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RESUMO

Este estudo teve por objetivos, estudar a composi¢cdo quimica e propriedades
funcionais de 6leos de semente de uva bordd (Vitis labrusca Bordeaux) e amora-preta
(Rubus fruticosus L.), bem como otimizar a extracdo de compostos bioativos
hidrofilicos das sementes usando uma abordagem estatistica. A tese foi delineada de
forma que os objetivos, metodologia e resultados foram segmentados em dois
capitulos: o Capitulo 1 apresenta o estudo da fracao lipidica, em que se aborda o
conteudo fendlico total, a atividade antioxidante, a composicdo de acidos graxos e
fitoesterdis, a atividade antimicrobiana, bem como a atividade citotoxica do extrato
apolar da semente de uva e de amora; o Capitulo 2 aborda a otimizacdo da extracao
de compostos fendlicos com atividade antioxidante pelo uso de um delineamento
composto rotacional, utilizando dois fatores (tempo e razdo de mateial
vegetal:solvente). Os resultados mostraram que 0s extratos apolares de sementes,
obtidos pelo método Bligh-Dyer (BD), apresentaram 0s maiores niveis de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante, tanto para amora quanto para uva, entretanto,
apenas 0s extratos obtidos com extracdo por solvente a quente (Soxhlet)
apresentaram efeito inibitério contra Escherichia coli (IAL 2064) e Staphylococcus
aureus (ATCC 13565). Quanto a viabilidade celular, os extratos apolares nao
apresentaram citotoxicidade ou efeito antiproliferativo nas diferentes linhagens
celulares nas concentra¢gdes de 0 a 1000 pug/mL, o que mostra relativa seguranca
toxicoldgica dos extratos lipofilicos. Em relacdo a extracdo de compostos fendlicos
das sementes de uva e amora, 0s parametros otimizados para maior rendimento de
fendlicos e atividade antioxidante foram: tempo (359 e 62,1 min,
respectivamente), relagdo massa-solvente (1:61,28 e 1:64,1 g:mL, respectivamente)
utilizando etanol a 60% como solvente. Os principais compostos fendlicos detectados
nos extratos foram: semente de uva ((-)-epicatequina — 833,1 mg/100g;
epigalocatequina-3-galato — 785 mg/100g; (+)-catequina — 573,8 mg/100g; quercetina
— 231,7 mg/100g e quercetina-3-rutinosideo - 72,6 mg/100g) e amora (catequina —
88,8 mg/100g; (-)-epicatequina — 81,5 mg/100g; quercetina-3-glicosideo - 35,3
mg/100g; &cido 3,4-Dihidroxibenzoico - 34,5 mg/l100g e &cido 2,5-
Dihidroxibenzoico;). Os extratos de semente de uva e amora diminuiram a geracéo
intracelular de espécies reativas de oxigénio (ERQO’s) em células de adenocarcinoma

humano (A549) e carcinoma de colon humano (HCT8) quando expostas a H202. De



forma analoga, os extratos otimizados de semente de uva e amora mostraram efeito
protetor sobre eritrécitos humanos, quando submetidos a condi¢gdes hipotdnicas, bem
como isotbnicas, além de ndo apresentarem comportamento hemolitico em relagcédo a
concentracdo testada. Assim, considerando os requisitos da Agenda 2030 e a
necessidade de formas sustentaveis de producdo de ingredientes alimenticios,
concluimos que sementes de uva e amora podem ser utilizadas como fontes de

antioxidantes lipidicos, a serem utilizados em diferentes aplicacdes tecnolégicas.

Palavras-chave: sementes; Vitis labrusca Bordeaux; Rubus fruticosus L.; efeito

inibitorio; citotoxicidade; bioatividade in vitro.



ABSTRACT

This study aimed to study the chemical composition and functional properties of
burgundy grape (Vitis labrusca Bordeaux) and blackberry (Rubus fruticosus L.) seed
oils, as well as to optimize the extraction of hydrophilic bioactive compounds from these
seeds using a statistical approach. The thesis was designed in such a way that the
objectives, methodology and results were segmented into two chapters: Chapter 1
presents the study of the lipid fraction, in which the total phenolic content, the
antioxidant activity, the composition of fatty acids and phytosterols, the antimicrobial
activity, as well as the cytotoxic activity of the non-polar extract of grape and blackberry
seed were investigated; Chapter 2 addresses the optimization of the extraction of
phenolic compounds with antioxidant activity by using a rotational composite design,
using two factors (time and plant material:solvent ratio). The results showed that the
non-polar seed extracts, obtained using the Bligh-Dyer (BD) method, showed the
highest levels of total phenolic compounds and antioxidant activity, both for blackberry
and grape, however, only the extracts obtained with hot solvent extraction (Soxhlet)
showed an inhibitory effect against Escherichia coli (IAL 2064) and Staphylococcus
aureus (ATCC 13565). Regarding cell viability, the non-polar extracts did not show
cytotoxicity or antiproliferative effect on different cell lines at concentrations from O to
1000 pug/mL, which shows the relative toxicological safety of lipophilic extracts. When
the extraction of phenolic compounds from grape and blackberry seeds was carried
out, the optimized parameters for higher phenolic yield and antioxidant activity were:
time (35.9 and 62.1 min, respectively), mass-solvent ratio (1.61, 28 and 1:64.1 g:mL,
respectively) using 60% ethanol as solvent. The main phenolic compounds detected
in the extracts were: grape seed ((-)-epicatechin — 833.1 mg/100g; epigallocatechin-3-
gallate — 785 mg/100g; (+)-catechin — 573.8 mg/100g; quercetin — 231.7 mg/100g and
quercetin-3-rutinoside - 72.6 mg/100g) and blackberry (catechin — 88.8 mg/100g; (-)-
epicatechin — 81.5 mg/100g; quercetin-3 -glucoside - 35.3 mg/100g; 3,4-
dihydroxybenzoic acid — 34.5 mg/100g and 2,5-dihydroxybenzoic acid;). Grape and
blackberry seed extracts decreased intracellular generation of reactive oxygen species
(ROS) in human adenocarcinoma (A549) and human colon carcinoma (HCT8) cells
when exposed to H202. Similarly, the optimized grape and blackberry seed extracts
showed a protective effect on human erythrocytes when subjected to hypotonic as well

as isotonic conditions. Moreover, the extracts did not show hemolytic behavior in



relation to the tested concentration. Thus, considering the requirements of the 2030
Agenda and the need for sustainable ways of producing food ingredients, we conclude
that grape and blackberry seeds can be used as sources of lipid antioxidants to be

used in different technological applications.

Keywords: seeds; Vitis labrusca Bordeaux; Rubus fruticosus L.; inhibitory effect;

cytotoxicity; in vitro bioactivity.
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INTRODUCAO

As uvas (Vitis sp.) constituem uma das mais importantes culturas de frutas do
mundo porque podem ser consumidas como frutas frescas, bem como na forma de
vinho, suco e outros produtos processados (TALBOTT; HUGHES, 2008; LIANG et al.,
2014). A produgdo nacional de uvas destinadas ao processamento (vinho, suco e
derivados) foi de aproximadamente 698 mil toneladas, em 2019, representando
48,28% da producéo total de uvas, ja o restante da producao (51,72%) foi destinado
ao consumo in natura (EMBRAPA, 2020).

Vale ressaltar que a concentracao da producéo de uva no Brasil esta localizada
nas regides Sul, Sudeste e Nordeste, sendo uma atividade econdmica consolidada,
com grande importancia socioeconébmica. Em vista disso, o Brasil vem se
consolidando como um importante produtor mundial de suco de uva, devido ao fato
de gerar grande quantidade de residuos diversos, como o bagaco, que corresponde
a aproximadamente 20% da fruta processada. A saber, o bagaco constitui-se de casca
e semente, em que apresenta uma composicao rica e heterogénea em compostos
fendlicos (flavonoides e néo flavonoides) (BRUNNER, 2005).

Também convém citar a amora (Rubus sp.), que é um fruto amplamente
conhecido por conter quantidades notaveis de compostos fendlicos, incluindo
flavondis, acido clorogénico e procianidinas, que possuem alta atividade biolégica e
podem proporcionar beneficios a salde humana, ou seja, como antioxidantes
dietéticos (DELVALLE; AGUILERA, 1999). Assim, a amora tem sido usada em
industrias de alimentos para produzir sucos, sorvetes, iogurtes, e geleias. No entanto,
0 processamento das amoras gera cerca de 20% de residuos, compostos
principalmente por casca e sementes, que contém grandes quantidades de compostos
bioativos (GUO et al., 2003).

Os principais Estados produtores desse fruto estao localizados nas regides Sul
e Sudeste, sendo eles, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Minas Gerais, Sao
Paulo e Espirito Santo. No estado de Santa Catarina, a producdo de amora abrange
uma area de aproximadamente 10 ha, com valores estimados em 7,7 ton/ha. Em
outros estados, como Rio Grande do Sul, Parana, S&o Paulo e Minas Gerais, as areas
de cultivo também sdo significativas, com valores de 22,1 a 239,2 hectares
(EMBRAPA, 2017).
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E pertinente salientar que o bagaco (sementes e casca) de uvas e amoras €,
geralmente, descartado, sem aproveitamento de sua composi¢ao quimica. Em muitos
casos, essas partes das frutas podem apresentar maior atividade biolégica se
comparado com a polpa. Utilizar residuos do processamento torna-se, portanto, uma
maneira de aproveitamento e conversdo em coprodutos, com atividade biol6gica
demonstrada por métodos in vitro e in vivo, com maior valor agregado (BORGES et
al.,, 2015). Além disso, a utilizacdo de residuos representa um segmento do
agronegocio para a valorizagdo de espécies de frutas nativas brasileiras, por meio de
estudos quimicos, desenvolvimento e inovacao tecnolégica, ou seja, € uma forma de
incentivar, também de fomentar, tanto o plantio, como o consumo, ainda, preservar a
biodiversidade. Nesse sentido, obter conhecimento da constituicdo quimica desses
frutos e de suas fracdes podera contribuir para um melhor aproveitamento, tanto na
indUstria alimenticia, quanto cosmética, permitindo, assim, a sua valorizacdo
econdmica (DE AZEVEDO et al., 2014).

Atualmente, a busca por produtos fonte de compostos bioativos tem chamado
a atencéo, por trazer diversos beneficios a saude e, com isso, vem incentivando os
pesquisadores a estudar e cultivar diferentes espécies vegetais, fontes de fendlicos
com atividade antioxidante, antimicrobiana e potencial protetor de células contra
cancer (BRAVO, 1998; ZIELINSKI et al., 2014; SANTOS et al., 2018).

O interesse pela descoberta de novos antioxidantes, seguros e extraidos de
fontes naturais, deve-se, principalmente, ao fato de prevenir o dano oxidativo as
células, sendo capaz de diminuir ou prevenir, significativamente, a oxidacdo de
membranas celulares. E fato que a acéo antioxidante desses compostos pode atuar
em diferentes estagios no processo de oxidacdo, ao diminuir a concentracdo de
radicais livres, quelar ions e até mesmo decompor produtos primarios, além de levar
a compostos nao radicalares, que auxiliam o equilibrio do sistema imunoldgico
(BRAVO, 1998; SOARES, 2002; GRANATO et al., 2018).

