,01 a 5012 a 2,4+0,1 161+15b 8219 a
BA1l 938+23 b -636+46 0,21+0,01 b 45+1b 2,4+0,1 196+4 a 88+3 a
et 1
Homoscedastlcldade <0,001 0,050 0,474 0,001 0,048 0,017 0,041
(valor de p) (n = 36)
2
ANOVA <0,001 0,072 <0,001 <0,001 0,247 <0,001 <0,001

(valor de p) (n = 36)

Valores de p inferiores a 0,050 indicam distribuicdes heteroscedasticas, tendo a comparagdo multipla sido feita pelo teste de Tamhane’s T2; valores de
p superiores a 0,050 indicam distribuicdes homoscedasticas, tendo a comparacéo multipla sido feita pelo teste de Tukey HSD. ?Se o valor de p for inferior
a 0,050, o pardmetro correspondente apresenta diferengas significativas para pelo menos uma das formulacfes (identificadas com letras diferentes).
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5 Conclusoes
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Os corantes sd@o uma das classes de aditivos mais importantes em termos de
marketing, ja que a sua presenca em produtos alimentares influencia as percepcoes,
escolhas e preferéncias do consumidor. A busca por corantes de fontes naturais tornou-se
uma forte tendéncia no mercado atual, dadas as questdes de seguranca relacionadas com
a utilizacdo de corantes artificiais, a recente proibicao de alguns destes e 0 aumento da
consciencializa¢do dos consumidores no que respeita a produtos naturais. Sendo os frutos
de P. spinosa subexplorados comercialmente e uma relevante fonte de antocianinas, o
presente estudo contribui para a valorizacédo destes frutos silvestres para a obtencédo de
extratos ricos em antocianinas, que podem encontrar potencial aplicagdo como corantes

naturais em diferentes campos industriais.

Nesse sentido, um método de extracdo otimizado foi obtido comparando dois
sistemas de extracdo avancados e eficientes (HAE e UAE). A simplicidade do uso de
métodos convencionais (HAE ou maceracao) versus as vantagens de novas tecnologias
ndo convencionais (microondas, ultrassons, prensagem a frio, altas pressoes, etc.) para
recuperar compostos de materiais vegetais e subprodutos, é uma prioridade de muitas
industrias (por exemplo, nas areas alimentar, farmacéutica, cosmética e nutracéutica),
quer por questdes ambientais quer do ponto de vista econémico. Hoje em dia, pode ser
dificil encontrar uma linha de producdo que ndo aplique avangos tecnoldgicos para
aumentar o lucro, diminuindo os custos de energia e reduzindo as emissdes de gases, que
contribuem para o aumento do efeito de estufa, para atender as exigéncias legais. Neste
contexto, o presente trabalho propde um novo método rapido de extracdo de antocianinas
a partir de epicarpos de frutos de P. spinosa.

A eficiéncia da UAE foi maior do que a obtida com a HAE. As principais
antocianinas identificadas foram a cianidina 3-rutindsido e a peonidina 3-rutinésido,
tendo sido estas quantificadas. Através da otimizacdo do processo de extracdo, foi
possivel atingir pela UAE 18,17 + 1,82 mg CT/g R, 11,76 + 0,82 mg CT/g E dw e 68,60
+ 2,06% de rendimento, sendo os parametros 6timos de extracdo 5,00 £ 0,15 min, 400,00
+ 32,00 W e 47,98 + 2,88% de etanol. Os modelos matematicos utilizados (modelos RSM
e dose-resposta) foram estatisticamente significativos e permitiram a otimizagdo da
extracdo de antocianinas. Para os efeitos S/L, inspecionados nas condigdes 6timas, as
respostas para todos os critérios avaliados seguiram uma relagéo linear decrescente até
250 g/L. A validagéo estatistica foi feita de acordo com os altos valores do coeficiente de

determinacéo ajustado.
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Para além de possuirem propriedades corantes, as antocianinas sdo descritas na
literatura como sendo benéficas fisiologicamente, incluindo entre outros, efeitos contra
doencas cardiovasculares, aterosclerose e cancro. Nos estudos de bioatividade realizados
neste trabalho, o extrato otimizado de frutos de P. spinosa revelou atividade antioxidante
e capacidade inibitoria do crescimento microbiano, além de auséncia de potencial
hepatotoxico. Isso realca as vantagens no desenvolvimento e utilizagdo de um corante
natural obtido do epicarpo de frutos de P. spinosa como substituinte de corantes
artificiais.

Tendo em conta que a confeitaria € um setor alimentar de grande
representatividade na utilizacdo de corantes, devido aos diversos produtos coloridos, 0
estudo de aplicacdo do extrato foi efetuado num produto tipico brasileiro “beijinhos”,
onde se comprovou o0 seu potencial corante. A adi¢do do extrato corante ndo causou
alteracdes no pH, no perfil de acidos gordos e nos parametros nutricionais dos
“beijinhos”, exceto no teor de agticares livres, onde os teores de glucose e frutose foram
maiores quando comparados com o controle, refletindo o perfil de agUcares livres deste
fruto. Os parametros de cor evidenciaram a tonalidade roxo-avermelhado do extrato. Com
relacdo aos parametros reologicos, a adi¢do do extrato corante alterou significativamente
a dureza, a coeséo, a elasticidade, a gomosidade e a mastigabilidade dos “beijinhos”, em
comparagdo ao controle. Em geral, o extrato otimizado incorporado revelou uma boa
capacidade corante sem alterar as carateristicas nutricionais do produto alimentar.

A partir deste trabalho, futuros estudos podem tornar-se oportunos no sentido de
promover ainda mais a otimizacao da extragdo, como por exemplo medir a viabilidade da
adicdo de etapas de re-extracdo, ou avaliar a quantidade de antocianinas presentes no
epicarpo dos frutos de acordo com diferentes condicGes de cultivo e periodos de colheita.
Ou ainda, no sentido de aumentar a estabilidade destes extratos, por exemplo através da
avalicdo da influéncia de fatores como tempo de armazenamento, temperatura de
exposicao e pH do meio. Além disso, técnicas de encapsulagdo, como microencapsulacao,
lipossomas, ou nanoemulsdes, que tém ganho grande interesse na comunidade académica,
podem ser uma linha de investigacao na estabilizag&o e incorporacéo das antocianinas em

diferentes matrizes alimentares.
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