Evidéncias clinicas e experimentais mostram que os compostos fendlicos
desempenham importante papel na protecao celular, pois sao capazes de sequestrar
ou inibir as diversas espécies de oxigénio reativo, transferir elétrons para radicais
livres e ativar enzimas antioxidantes (DUMITRIU et al., 2015), logo, diminuem o risco
do estresse oxidativo, apontado como causa de algumas doencas, como
arteriosclerose e outras doencas cardiometabdlicas, diabete do tipo 2 e doencas

neurodegenerativas (ASADI et al., 2010). Qi et al. (2021) identificaram melhoras em
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lesbes de células-tronco hematopoiéticas em camundongos, utilizando compostos
fenolicos (proantocianidinas) extraidos da semente de uva. Ademais, esses
compostos estado frequentemente associados a inibicdo do crescimento de células
cancerigenas (JARA-PALACIOS et al., 2015; LEE et al., 2006), além da acao anti-
inflamatdria, analgésica, gastroprotetora (LAJILI et al, 2016) e antimicrobiana,
(CENTIN-KARACA; NEWMAN, 2016; GONCALVES et al., 2017).

A atividade antimicrobiana € outra caracteristica importante dos compostos
fendlicos, ja que a resisténcia dos micro-organismos, frente a agentes antibacterianos,
tem se tornado um problema global (SHEN, 2014). Em resposta a essa resisténcia, a
procura por novos compostos com propriedades antibacterianas tem chamado a
atencdo para isolar e identificar esses compostos, capazes de inibir o crescimento
bacteriano ou ter acédo bactericida, através da inativacao das enzimas celulares, além
de mudancas na permeabilidade das membranas celulares (SHEN, 2014; BELDA-
GALBIS et al., 2015). Os polifendis também podem se destacar, pelo seu potencial
antiproliferativo, devido a suas propriedades antioxidantes e pro-oxidantes (CARMO
et al., 2018).

Nesse contexto, o presente trabalho visa estabelecer uma metodologia técnico-
analitica para a extracdo e a caracterizacdo quimica e de bioatividades das fracées
lipidicas e fendlicas dos residuos de processamento do bagaco de uva e amora. Para
isso, diferentes métodos de extracdo foram testados e avaliados, em relacdo ao
rendimento, composicdo quimica, atividade antioxidante, antimicrobiana e
antiproliferativa.

A tese foi delineada de forma que os objetivos, metodologia e resultados foram
segmentados em capitulos, como mostra a Figura 1: Capitulo 1, que apresenta o
estudo da fracdo lipidica, em que se aborda o contetdo fendlico total, a atividade
antioxidante, a composicao de acidos graxos e fitoesterdis, a atividade antimicrobiana,
bem como a atividade citotdxica do extrato apolar da semente de uva e de amora. No
Capitulo 2, mostra-se o estudo do material desengordurado, em que se aborda a
otimizacdo da extracdo, através de ensaios estatisticos, conteudo fendlico total,
atividade antioxidante, atividade citotoxica e analise quantitativa da composi¢cao dos

extratos.



Figura 1 — Delineamento da tese.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
UVA (Vitis sp.)

O bagaco da uva é composto por casca, caule e semente, entdo, representa o
residuo de maior volume na industria do vinho e do suco (FONTANA et al., 2013; YU,
AHMEDNA, 2013). Vale destacar que as sementes de uva representam
aproximadamente 40-50% dos residuos solidos do processo de producdo (BRENES
et al.,, 2016), ja o 6leo de semente de uva € capaz de contribuir para os efeitos
nutracéuticos, devido a sua composi¢cado e capacidade antioxidante, sendo assim, ele
apresenta diversas aplicagbes, principalmente em formulagcdes de cosméticos
(CECCHIl et al., 2019).

Segundo a The Plant List, 2013, o género Vitis L. inclui 68 espécies. O United
States Department of Agriculture (USDA) e o Natural Resources Conservation Service
(NRCS) identificaram as espécies de uva, a saber: Vitis acerifolia Raf. (uva em folha
de bordo), Vitis aestivalis Michx. (uva de verédo), Vitis amurensis Rupr. (Uva Amur),
Vitis arizonica Engelm. (uva de garganta), Vitis californica Benth. (Uva selvagem da
Califérnia), Vitis cinerea Engelm. ex Millardet (uva whitebark), Vitis girdiana Munson
(uva selvagem do deserto), Vitis labrusca L. (uva fox), Vitis monticola Buckley (uva
doce da montanha), Vitis mustangensis Buckley (uva mustang), Vitis x novae-angliae
Fernald, Vitis palmata Vahl (uva catbird), Vitis riparia Michx. (uva de rio), Vitis
rotundifolia  Michx (muscadina), Vitis rupestris Scheele (uva de areia), Vitis
shuttleworthii House (uva insensivel), Vitis tiliifolia Humb. e Bonpl. ex Schult. (Uva das
indias Ocidentais), Vitis vinifera L. (uva europeia ou de vinho), V. vinifera L. ssp.
sylvestris Hegi (uva selvagem) e V. vulpina L. (uva congelada).

Flavonoides, como flavanois e flavondis, estilbenos, como o trans-resveratrol,
e acidos fendlicos, como o &cido galico, acidos vanilico, siringico e cafeico, constituem
a base da composicao fendlica das uvas e produtos derivados (TEIXEIRA et al., 2013).
Em estudos realizados por Fiume et al. (2014), os fendlicos extraiveis nas uvas estao
dispostos da seguinte forma: cerca de 10% estdo presentes na polpa, 28-35% na
casca e 60-70% nas sementes. Na Figura 2 estdo representados 0s principais

compostos fenolicos presente em diferentes fracdes da uva.


http://www.nrcs.usda.gov/
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Figura 2 — Principais compostos fendlicos presentes em diferentes fracdes da uva.
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Efeito antioxidante, anti-inflamatério, anticancer, neuroprotetor, anti-
hipertensivo, dentre outras funcfes, sdo algumas das varias atividades bioldgicas,
tanto in vitro quanto in vivo, determinadas em estudos anteriores (YUN et al.2020);
(WANG et al.,, 2020; WANG; HUANG; ZHAN, 2019; ARAFAT; SHABAAN, 2019;
CHEN et al., 2019). Estudos realizados por Hakimuddin et al. (2008), Singh et al.
(2011), Schlachterman et al. (2008) e Singletary et al. (2003), evidenciaram atividade
anticancer e antimetastatica, quando testados in vivo e in vitro contra células de cancer
utilizando compostos fendlicos especificos (antocianidinas, proantocianidinas e
resveratrol), extraidos a partir de vinhos e sementes. Segundo Yang et al. (2001), o
mecanismo de ac¢ao que poderia impedir iniciagdo tumoral in vivo e in vitro, pode estar
relacionado a atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antiproliferativa dos
compostos fenolicos da uva. Os compostos fendlicos e as bioatividades estdo
descritos no Quadro 1.

Ainda nessa linha de observacgéo, em relagéo a 6leo e polifendis, as sementes
de uva também contém oligossacarideos, carboidratos que possuem acéao prebiotica

em seres humanos (BORDIGA, 2016). E pertinente acrescentar que uma das acdes
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7

mais bem determinadas de oligossacarideos é a atividade prebiotica (QIANG;
YONGLIE; QIANBING, 2009), em que os prebibticos sdo definidos como substratos
seletivamente utilizados por microorganismos existentes no hospedeiro, conferindo
beneficios a saude (SWANSON et al., 2020). Visto que sementes e cascas de uva
séo fontes mais valiosas em compostos com alta atividade biologica do que a polpa
do fruto, é de grande importancia o aprofundamento dos estudos para determinar as
propriedades bioldgicas com ensaio in vivo e in vitro das partes morfoldgicas da uva,
para a concepcéo de produtos alimenticios com alta qualidade sensorial e relacionada
a saude. Além disso, as sementes sdo partes integrantes do bagaco, logo, a sua
utilizac@o na industria de alimentos, farmacéutica e cosmética sofre aumento, que é

economicamente justificado.



Quadro 1 — Compostos fendlicos e bioatividades da semente de uva.
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(continua)

Conteldo fendlico

Semente Extracédo (solvente) total Compostos Individuais Bioatividades Referéncias
Delfinidina-3-glicosideo
Malvidina-3-glicosideo
Cianidina-3-glicosideo
Malvidina-3,5-diglicosideo Poder antioxidante
Acido 2,5 dihidroxibenzoico redutor de ferro
Acido 2,4 dihidroxibenzoico (FRAP)
Acido Siringico Folin-Ciocalteu
Hidroalcodlico 60% Acido 5-O-cafeoilquinico capacidade de Deolindo et al.,
(4lcool etilico) 13643690 mg AGE/g Acido galico redugdo da atividade (2019)
Acido 2-hidroxicinamico de eliminacéo do
Acido elagico radical DPPH;
Quercetina atividade anti-
Quercetina-3-rutinosideo hipertensiva
(+)-Catequina
Uva (-)-Epicatequina
(Vitis sp.) trans-resveratrol

Etanol/agua acida

Acido vanilico
Acido p-cumarico

poder inibitério frente
a PTP-1B (Proteina

(pH 3,2) N&o determinado E-resvera}trol . Tirosina Cecchi et al., (2019)
7.3 vy Quercetina Enzima Fosfatase
Kaempferol 1B)
Pinoresinol
Acido fendlico
Acido galico Citotoxicidade
(-)-Epicatequina em macroéfago
Etanol/agua Galato de epigalocatequina RAW 264.7 Harbeoui et al.,
(80:20, viv) 161,66 mg AGE/g Galato de epicatequina (2019)

Epigalocatequina
Procianidina B1
Procianidina B4

Atividade anti-
inflamatoéria




Quadro 1 — Compostos fendlicos e bioatividades da semente de uva.
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(concluséo)

Procianidina B2
Flavonol
Kaempferol
Miricetina
Quercetina

50 mL
tampéao de acetato a
1:10 p/v e enzimas

0,81 g AGE/100 g

Acido galico
Acido p-cumarico
Acido Siringico
(+)-Catequina
Resveratrol
Malvidina-3-O-
glicosideo

Trolox equivalente
capacidade
antioxidante (TE)

Meini et al., (2019)

Nota: AGE = Acido gélico equivalente, DPPH = 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, FRAP = Poder antioxidante redutor do ferro, TE = Trolox Equivalente, RAW 264.7 =
macréfago, PTP-1B = Proteina Tirosina Enzima Fosfatase 1B.

Fonte: Fidelis et al. (2019).
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Deolindo et al. (2019) afirmam que extratos hidroetandlicos (60% v/v) de
semente de uva (Vitis labrusca cv. Bordeaux) apresentam ndo somente uma atividade
antioxidante, baseando-se na analise frente ao radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), (3637 + 4 mg AAE (acido ascorbico equivalente/100 g), mas, também,
potencial para inibir a atividade de ACE-l (enzima conversora da angiotensina [) in
vitro. Nunes; Pimentel; Costa; Alves e Oliveira (2016) justificam a inibicdo da atividade
do ACE-l aos compostos fendlicos presentes no suco de uva, casca e sementes,
principalmente, devido a presenca de (+)-catequina, (-)-epicatequina, (+)-
galocatequina e (+)-epigalocatequina.

Harbeoui et al. (2019) confirmaram a capacidade anti-inflamatéria de maneira
dose-dependente do extrato hidroetandlico (80%) de sementes de uvas Vitis vinifera
L. inibindo a expressdo e a producdo de diferentes inflamatdrios. Os autores
sugeriram, também, que os diferentes mecanismos envolvidos nesta atividade anti-
inflamatdria poderiam se dar, devido ao sinergismo entre varios compostos fenolicos,
bem como os elementos estruturais especificos de flavonoides (fracdo dominante).

Ainda sob essa perspectiva, um estudo epidemiolégico demonstrou que o
consumo de uvas e seus produtos, como vinho e suco, esta relacionado a Vvarios
efeitos benéficos a salde humana, incluindo uma reducdo do risco de cancer
(DINICOLA et al., 2014). Em estudos clinicos, o consumo de vinho demonstrou ter um
efeito protetor contra adenocarcinoma de pulmdo (DE STEFANI et al., 2002) e
apresentou atividade no combate ao desenvolvimento de cancer de pulméo (RUANO-
RAVINA; FIGUEIRAS; BARROS-DIOS, 2004). Chao et al. (2007) sugeriram que 0
consumo equilibrado de vinho poderia ser associado ao combate do desenvolvimento
de cancer de pulmao.

Além disso, o estudo multidisciplinar, realizado por Di Meo et al. (2019), reforca
que a extracao de novas moléculas fendlicas de sementes de uva podem ser vistas
como fonte de novos metabdlitos, com atividade biolégica para serem utilizados como
nutracéuticos ou novos medicamentos para o tratamento de mesotelioma maligno
(tipo de cancer que afeta as células do revestimento interno de certas partes do corpo,
especialmente torax e abdome). Com uma combinacéo de sementes e cascas de uva
como suplementos em uma dieta para camundongos, que foram inoculados com
carcinoma, Ehrlich et al. (2019) observaram que ocorreu inibicdo efetiva no
crescimento do tumor via mecanismos que envolvem parada do ciclo celular e

apoptose, demonstrando, assim, que o0 suplemento pode possuir grande potencial
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para quimioprevencao natural do crescimento de tumores. Assim, mesmo com VAarios
estudos sobre as sementes e polpa da uva, nenhum estudo foi feito comparando os
efeitos das extracdes Soxhlet, Bligh-Dyer e Ultrassom, em relacéo as bioatividades,
composicdo de acidos graxos e fendlicos totais dos rejeitos (sementes) de uva. A
Figura 3, demonstra uma das varias formas de producédo de bagaco de uva (producéo

de suco).

Figura 3 - Produgéo do bagaco de uva nas etapas de producéo de suco de uva (método de prensagem

a quente).
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Fonte: O autor.

AMORA (Rubus sp.)

As amoras sao colhidas e consumidas globalmente, devido ao seu bom gosto
e alto teor de compostos bioativos naturais, como fibras, vitaminas, fitoesterois,

carotenoides e acidos organicos, que podem ter efeitos benéficos na saude humana
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(RAO; SNYDER, 2010). Um amplo espectro de compostos fitoquimicos tem sido
relatado em amoras, incluindo &cidos fendlicos, flavonoides, erois, carotenoides e
acidos organicos (MORAES et al., 2020; TOMAS et al., 2019). O subgrupo antocianina
dos flavonoides esta entre os principais componentes em amoras (DA FONSECA
MACHADO et al.,, 2018; YAMA-SHITA et al., 2017). As principais antocianinas
relatadas em amoras consiste de cianidinas, incluindo cianidina-3-glicosideo, seguido
por cianidina-3-xilosideo, cianidina-3-malonilglicosideo, cianidina-3-dioxalilglucosideo
e cianidina-3-sambubiosideo (ZIA-UL-HAQ et al.,, 2014). O consumo de amora,
portanto, promove a saude, pois exibe muitas atividades biolégicas, devido a sua
riqueza em compostos bioativos (HUSSEINET et al., 2018, MORAES et al., 2020;
TOMAS et al.,, 2019). Na Figura 4, estdo representados 0s principais compostos

fendlicos presente em diferentes fracdes da amora.

Figura 4 — Principais compostos fendlicos presentes em diferentes fra¢cdes da amora.
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O fruto consumido como fresco, mas também processado de varias formas, a
amora-preta, pertencente ao género Rubus, é rica em polifendis, como antocianinas

e outros antioxidantes, que contribuem para sua atividade antioxidante (DAI et al.,
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2009). Nesse sentido, as atividades biolégicas relacionadas a amora-preta séo
retratadas em estudos, os quais demonstram acdes de protecao contra agentes de
estresse oxidativos, endotoxicidade, doencas neurodegenerativas relacionadas a
idade, obesidade, céancer e doencas cardiovasculares (SAUTEBIN et al., 2004,
SERRAINO et al., 2003; KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012). Os compostos
fendlicos e bioatividades da amora estédo representadas no Quadro 2.



Quadro 2 - Compostos fendlicos e Bioatividades da semente de amora.
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(continua)

Semente

Extrac&o (solvente)

Conteldo fendlico
total

Compostos Individuais

Bioatividades

Referéncias

Amora
(Rubus sp.)

Metanol:acetona:agua
(7:7:6, viviv),
Acetona:agua

(8:2, viv), Metanol:agua

(7:3, viv),
Agua, dietil
éter:acetato de etila
(1:1, viv)

13 mg AGE/g extrato
seco

Acido protocatecuico
Acido p-cumarico
Acido galico
Hexdsido galico
Acido cafeico
Acido siringico
(+)-Catequina
(-)-Epicatequina
Epigalocatequina
Galato de epicatequina
Tipo B dimeros de
procianidina
Quercetina

Quercetina
3-O-glicuronideo
Quercetina
Pentose
Miricetina
Peonidina
3-O-glicosideo

Atividade
antioxidante
Eliminacdo de OH-
(125 umol TE/g
extrato seco),
ORAC (60 umol TE/g
extrato seco),
Reducéo
poténcia (88 umol
TE/g extrato seco),
Inibic&o
contra a oxidacéo do
colesterol LDL
humano
(21-60% de 0 a 22
h), Quelante de
Ferro(ll) (199
umol TE/g extrato
seco), Inibicdo de
OH-e
Cisao de fita de DNA
superenrolada
induzida por OOR-
(85-95% para OH+ e
90-95% para OOR-)

Ayoub; De Camargo;
Shabhidi, (2016)

Amora
(Rubus ulmifolius)

Metanol

171 mg AGE/g de
sementes secas

Cianidina 3-O-glicosideo
Acido elagico
Galloil-HHDP-glicose
Galoil-bis-HHDP-glicose

Atividade
antioxidante
DPPH (93, 96 e 98%
de radicais
eliminados em 42,

Fazio et al., (2013)




Quadro 2 - Compostos fenolicos e Bioatividades da semente de amora.
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(concluséao)

83, 167 pg/mL de
extratos,
respectivamente;
ECso =1 pg/mL)
Atividade anti-
inflamatéria
Fortes efeitos inibitorios
sobre a producéo de
mediadores
inflamatoérios induzidos
por LPS
(NO, CCL-20)

Elagitaninos (41

compostos)

Derivados de &cido Efeito protetor nas

Amora elagico (10) aberragtes
(Rubus fruticosus) Metanol:agua (1:1, v/v) N&o determinado Derivados de acido cromossémicas Godevac et al., (2011)
3 cultivares galico (4) em linfécitos humanos
Acido protocatecuico periféricos
Acido clorogénico
Acido salicilico

Atividade

Oleo de semente,
(Rubus fruticosus)

Metanol:dgua (1:1, v/v)

5,6-9,1 mg CAE/g éleo

Acido p-cumarico
Acido vanilico
Vanilina

antioxidante
FRAP (equivalente a
0,3 FeSO4 (umol/L)/g
6leo)

Van Hoed et al., (2011)

Nota: LDL= lipoproteina de baixa densidade, TE = Trolox equivalente, LPS = lipopolissacarideo, NO = Oxido nitrico, AGE = Acido galico equivalente, CAE =
Catequina equivalente, DPPH = 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, FRAP = Poder antioxidante redutor do ferro, FeSO4 = Sulfato de ferro, ECso = minima concentracao

necessaria de antioxidante para inibir 50% de uma determinada concentracéo de radical, CCL-20 = Quimiocina 20.

Fonte: Fidelis et al. (2019).
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Em continuidade, no estudo realizado por Gowd et al. (2018) foi possivel
concluir que os polifendis, presentes na amora-preta, possuem potencial antioxidante
e antidiabético. Os estudiosos sugerem, também, que os polifendis (antocianinas) de
amora sdo biotransformados (através de metabdlitos intestinais) em metabdlitos
fendlicos mais ativos, com potente atividade antidiabética, através de atividades
antioxidantes, o que possibilita afirmar que os frutos ricos em polifendis podem ser
considerados alimentos funcionais, e a suplementacdo dietética de amora poderia
ajudar na manutencéo da boa saude.

Mici¢ et al. (2015), ao analisarem 6leos de semente de amora e framboesa,
identificaram que eles séo ricos em acidos graxos essenciais. Os autores, entdo, ao
compararem as constantes da taxa de oxidacdo, demonstraram que o 6leo de amora
mostrou-se mais estavel a oxidacdo do que o 6leo de semente de framboesa.
Segundo os pesquisadores, a razdo para isso € uma quantidade menor de acido
linolénico no 6leo de amora, devido a este ser menos estavel, em termos de oxidacao.
Vale ressaltar que, embora ambos os 06leos sejam altamente insaturados, eles
apresentam estabilidade oxidativa semelhante a alguns Oleos comerciais,
provavelmente, devido ao alto teor de tocoferéis dos 6leos de sementes.

Diante disso, os beneficios da amora-preta a saude foram atribuidos a alta
quantidade de cianidina-3-O-glucosideo, por suas propriedades antioxidantes
(KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012). Em vista desses aspectos, relatérios
indicam que a ingestdo de antocianinas diminuem o risco de diabetes e doencas
cardiovasculares (CASSIDY et al., 2013; VAN DAM; NAIDOO; LANDBERG, 2013;
WEDICK et al., 2012). Ainda, a partir dos resultados apresentados por Gowd; Bao e
Chen, (2018), ao estudarem extrato de antocianina de amora-preta, foi possivel
concluir que esse componente possui uma potencial atividade antioxidante celular.

Zannou e Koca (2022), em seu estudo de técnicas verdes de extracdo com a
utilizacdo de amoras, identificaram concentracdo fendlica total (9,35 + 0,39 mg
AGE/qQ), teor total de flavonoides (104,72 + 5,17 mg CAE/100g), teor total de
antocianinas (115,37 + 0,43), acédo antirradical (68,77 + 2,29 mmol TE/g), poder
redutor (83,08 = 3,78) e atividade quelante de metal (4771,25 + 83,58 mg TE/100g),
além de identificar antocianinas, como cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-rutinosideo
e pelargonidina-3-glucdsido. Chen et al. (2016), em seus estudos, demonstraram que

homogenatos de amora, submetidos a tratamento gastrointestinal in vitro, protegeram
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as mitocondrias da peroxidacgdo lipidica da membrana e do potencial colapso dela,
prevencao da deplecao da glutationa celular, atenuando a citotoxicidade induzida por
carbamato de etila (CE), em células Caco-2. Apés digestdo gastrointestinal, simulada
in vitro, os autores determinaram que o melhor desempenho na melhoria da
citotoxicidade induzida por CE pode estar associado ao aumento do contetdo de duas
antocianinas (cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-dioxalglicosideo), que pode ter
implicacdes na prevencao de doencas, causadas por CE.

Tomas et al. (2019), a partir de seus estudos, concluiram que as antocianinas,
gue atingem o intestino grosso, promovem a formag&o de compostos de baixo peso
molecular, como 4-vinilfenol, acido benzoico e tirosol, juntamente com outros
compostos fendlicos acidos (isto é, acidos ferulico e galico). O aumento de metabdlitos
fendlicos, provavelmente, por possuir potencial antioxidante, faz com que a amora-
preta seja adicionada com fibras sollveis, tornando-se um potencial alimento
funcional. Poucos estudos relatam sobre as propriedades das sementes de amora e
nenhum estudo foi feito comparando os efeitos das extracdes Soxhlet, Bligh-Dyer e
Ultrassom, em relacdo as bioatividades, composicdo de acidos graxos e fendlicos
totais dos rejeitos (sementes) de amora. A Figura 5, demonstra uma das varias formas
de producgéo de bagaco de amora (producéo de suco).
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Figura 5 - Producéo do bagago de amora nas etapas de producéo de suco de amora (método utilizando

suquificador).

Amora

Esmagamento

Suquificador

70 *C/80-70 min

1T s )

Suco ]7 Resfriamente 0 *C
[ Filtragao ]<—

i Pasteurizacdo 75 °C

[ Engarrafamento ]

Fonte: O autor.

COMPOSTOS FENOLICOS

Em relacdo as plantas, uma importante caracteristica delas € a capacidade de
sintetizar uma grande diversidade de compostos, denominados metabdlitos
secundarios, que apresentam um papel essencial ou ndo ao metabolismo vegetal. O
metabolismo secundario vem sendo estudado e isso permite a elucidacao da estrutura
guimica de cerca de 50.000 compostos (DE LUCA; ST PIERRE, 2000). Convém
explicitar que os polifendis sdo substancias que, geralmente, ndo fazem parte do
metabolismo basico da planta, possuem caracteristicas quimicas muito variadas e, as
vezes, bastante complexas (TAIZ; ZEIGER, 1998). A visdo de que os metabdlitos
secundérios ndo apresentam uma funcdo especifica, e sdo simplesmente produtos

finais das reagOes e/ou erros do metabolismo, tem mudado substancialmente, na
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medida em que descobertas sobre as fungbes desses compostos tém sido
alcancadas.

No metabolismo secundario das plantas sdo gerados os compostos fendlicos,
gue se encontram nos vegetais, na forma livre ou ligados a acucares (glicosideos) e
proteinas, essenciais para o seu crescimento, bem como sua reproducdo. Estes
compostos se formam em condicbes de estresse, como infecgbes, ferimentos,
radiacdo ultravioleta, dentre outras (BRAVO, 1998; NACZK; SHAHIDI, 2004). O
reconhecimento das propriedades antioxidantes desses compostos tem construido
uma nova visdo em direcdo aos efeitos benéficos que podem apresentar a saude
(KAUR; KAPOOR, 2001). As principais fontes de compostos fendlicos sdo frutas
citricas, como lim&o, laranja e tangerina, além de outras frutas, como cereja, uva,
ameixa, péra, macd e mamao (ANGELO; JORGE, 2007).

Os compostos fendlicos sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa dos frutos. Definidos quimicamente como substancias que
possuem anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais (LEE et al., 2005), os compostos fendlicos de maior ocorréncia
natural apresentam-se conjugados com mono e polissacarideos, através de um ou
mais grupos fendlicos. Esses compostos também podem ocorrer como derivados
funcionais, como ésteres e metil ésteres.

Assim, é importante destacar que os compostos fendlicos, de acordo com sua
estrutura quimica, sdo divididos em classes: acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos
e taninos, além de determinar sua atividade antioxidante. Dentre as classes de
compostos fendlicos presentes em plantas e reconhecidos como componentes da
dieta estdo, principalmente, os flavonoides e os acidos fenélicos (BALASUNDRAM,;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

A maioria dos compostos fendlicos sé@o sintetizados, por meio da fenilalanina,
como mostra a Figura 6, a qual aponta a via do &cido chiguimico da origem,
principalmente a compostos mais simples, como os acidos fendlicos, ligninas e
cumarinas. Ja a combinag&o de ambas as vias (via do &cido chiquimico e via do acido
malbnico), conduz a formagédo dos compostos com massa molecular maior, como 0s
flavonoides, o grupo mais abundante de compostos fendlicos na natureza (SANCHEZ-
MORENO, 2002), além de outros grupos, mais complexos, como 0s taninos

condensados.
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Figura 6 - Biossintese geral dos compostos fendlicos.
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condensados

Fonte: Adaptado de Taiz e Zeiger (2009).

ESPECIES REATIVAS E O ESTRESSE OXIDATIVO

Moléculas organicas, inorganicas ou atomos que contém um ou mais elétrons
nao pareados, assim sdo classificados os radicais livres (BOYCE, 1999). Essa
estrutura faz com que esses radicais apresentem alta instabilidade, ou seja, eles tém
meia-vida curta e sdo muito reativos. Essas espécies sdo responsaveis pela oxidacao
(prejudicial), que pode danificar membranas e conteddos celulares, um exemplo sao
as lipoproteinas de baixa densidade (HALLIWELL, 2007). Gerados no citoplasma, nas
mitocondrias ou na membrana, os radicais livres tém como alvo celular as proteinas,
os lipidios, os carboidratos e o DNA (YU; ANDERSON, 1997). As principais

consequéncias da acdo das espécies reativas sdo: doengas degenerativas, como



37

cancer, doencas cardiovasculares, queda do sistema imunoldgico, disfuncdes
cerebrais, catarata, entre outras (ARUOMA, 1994; CHEUNG; CHEUNG; OOL, 2003).

O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes, que resulta em
danos celulares pelos radicais livres, € chamado estresse oxidativo (DAVALOS;
GOMES-CORDOVES; BARTOLOME, 2003). Como consequéncia do estresse
oxidativo, a peroxidagdo lipidica causa uma série de mudancas nos sistemas
bioldgicos, tais como a ruptura das membranas celulares, mutacdes na estrutura do
DNA, oxidacdo dos lipideos insaturados, formacdo de residuos quimico e
comprometimento de componentes da matriz extracelular (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999). Além disso, 0 estresse oxidativo € fator crucial no
desenvolvimento e no agravamento de algumas doencas croénicas humanas, como:
diabete mellitus, catarata, doenca de Parkinson, danos cerebrais na doenca de
Wilson, doenca de Alzheimer, isquemia cerebral, esclerose lateral amiotréfica, ataxia
de Friedeich, cancer, aterosclerose, artrite, doencas neurodegenerativas e no
aceleramento do processo de envelhecimento (HERMES-LIMA, 2004).

Ademais, a formacdo de espécies reativas € um mecanismo inevitavel em
organismos aerobicos, uma vez que, em situa¢cbes normais, somente 95 a 97% do
oxigénio absorvido € reduzido na cadeia respiratéria, por meio do transporte de
elétrons, bem como no reticulo endoplasmatico, tendo por produto final agua
(KEHRER, 2014). As fontes que cedem os cations de hidrogénio e os elétrons
necessarios para a reacao sao, basicamente, dinucleétido de nicotinamida e adenina
reduzido (NADH), dinucleétido de flavina e adenina reduzido (FADH) e a coenzima Q
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). As moléculas de oxigénio, que ndo sao
devidamente reduzidas pelo sistema endogeno (3 a 5%), recebem apenas um elétron,
o qual vai ocupar um dos orbitais externos, ao mesmo tempo em que o outro continua
ndo emparelhado, produzindo intermediarios altamente reativos, denominados
Espécies Reativas de Oxigénio — ERO's, Equacéo 1, 2, 3 e 4 (SLATER, 1988):

» 02+ e = 02 (radical superoxido) ()
» 02+ H20 = HO2"+ "OH (radical hidroperoxila) (2)
» HO2 + e + H* = H20:2 (peréxido de hidrogénio) 3)

» H202+ e = "OH + "OH (radical hidroxila) (4)
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Relacionada a danos em lipidios, proteinas e &cidos nucleicos em diferentes
sistemas biologicos, a formacdo de ERO's causa deficiéncia funcional e estrutural em
diferentes moléculas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Nesse sentido, 0 consumo
de compostos com propriedades antioxidantes tem sido recomendado, para evitar ou
retardar os danos ocasionados pelo estresse oxidativo em humanos (SAKANAKA,;
TACHIBANA; OKADA, 2005). Assim, cada vez mais, aumenta 0 interesse na
identificacdo de compostos antioxidantes, uma vez que eles podem manter o equilibrio
entre a producdo de oxidantes e a concentracdo de compostos antioxidantes, que
minimizam o0s danos oxidativos no organismo (CHIDAMBARA-MURTHY;
JAYAPRAKASHA; SINGH, 2002).

ANTIOXIDANTES

Um antioxidante é uma substancia que, quando presente em baixa
concentracdo, em relacdo ao substrato na forma oxidavel, retarda ou inibe a sua
oxidacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Os compostos fendlicos e carotenoides
Sa0 0s principais compostos bioativos em alimentos de origem vegetal, como frutas,
verduras, chas, entre outros. Esses compostos restringem os efeitos maléficos
causados pelos radicais livres ao organismo, por meio do retardo da velocidade de
oxidacdo, através de um ou mais mecanismos, como inibicdo de radicais livres e
complexacdo de metais, isto €, sdo capazes de proteger as células dos agentes
oxidantes, evitando efeitos nocivos em diversos o6rgdos (PIMENTEL; FRANCKI;
BOIAGO, 2005). Classificados em primarios e secundarios, os compostos fendlicos,
tocoferol, aminoacidos, carotenoides e os antioxidantes sintéticos formam a classe
dos primarios, que atuam como doadores de proétons, impedindo o processo de
iniciagdo causado pelos radicais livres.

Convém expor que a maioria dos flavonoides tem a capacidade de reagir com
radicais livres e exercer funcdes antioxidantes no organismo. Ja os antioxidantes
secundarios, classe formada pelos antioxidantes sintéticos, as vitaminas A, C e E,
também pelos compostos fendlicos, atuam no bloqueio da decomposicdo dos
peréxidos e hidroperoxidos, convertendo-os na forma inativa, por acdo de agentes
redutores, que inibem a reacdo em cadeia, através da captacdo de intermediarios
reativos, como os radicais peroxila e alcooxila (DONELLI; ROBINSON, 1995; PIETTA,



39

2000). Uma importante reacao deteriorativa dos alimentos, que gera substancias
toxicas, além de levar a efeitos adversos, como carcinogénese, mutacdo do DNA
celular e envelhecimento, é a peroxidacdo lipidica, que ocorre durante o
armazenamento dos alimentos, pela doacéo de elétrons ou de atomos de hidrogénio
as gorduras, que contém um radical livre, formando um complexo entre a cadeia
lipidica e o radical.

Os antioxidantes, portanto, tém sido classificados como 0s compostos que
neutralizam a cadeia de radicais livres na oxidacao lipidica, interrompendo a cadeia
de radicais livres das reacfes oxidativas, formando eles mesmos radicais livres
estabilizados, que néo iniciam ou propagam futuras oxidacdes lipidicas (Free radical
terminators). Nessa logica, estudos realizados em 6leos comestiveis e em produtos a
base de peixe, carne e aves, extratos ricos em compostos fendlicos, apresentam
atividade antioxidante comparavel a dos antioxidantes sintéticos (KAUR; KAPOOR,
2001; BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Assim, para se determinar
qgual antioxidante € apropriado, deve-se levar em consideracdo a compatibilidade
entre o efeito do antioxidante e as propriedades alimentares do produto (KAUR;
KAPOOR, 2001).

Isso pode se dar a partir da origem enddgena (enziméticos), como as enzimas
superoxido dismutase (SOD), glutationa-peroxidase (GPx) e catalase (CAT); bem
como exdgena (ndo-enzimaticas), as quais apresentam uma gama de minerais e
substancias, destacando-se algumas vitaminas, carotenoides, acidos fendlicos e
flavonoides, ou seja, as defesas dos antioxidantes tém papel fundamental na
prevencao e na diminuicdo dos 35 efeitos prejudiciais do estresse oxidativo (KAO et
al., 2010; FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011).

Varios critérios podem ser utilizados para caracterizar os antioxidantes, como:
sua polaridade, funcdo e mecanismo de a¢do. Em relacao a polaridade, os compostos
antioxidantes podem ser classificados como hidrofilicos (solUveis em agua), tais como
acido ascorbico, antocianinas, acido galico, entre outros, ou ainda como lipofilicos
(soluveis em solventes organicos), como a-tocoferol, licopeno e B-caroteno (SIES,
2007). LOPEZ; DENICOL (2013) afirmam que a capacidade de um antioxidante de
chegar ao local em que as espécies reativas sao geradas € um aspecto critico e, por
essa razao, a polaridade do composto antioxidante deve ser levada em consideracao

no mecanismo de agéo.
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Por sua vez, os antioxidantes, em relacdo as suas fungfes, podem apresentar
a capacidade sequestrante de radicais livres (&cido ascorbico, tocoferdis, entre
outros), sequestrante de oxidantes ndo radicalares (catalase e tiois), além da funcao
inibitéria da geracdo de oxidantes (agentes quelantes de metais, tais como 0s
compostos fendlicos) e capacidade de induzir a producdo de antioxidantes
(isotiocianatos) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Além disso, o processo de
neutralizacdo da acao deletéria de espécies reativas has membranas celulares, por
antioxidantes, pode ocorrer por trés mecanismos principais: a transferéncia de atomo
de hidrogénio, a transferéncia de elétrons, e também podem apresentar capacidade
de quelar metais de transi¢cao, tais como zinco, ferro e cobre (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005). Nesse processo, ainda pode ocorrer uma acado combinada de mecanismos de
transferéncia de atomo de hidrogénio e transferéncia de elétrons. Vale citar que o
mecanismo de transferéncia de atomos de hidrogénio ocorre quando o antioxidante,
ArOH, por exemplo, reage com o radical livre R-, por meio da transferéncia de 4tomo

de hidrogénio, perceptivel na Equacéo 5 (APAK et al., 2016).

» ArOH+ R — ArO’ + HR (5)

A Equagédo 6, na sequéncia, ilustra o mecanismo de transferéncia de um

elétron, supondo que um antioxidante doa um elétron para a molécula oxidante.

» ArOH+R'— ArOH*+ R- (6)

Os produtos de reac¢éo, por meio dos dois mecanismos, mostram uma espécie
neutra ndo reativa (HR), um ion fenolato estavel (ArO’), uma espécie catidnica,
também estabilizada por ressonancia (ArOH*), ainda, uma espécie reduzida e
energeticamente estavel (R°), respectivamente (OROIAN; ESCRICHE, 2015). O
radical livre, ArO’, e a espécie catibnica, ArOH*, sdo estabilizadas pela deslocalizacéo
de elétrons pi do anel aromético. Além desses dois mecanismos de reacédo, tém sido
citadas, na literatura, analises que medem a capacidade antioxidante, por meio da
habilidade de um composto em quelar ions metélicos. De acordo com Santos; Brizola;
Granato (2017), os ions de cobre e ferro estdo altamente relacionados com a producao

de diferentes espécies reativas, em especial as de oxigénio, decorrente das reacdes
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de Fenton (Equacdo 7) e de Haber-Weiss (Equacao 8). Canabady-Rochelle et al.
(2015) afirmam que os compostos com capacidade de quelar metais de transicao
atuam indiretamente como antioxidante, uma vez que a reacao de Fenton e de Haber-

Weiss sao inibidas por sua acgao.

> Fe?* + 02 — Fe® + 0%
202" + 2H" — H202 + O2
Fe?*+ H202 — Fe3" + "OH + "OH (7)

> Fe3 +'02 — Fe?* + O2
Fe?* + H202 — Fe3* + "OH + "OH
‘02 + H202 —» O2 + OH + "OH (8)
Fonte: SANTOS; BRIZOLA; GRANATO (2017).

Tendo em vista a variabilidade entre os mecanismos de acdo de uma
substancia antioxidante, Apak et al. (2013) ressaltam que, uma vez que muitos
mecanismos e reacdes multiplas estdo envolvidos, nenhum método refletira de forma
fidedigna a atividade de todos os compostos antioxidantes em uma matriz complexa,
como sucos, chas e vinhos. Dessa forma, torna-se conveniente a utilizacdo de mais
de um método e com distintos mecanismos de a¢do, com o intuito de compreender de
forma mais ampla o potencial antioxidante de produtos naturais.

Existem alguns argumentos com relacdo a seguranca e aos efeitos adversos,
causados pelos antioxidantes artificiais, quando usados como aditivos alimentares.
Tais argumentos ndo se enquadram nos antioxidantes naturais, como as vitaminas e
os polifendis, responsaveis por papéis importantes na prevencdo de doencas
associadas aos radicais livres (SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2003).

EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Dentre as tecnologias atuais de extracdo, o ultrassom (Figura 7) tem sido
amplamente reconhecido, como ecologicamente correto, barato, rapido e eficiente
para extracdo de fendlicos, devido a cavitacdo acustica, causada pela passagem de
ondas de ultrassom. A saber, a cavitagcéo acustica consiste na formagéao, crescimento

e colapso de microbolhas na superficie sélida, levando a corrosdo e erosao, que
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resultam na ruptura das paredes celulares, além de permitirem a penetracdo do
solvente e a melhora da transferéncia de massa, bem como ao aumento de
rendimento de extracdo e o encurtamento no tempo de extracdo (TAO; ZHANG; SUN,
2014).

Em relacdo aos fatores que podem influenciar o processo de extracdo na
extracdo assistida por ultrassom (EAU), vale destacar o teor de umidade, amostra,
tamanho da amostra, solvente empregado, temperatura, frequéncia e tempo de sonda
(AZMIR et al.,, 2013). Assim, com a utilizacdo de uma propor¢cao reduzida de
solvente/amostra sélida (WU, 2001) e temperaturas mais baixas, a técnica evita
danos térmicos aos extratos e minimiza a perda de compostos bioativos
(HROMADKOVA; KOVACIKOVA:; EBRINGEROVA, 1999). Também, com o uso de
um equipamento simples, permite-se a adicdo de um co-solvente, o qual altera a
polaridade da fase liquida. Como desvantagens, o solvente ndo pode ser renovado
durante o processo, o que limita sua eficiéncia, pois requer filtracdo e evaporacéo do
solvente no processo e a seletividade de extracéo é baixa (LUQUE-GARCIA; LUQUE
DE CASTRO, 2003).

A tecnologia ultrassonica, a partir de estudos, vem sendo apontada como uma
ferramenta eficaz para extracao de 6leo vegetal de sementes. Samaram, Mirhosseini,
Tan e Ghazali (2014) estudaram a extracdo assistida por ultrassom para a
recuperacédo de 6leo de sementes de mamao e determinaram que o 6leo permanece
mais estavel, com a cor mais clara e o menor nivel de matérias insaponificaveis, em
comparagcdo com Soxhlet e outros métodos de extracdo por solvente. Da Porto;
Porretto e Decorti (2013) determinaram que a extracdo assistida por ultrassom foi
eficiente na extracdo de 6leo de sementes de uva, quando em comparacdo com a
extracdo de Soxhlet (20 kHz e 150 W por 30 min). Romanini et al. (2021), apos
estudarem o bagaco (casca) de uva, afirmaram que os extratos aquosos obtidos pelo
uso do ultrassom, apresentaram maiores niveis de atividade antioxidante (1,4 vezes),
antocianinas (1,3 vezes) e fendlicos totais (1,2 vezes), em comparacdo com a
extracdo convencional, apenas com o0 uso de agua (25 °C), sem a assisténcia
ultrassénica.

Tanto as conclusbes dos estudos feito por Martinez Lapuente et al. (2021),
quanto as obtidas por Pérez-Porras et al. (2021), indicam que a sonicacdo da uva

facilita a liberag&o de polissacarideos, antocianinas e taninos das cascas e a extragdo



43

de taninos das sementes. Deng et al. (2022) afirmam que a técnica ultrassbnica
melhora a eficiéncia da extracdo e o perfil dos lipidios. O tratamento ultrassénico,
portanto, tem uma influéncia positiva na composicao, antioxidante, estabilidade e
propriedades antimicrobianas. As tecnologias de extracdo acopladas ao ultrassom,

normalmente, extraem lipidios de forma mais eficiente, devido ao efeito sinérgico.

Figura 7 - Extracdo assistida por ultrassom.
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Fonte: O autor.

EXTRACAO SOXHLET

Von Soxhlet desenvolveu, em 1879, um novo sistema de extracdo (extrator
Soxhlet), considerada a técnica de lixiviacdo mais utilizada até hoje (SOXHLET,
1879).Tal técnica padrdo, que se mantém por mais de um século, é ponto de partida
para o desenvolvimento de uma variedade de novas técnicas, tanto € que as
vantagens e desvantagens da extracdo Soxhlet tém sido estudadas para aliviar ou
suprimir os problemas encontrados na obtencdo de métodos eficazes de extracao.
Com o principal objetivo de melhoria, as modificagfes relatadas nas ultimas décadas
visam ao aprimoramento da extracdo Soxhlet, com o intuito de aproxima-la de técnicas
mais recentes.

Originalmente usada para determinar gordura do leite (SOXHLET, 1879), a
técnica baseia-se em colocar a amostra em um porta-dedal, que é gradualmente
preenchido com solvente de um baldo de destilacdo (Figura 8). Quando o solvente
atinge o nivel de transbordamento, o sifao aspira o volume do porta-dedal e

descarrega-o de volta no baldo de destilacdo, levando, assim, os analitos extraidos.
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Figura 8 - Extrator Soxhlet.
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Fonte: Costa, Guimaraes; Reis e Santana (2017).

Como vantagens da extracdo Soxhlet convencional, pode-se destacar: a
amostra é repetidamente colocada em contato com porc¢des frescas de solvente, o
que facilita o deslocamento do equilibrio de transferéncia; o sistema permanece em
alta temperatura - por efeito do calor aplicado ao baldo de destilacdo - dispensa
filtracAdo ap6s a lixiviacdo; o rendimento da amostra pode ser aumentado pela
realizacdo de extracdes simultaneas em paralelo, o que é facilitado pelo baixo custo
do equipamento basico; € uma metodologia muito simples, que requer pouco
treinamento; mais massa de amostra pode ser utilizada ao se comparar com a maioria
das alternativas mais recentes (extracéo assistida por micro-ondas, extracéo de fluido
supercritico etc.) e, por fim, existe uma grande variedade de métodos oficiais
envolvendo uma etapa de preparacdo de amostra, com base na extracao de Soxhlet
(LUQUE DE CASTRO, 2010).

Como desvantagens da extracéo de lipidios pelo método de Soxhlet, pode-se
destacar: longo tempo necessario para a extragdo e a grande quantidade de solvente
desperdicado, que além de ser caro para descartar, também é fonte de problemas
ambientais (LUQUE DE CASTRO, 2010). Di Stefano et al. (2021), em estudo sobre a
extracdo Soxhlet e prensagem a frio de sementes de uva, concluiram nao haver

diferencas significativas entre as técnicas em relagdo a obtencéo de triacilglicerois e
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determinaram que o 6leo da semente de uva apresenta &cido linoleico (70%), &cido
oleico (17%), éacido palmitico (9%) e acido estearico (3%). Piasecka; Gorska,
Ostrowska-Lig e Kalisz (2021) determinaram que o 6leo de semente de amora,
extraido por Soxhlet, apresenta maior estabilidade oxidativa ao se comparar com

Oleos de “chokeberry” e framboesa, devido ao maior teor de acidos graxos saturados.

EXTRACAO BLIGH-DYER

Folch et al. (1957) desenvolveram um método usando uma mistura de
cloroférmio e metanol, seguida pela adicdo de solugcéo de cloreto de potassio (KCI) ,
visando a uma melhor separacéo das fases. Bligh e Dyer modificaram o método de
Folch et al. (1957) e propuseram um “método rapido para extracao e purificagdo dos
lipidios totais”, no qual utilizaram amostras de musculo de bacalhau. Com o objetivo
de atingir condicBes Otimas para a extracdo lipidica, os pesquisadores aplicaram a
teoria do equilibrio liquido-liquido de trés componentes: cloroférmio/metanol/agua
(BLIGH e DYER, 1959).

O método de Bligh e Dyer (1959) é eficaz na extracdo de lipidios totais,
principalmente os polares, mas apresentam desvantagens, como: 0 metanol é
nitidamente téxico, causando dores de cabeca se o local de trabalho ndo for
adequadamente ventilado e o cloroférmio é potentialmente carcinogénico; apresenta
custo elevado (solventes) e possui a caracteristica indesejavel de dissolver
apreciaveis quantidades de ndo lipidios, por exemplo, algumas proteinas (NELSON,
1991). Apesar de suas desvantagens, os metodos de Folch et al. (1957) e Bligh e Dyer
(1959) sdo largamente utilizados, tanto como propostos originalmente, quanto
modificados. Uma das vantagens do método desenvolvido por Bligh e Dyer (1959) é
a formacéo de um sistema bifasico (Figura 9), a partir das proporcdes de solventes
adicionados durante o processo de extracdo, que facilita a separacdo dos compostos
desejaveis.

Ulmer et al.(2021), em estudo sobre o plasma humano, identificaram que a
extracdo por Bligh-Dyer apresentou melhores resultados da analise lipidémica,
independentemente do volume de extracdo do solvente, frente ao método Matyash.
Jano estudo em sementes de Maqui berry, Bastias-Montes et al. (2019) determinaram

que a extragdo pelo método Bligh Dyer apresentou resultados superiores ao método
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Soxhlet, por mostrar uma andlise de correlagéo positiva entre tocois totais e atividade
antioxidante.

O método Bligh-Dyer também apresentou melhores resultados nos estudos de
Buszewska-Forajta et al. (2022), na extracdo lipidica em amostras de urina de
pacientes com cancer de préstata. Maurer et al. (2019), no estudo com bagaco de uva
e a extracao Bligh-Dyer, determinaram que a ingestao de fibras auxilia, de forma
notavel, na protecao contra doencas intestinais. Moraes et al. (2020), ao estudarem
amoras e utilizarem extracdo Bligh-Dyer para a obtencdo da fracdo lipidica,
determinaram que os flavonoides foram as classes de compostos mais encontradas
nas amoreiras estudadas. Antocianinas, como cianidina-3-O-glucosideo, flavanadis,
como (-)-epicatequina e (+)-catequina, e flavondis, como quercetina e kaempferol,

foram identificados.

Figura 9 — Extracéo Bligh-Dyer.

Fonte: O autor.

APLICACAO TECNOLOGICA DE EXTRATOS RICOS EM COMPOSTOS
FENOLICOS

Atualmente, a adicdo de frutas, sucos ou extratos ricos em compostos fendlicos
em diversos produtos alimenticios € uma tendéncia. Dessa forma, é cada vez mais
comum encontrar estudos que fazem adicdo de compostos funcionais em matrizes

proteicas.
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Santos et al. (2018), otimizando uma formulacdo de bebida organica mista,
composta por cha branco (Camellia sinensis var sinensis), erva mate tostada (llex
paraguariensis) e rooibos vermelho (Aspalathus linearis), com os teores de compostos
fendlicos e atividade antioxidante maximizados, avaliaram as bioatividades, em meio
quimico e bioldgico. Os estudiosos, entdo, aplicaram o extrato otimizado liofilizado em
um gelado comestivel, logo, concluiram que a adigdo 1 g/100 g do extrato otimizado
liofiizado nos gelados comestiveis proporcionou um aumento significativo de
compostos antioxidantes, independentemente da proteina adicionada.

Como apresentado no estudo relatado, além das funcionalidades ja conhecidas
in vitro e in vivo, extratos ricos em compostos fendlicos estdo sendo aplicados em
alimentos, com o intuito de elevar a vida util, diminuir danos oxidativos, assim como,
melhorar os aspectos sensoriais, além de possibilitar a entrega de um alimento com
aditivos naturais e potencialmente funcional para o consumidor. Assim, 0
conhecimento dos métodos de extracdo é de grande importancia, para que 0S
compostos fendlicos ndo sejam afetados, obtendo-se, entdo, um extrato com

propriedades funcionais benéficas a saude.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar a composicdo quimica e propriedades funcionais de éleos e materiais
desengordurados de semente de uva bordd (Vitis labrusca Bordeaux) e amora-preta
(Rubus fruticosus L.), considerados rejeitos industriais, bem como otimizar a extragao

de compostos bioativos hidrofilicos das sementes usando uma abordagem estatistica.

Objetivos especificos

> Comparar diferentes métodos de extracado sélido liquido (Soxhlet, ultrassom e
Bligh-Dyer) na composicdo de acidos graxos, fendlicos totais, atividade antioxidante
guimica, citotoxicidade e atividade antiproliferativa in vitro, atividade antimicrobiana

dos extratos lipofilicos das sementes de uva e amora;

> Comparar a eficiéncia de extracdo de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante das sementes desengorduradas usando solu¢des hidroalcodlicas;

> Utilizar um delineamento composto central rotacional (DCCR) em conjunto com
a funcdo de desejabilidade para otimizar o processo de extracdo de compostos

fendlicos totais e atividade antioxidante in vitro das sementes;

> Caracterizar os extratos otimizados das sementes de uva e amora em relacao
a composicdo fendlica individual, capacidade antioxidante quimica, inibicdo de
peroxidacao lipidica ex vivo, atividade antimicrobiana e citotdxica/citoprotetora dos

extratos.
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CAPITULO 1 - COMPOSICAO QUIMICA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE,
ANTIMICROBIANA E CITOTOXICA/CITOPROTETORA DE EXTRATOS
APOLARES DE SEMENTES DE UVA (VITIS LABRUSCA CV. BORDEAUX) E
AMORA-PRETA (RUBUS FRUTICOSUS)

RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar a influéncia do método de extracao,
composi¢do quimica, efeitos antimicrobianos, atividade antioxidante e citotoxicidade,
em células humanas do extrato apolar de sementes de uva (Vitis labrusca) e amora-
preta (Rubus fruticosus). Soxhlet (Sox), Bligh-Dyer (BD) e ultrassom (US) foram
utilizados nas extracfes. Para o extrato apolar de sementes de amora-preta, a
extragdo por BD apresentou os maiores valores meédios de contetdo fendlico total,
expressos em miligramas de acido galico equivalente por 100 mL de extrato apolar de
semente - CFT (102,37 mg AGE/100 mL) e maior atividade antioxidante em relacéo
ao radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), expresso em miligramas de acido galalico
equivalente por 100 mL de extrato apolar de semente (11,50 mg AAE/100 mL), se
comparado com as extracdes Sox e US. Resultados semelhantes foram obtidos para
0S extratos apolares de sementes de uva, em que a extracdo de BD obteve os
maiores valores de CFT (28,61 mg AGE/100 mL) e DPPH (35,36 mg AAE/100 mL). O
método de extracdo teve impacto na composicdo dos acidos graxos. Apenas 0S
extratos apolares de semente de amora-preta e de uva, obtidos por Sox, mostraram
algum efeito inibitério in vitro contra Escherichia coli (IAL 2064) e Staphylococcus
aureus (ATCC 13565). Independentemente do método de extracdo utilizado, os
extratos apolares de semente de amora-preta e de uva ndo diminuiram a viabilidade
celular (ICs0>1.000 pg/mL) de linhagens cancerigenas e normais, indicando relativa
seguranca dos extratos. Todos os extratos de sementes diminuiram a geracédo de
espécies reativas de oxigénio nas linhagens celulares. As fracdes lipidicas das
sementes de amora e de uva podem ser utilizadas como antioxidantes, alem disso, os
meétodos de extracao utilizados provocam alteracdes significativas em relacdo a sua

bioatividade, bem como composigdo quimica.

Palavras-chave: modelos celulares; antioxidantes; sementes de frutas; acidos

graxos; bioatividade in vitro.
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Capitulo foi publicado:

JUNIOR, TUFY KABBAS; DE MOURA, CRISTIANE; DO CARMO, MARIANA
ARAUJO VIEIRA; AZEVEDO, LUCIANA; ESMERINO, LUIS ANTONIO; TARDIVO,
ROSANGELA CAPUANO; KILPELAINEN, PETRI; GRANATO, DANIEL. Chemical
Composition, Antioxidant, Antimicrobial and Cytotoxic/Cytoprotective Activity of Non-
Polar Extracts of Grape (Vitis labrusca cv. Bordeaux) and Blackberry (Rubus
fruticosus) Seeds. MOLECULES, v. 26, p. 4057, 2021.

1.1 INTRODUCAO

Por sua versatilidade tecnoldgica, os O6leos vegetais sdo utilizados nas
industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética, agrondmica, sanitaria e de
combustiveis. Esses 0leos podem ser extraidos de flores, folhas, galhos, troncos,
frutas, cascas, sementes e raizes. A extracdo de 6leos vegetais representa uma
importante atividade econdémica no Brasil e no mundo, sendo os mais representativos,
0s Oleos extraidos de soja (Glycine max L. Merrill), palma (Elaeis guineensis Jacq.),
Arroz (Oryza sativa L.), algodao (Gossypium hirsutum) e sementes de girassol
(Helianthus annuus) (VILLELA et al.,, 2014). Espécies como andiroba (Carapa
guianensis), buriti (Mauritia flexu-osa), copaiba (Copaifera sp.), Pequi (Caryocar
brasiliense Camb.), linhaca dourada (Linum usita-tissimum), abacate (Persea
americana cv. Manteiga), roma (Punica granatum) e uva (Vitis labrusca cv. Bordeaux),
também sdo utilizadas na producdo de Oleos no Brasil, porém, sdao menos
expressivos, ou seja, aparecem em menor escala (SANTOS et al., 2015).

Os Oleos vegetais sao utilizados, cada vez mais, por apresentarem uma
complexa mistura de compostos (NAZZARO et al.,, 2013). Algumas classes de
compostos, como acidos graxos, compostos fendlicos, carotenoides, tocoferois e
fitoesterdis, por exemplo, estdo presentes em 6Oleos vegetais e sao responsaveis por
propriedades antioxidantes e efeitos benéficos a saude (SANTOS et al.,, 2015;
FERNANDES et al., 2015; WANG et al., 2017). Os triacilglicer6is sdo formados, a
partir da combinacao de uma molécula de glicerol com trés acidos graxos, juntamente
com diacilglicerdis, acidos graxos livres e fosfolipidios; que sao o0s principais
componentes dos 0Oleos vegetais comestiveis (95-98%) (INDELICATO et al., 2017).
Além disso, alguns Oleos vegetais séo fontes de acidos graxos essenciais, como acido
oleico, linoleico e linolénico (oliva, uva, canola, girassol, milho, soja etc.). Essa

composicdo quimica pode ser influenciada por fatores, como periodo de colheita,
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condic¢des climaticas, regido de cultivo e método de extracdo, que podem afetar as
propriedades funcionais dos 6leos (SIDDIQUE et al., 2016).

Estudos tém demonstrado que o consumo de compostos fendlicos esta
fortemente relacionado a reducdo do risco de cancer, doencas inflamatoérias e
doengas cardiovasculares (FERNANDEZ-OCHOA et al., 2017). Santos et al. (2018)
estudaram extrato metanol/agua (90/10 v/v) de 6leo de semente de uva (Vitis labrusca
cv. Bordeaux) obtido por prensagem a frio. Eles demonstraram atividade antioxidante
contra o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e &cido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS). Deolindo et al. (2019) mostraram que extratos
hidroetandlicos de sementes de uva (Vitis labrusca cv. Bordeaux) tém atividade
antioxidante quimica, baseada no ensaio DPPH, bem como potencial in vitro para
inibir a atividade do conversor de angiotensina | enzima (ACE-I). Harbeoui et al. (2019)
confirmaram a capacidade anti-inflamatéria do extrato etanol/agua (80/20, v/v) de
sementes de uva Vitis vinifera usando células RAW 264,7. Esses autores também
sugeriram que os diferentes mecanismos envolvidos na atividade anti-inflamatéria
podem ser decorrentes do sinergismo entre diversos compostos fendlicos, bem como
os elementos estruturais especificos dos flavonoides (fracdo dominante). Estudos do
extrato acido etanol/dgua (pH 3,2) 7:3 v/v, a partir de 6leos de sementes de uva fresca
prensados a frio, realizados por Cecchi et al. (2019), demonstraram atividade inibitoria
in vitro contra a PTP-1B (enzima proteina-tirosina fosfatase 1B), uma enzima que é
superexpressa no diabetes tipo 2, com valores méaximos de inibicao (98%) para Vitis
vinifera cv. Sauvignon Blanc e inibicdo minima (40%) para Vitis vinifera cv. Cabernet
Sauvignon. Esses autores sugeriram que a atividade inibitéria era exercida pela fracéo
fendlica isolada desses 6leos e que mais estudos seriam necessarios para confirmar
a acao dos 6leos de semente de uva e ajudar a entender o mecanismo por tras dessa
atividade.

Mici¢ et al. (2015) analisaram o extrato de hexano de sementes de amora-preta
e framboesa, em que identificaram os acidos graxos essenciais (acidos oleico,
linoleico e linolénico) como os principais compostos. A amora € uma fruta de interesse,
pelo alto teor de antocianinas e elagitaninos (ETs) na polpa, além de outros compostos
fendlicos, que contribuem para sua alta capacidade antioxidante. A polpa de amora-
preta ja mostrou atividade protetora contra agentes de estresse oxidativo,

pY

endotoxicidade, doencas neurodegenerativas relacionadas a idade, obesidade,
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cancer, diabetes e doencas cardiovasculares (KAUME; HOWARD; DEVAREDDY,
2012; SAUTEBIN et al., 2004; SERRAINO et al., 2003).

Com o objetivo de contribuir para o conhecimento existente sobre a relacao
entre composicao quimica e atividades bioldgicas de extratos obtidos de rejeitos da
agroindustria, este estudo tem como objetivo examinar o efeito do método de extracédo
(Soxhlet, Bligh-Dyer e ultrassom) sobre os niveis antioxidante, antimicrobiano e
propriedades citotoxicas em células normais e cancerosas, bem como a composicao
quimica de extratos apolares de sementes de uva (Vitis labrusca) e amora-preta

(Rubus fruticosus).

1.2 MATERIAIS E METODOS
1.2.1 Reagentes

Reagente Folin-Ciocalteu, isobutanol, quercetina - (95% de pureza), hidroxido
de sodio (NaOH), radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), violeta de pirocatecol
(3,3', 4-trihidroxifucsona-2 acido'-sulfénico), 2,4,6-tris (2-piridil)-S-triazina (TPTZ),
peroxido de hidrogénio, &cido hienicosanoico (C:21), colesterol, dimetilsulféxido
(DMSO), 2',7'-diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA), cloreto férrico hexa-hidratado,
acido ascorbico e ferrozine 3-(2-piridil)-5,6-di (2-furil)-1,2,4-triazina-5',5" sal dissédico
do acido dissulfénico) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Sulfato de
sadio anidro, n-hexano, cloroférmio e metanol foram obtidos na Anhydrol (Sao Paulo,
Brasil). O etanol foi adquirido da Neon (S&o Paulo, Brasil). As células A549, IMR90,
HepG2 e Caco-2 foram obtidas no Cell Bank do Rio de Janeiro, Brasil.

1.2.2 Materiais da Planta

Amora-preta (Rubus fruticosus) e uva bordo (Vitis labrusca cv. Bordeaux) foram
cultivadas em Vacaria, Rio Grande do Sul (29°32'30" S e 50°54'51" W) e Garibaldi,
Rio Grande do Sul (29°15'22" S e 51°32'01" W), Brasil. Os frutos (amora e uva),
juntamente com as folhas e flores, foram identificados morfologicamente e as
exsicatas do material vegetal foram depositadas no Herbario da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, Parana, Brasil, sob o0s numeros 22494 e 22495,

respectivamente. As sementes de uva foram obtidas diretamente de um produtor de
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suco de uva e o material foi secado (35°C/48 h) e moido (peneira Tyler 60 mesh). As
sementes de amora-preta foram obtidas manualmente e passaram pelos processos
de sanificacdo, com NaOCI a 100 mg/L por 15 min; lavagem (agua corrente); secagem
(estufa com circulacao de ar - Técnico, Modelo TE-393/1, Sao Paulo, Brasil - a 35° C
por 48 h); moagem (moinho analitico - QUIMIS-6298A21); padronizagéo (peneira Tyler
60 mesh); e armazenamento sob refrigeragéo.

1.2.3 Procedimento de Extracéo

Com o objetivo de comparar a composicdo quimica e a bioatividade dos
extratos, trés metodologias foram testadas para a obtencdo dos extratos apolares:

Soxhlet, Bligh-Dyer e ultrassom.

1.2.4 Extracdo com Solvente Quente (SOXHLET)

Cinco gramas da amostra moida foram pesados e transferidos para o cartucho
de extracdo. As extracdes foram realizadas em periodos de 4-5 horas, em aparelho
Soxhlet com n-hexano como solvente de extracdo. A temperatura foi mantida
constante no aparelho de extracdo, dentro da faixa de ebulicdo do n-hexano (68-70°
C). O extrato foi evaporado para remover o solvente, através de um evaporador a
vacuo (35° C).

1.2.5 Extracdo usando Método Bligh-Dyer

Para a extracao, foram pesados aproximadamente 5,0 g de cada amostra. Em
um Erlenmeyer, foram adicionados 20 mL de metanol, 10 mL de cloroférmio e 8 mL
de 4gua (volume dependente do teor de umidade da amostra). Apos 30 minutos de
agitacao, foram adicionados mais 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solucéo de sulfato
de sodio a 1,0% p/v. A mistura foi agitada novamente, durante 2 minutos. A camada
inferior foi removida e, aproximadamente, 1,0 g de sulfato de sodio anidro foi
adicionado, para remover vestigios de agua, seguido por filtragcdo com papel de filtro

qualitativo. O solvente foi removido, com o0 uso de um evaporador a vacuo.
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1.2.6 Extracao Assistida por Ultrassom

Um equipamento de ultrassom (Unique, modelo USC-1450A, Brasil), a 130 W,
20 kHz, foi utilizado para extracdo assistida por ultrassom, em modo pulsante, em
seguida, uma amostra de 5,0 g foi pesada e misturada com 100 mL de hexano.
Durante o processo de extracao, o recipiente foi mantido em banho-maria, controlado
por termostato (25° C). Em todos os experimentos, os extratos foram coletados, apos
40 minutos. Os extratos resultantes foram evaporados, com o uso de um evaporador

a vacuo.

1.2.7 Contetido Fendlico Total e Atividade Antioxidante

Apébs a obtencdo dos extratos apolares das sementes, foi realizada a extracédo
liquido-liquido, seguindo os procedimentos descritos por de Santana et al. (2015), com
modificagdes. Para 250 uL de extratos de sementes apolares, uma aliquota de 500 pL
de metanol e agua, na proporcdo de 90/10 v/v, foi adicionada aos microtubos de
poliestireno, e o conteudo foi agitado em vértex por 5 minutos. A fase superior foi
coletada e os extratos de sementes apolares foram extraidos novamente. Os extratos
foram mantidos a -18° C.

O conteudo fendlico total foi avaliado pelo ensaio de Folin-Ciocalteu, seguindo
a metodologia descrita por Margraf et al. (2015). O CFT foi expresso em miligramas
de é&cido gélico equivalente por 100 mL de extratos apolares de sementes (mg
AGE/100 mL). A captura do radical DPPH foi avaliada em sistema tamponado com pH
6, utilizando as condicdes experimentais descritas por Santos, Brizola e Granato
(2018). A absorbancia foi de 525 nm e os dados foram expressos em miligramas de
acido ascorbico equivalente por 100 mL de extratos apolares de sementes (mg
AAE/100 mL).

A determinacdo da capacidade redutora total (CRT) dos extratos foi baseada
no método de Folin-Ciocalteu, modificado por Berker et al. (2013). A absorbancia foi
de 665 nm, em leitor de microplacas (Biotek, modelo Epoch, EUA). As anélises foram
realizadas em triplicata e os resultados expressos em miligramas de quercetina

equivalente por 100 mL de extratos apolares de sementes (mg QE/100 mL).
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A capacidade quelante de Fe?* dos extratos foi avaliada, por meio do método
colorimétrico, proposto por Carter (1971), adaptado para o leitor de microplacas. A
formacédo do complexo foi calculada pela Eq. (1) e os resultados foram expressos em
miligramas de acido etilenodiamina tetra-acético equivalente por 100 mL de extratos

apolares de sementes (mg EDTAE/100 mL).

Capacidade quelante de Fe?* (%) = (famestra=4srancoy y 10 (Ea. 1)

Acontrole

1.2.8 Composicdo Quimica por Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massa
(CG-MS)

Para a andlise de GC-MS, cada amostra (1 mL) foi sililada pela adi¢cdo de 100
ML de piridina, 100 pL de N, O-Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA) e 50 uL de
cloreto de trimetilsilil (TMCS). As amostras foram analisadas usando um sistema HP
6890 GC, equipado com um amostrador automatico 7683, um detector de massa
seletivo 5973 e uma coluna capilar Zebron ZB SemiVolatiles (30 m x 0,25 mm id; 0,25
pMm de espessura de filme). O hélio foi usado como gas de arraste a uma taxa de fluxo
de 1,5 mL/min. O &cido heicosanoico (C:21) e o colesterol foram usados como padrdes
internos.

O GC-MS usou as seguintes condi¢Oes: temperatura inicial de 150° C; taxa de
temperatura 7° C/min para temperatura 230° C e 4° C/min para temperatura 290° C;
tempo de espera 15 minutos; temperatura do injetor 280° C e propor¢édo de 1:10;
temperatura da interface MS de 300° C; temperatura da fonte de ions de 230° C; e
temperatura quadripolar de 150° C. Os resultados foram calculados com o padréo
interno e estdo na faixa linear do detector MS. A repetibilidade do método, expressa
pelo desvio padrao relativo entre as analises, foi inferior a 5%. Os espectros de massa
foram obtidos por energia de ionizacao por impacto eletronico (modo EI) 70 eV entre
m/z 50 a 800, seguindo o método descrito por Vaisanen et al. (2019).

Os acidos graxos e fitoesteroéis foram identificados usando as bibliotecas de
espectrometria de massa NIST14 e Wileyll, bem como a propria biblioteca do
laboratério. Os resultados da identificagdo foram comparados com os tempos de
retencdo conhecidos dos analitos e foram expressos em miligramas por grama de

extrato apolar de semente (mg/mL).
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1.2.9 Atividade Antimicrobiana
1.2.9.1 Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

A concentracéo inibitéria minima (CIM) dos extratos foi avaliada, de acordo com
a técnica da placa de microdilui¢éo, utilizando microplacas de 96 pocos, adaptada do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014). Os extratos foram testados nas
concentracdes de 3,33, 1,67, 0,83 e 0,42 ug/L, contra Escherichia coli (IAL 2064) e
Staphylococcus aureus (ATCC 13565). Os testes foram padronizados em solucao
fisiolégica estéril, equivalente a 0,5 padrdo McFarland. Os controles negativos foram
0 meio de cultura, e os controles positivos foram o meio de cultura, adicionado ao
microrganismo testado. As placas foram incubadas a 35° C, durante 24 h. A atividade
antimicrobiana foi calculada pelas diferencas entre a média das leituras de densidade
optica (DO) da amostra e seus espacos em branco (trés leituras foram registradas,
apos agitacdo a 620 nm). Os valores de inibicdo foram considerados significativos
acima de 30% e p<0,05.

1.2.10 Andlise de Citotoxicidade
1.2.10.1 Viabilidade Celular

A viabilidade celular in vitro de extratos de sementes de uva e amora-preta foi
avaliada em relacdo as linhagens celulares A549, IMR90, HepG2 e Caco-2, pelo
ensaio MTT (GREMSKI et al., 2019). Resumidamente, as células (1 x 104
células/poco) foram semeadas em microplacas de 96 pocos e tratadas por 48 horas,
com 50, 250, 500 e 1.000 yg/mL de 6leos de semente de uva e amora, que foram
diluidos em DMSO e Tween 80, em concentracdo final de 0,35% e 0,0009%,
respectivamente, para todos os pocos. A densidade éptica (DO) foi medida a 570 nm
e a porcentagem de viabilidade celular em relagcéo ao controle foi calculada usando a

, . - DO -DO
formula como viabilidade celular (%) = (—Zatamente_—_Brancey v 100. Os dados foram
DOcontrole—DPOBranco

usados para calcular valores de 1Cso por regressao nao linear.
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1.2.11 ATividade Antioxidante Celular

O potencial antioxidante intracelular de extratos de sementes de uva e amora-
preta contra o induzido por H20: foi avaliado em linhagens celulares A549, Caco-2,
HepG2 (6 x 104 por poco) e IMR90 (2 x 104 por poco). As células foram tratadas com
100, 500 e 1000 pg/mL de Oleos, diluidos em 25 mmol/L DCFH-DA (2',7'-
diclorofluorescina diacetato), solugdo com e sem 15 pmol/L H202. Em seguida, as
células foram incubadas a 37° C, por 1 hora, com os tratamentos e, posteriormente,
lavadas com PBS e adicionada solucéo de H202 (15 pymol/L) para todos os pogos. O
controle positivo foi tratado com 15 ymol/L H202 e o controle negativo, apenas com
meio de cultura. A intensidade de fluorescéncia foi medida em um comprimento de
onda de excitacdo de 485 nm e em um comprimento de onda de emisséo de 538 nm.
Os dados foram expressos como porcentagem da intensidade de fluorescéncia
(ZHANG et al., 2019).

1.2.12 Andlise Estatistica

Os dados experimentais foram apresentados como taxas + desvio padrao da
amostra. Quando apropriado, a comparacao das taxas entre os grupos foi realizada,
por meio de andlise de variancia unifatorial (ANOVA), seguida do teste de
comparacdes multiplas de Fisher. Para isso, a homocedasticidade de todo o conjunto
de dados foi formalmente verificada pelo teste Brown-Forsythe, usando o software
TIBCO Statistica 13.3 (TIBCO Software Ltd, EUA).

Para correlacionar a bioatividade com a composicdo quimica dos extratos
apolares das sementes, foram calculados os coeficientes de correlacdo. Esta andlise
ajuda a entender qual composto fendlico € responsavel pela(s) propriedade(s)
funcional(is) in vitro (FIDELIS et al., 2018).

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Conteudo Fendlico Total e Atividade Antioxidante

Os dados referentes a CFT, atividade antioxidante e rendimento (%) sao

apresentados na Tabela 1. Os rendimentos obtidos nas extragdes foram os seguintes:
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Sox (31,9 e 20,7%); BD (20,0 e 13,3%); e US (12,6 e 7,7%) para semente de uva e
amora, respectivamente, em cada técnica utilizada. Para os extratos apolares de
sementes de amora-preta, a extracao por BD apresentou os maiores valores médios
de CFT (102,37 mg AGE/100 mL) e antioxidante em relacdo ao DPPH (11,50 mg
AAE/100 mL). Em relagéo a capacidade redutora total (CRT), expressa em miligramas
de quercetina equivalente (QE) por 100 mL de extratos de sementes apolares, dos
extratos de sementes de amora-preta, a extracdo com BD (46,42 mg QE/100 mL)
também apresentou o maior valor médio (p<0,05) em relacdo as demais extracdes
(ndo detectadas). Para a capacidade de quelar Fe?*, expressa em miligramas de acido
etilenodiamina tetra-acético equivalente (EDTAE) por 100 mL de extratos de sementes
apolares, os maiores valores médios foram encontrados, usando extracdo por Sox e
US, (261,12 mg EDTAE/100 mL) e (77,57 mg EDTAE/100 mL), respectivamente, para
0 extrato de amora-preta. Para o extrato de uva, a extracao BD apresentou 0os maiores
CFT (28,61 mg AGE/100 mL) e DPPH (35,36 mg AAE/100 mL). Os valores aqui
apresentados sao inferiores aos encontrados por Deolindo et al. (2019), estudando
um extrato de semente de uva Bordeaux, obtido com etanol/agua (CFT = 3.886+124
mg AGE/100 g, DPPH = 12.872+64 mg AAE/100 g). A capacidade de quelar Fe?*
(extrato de uva) apresentou maiores valores com extracdo de Sox (155,01 mg
EDTAE/100 mL) e US (74,70 mg EDTAE/100 mL), diferindo apenas em relacdo a

atividade de CRT, que apresentou maior atividade com extracéo por US.

Tabela 1 - Conteudo fendlico total e atividade antioxidante de extratos apolares de sementes de amora-

preta e uva.
(continua)

Extrato apolar de semente de amora
Sox BD us P-valor

CFT (mg

AGES %OO 7,3740,25 102,37+4,38  7,31%0,30 <0,001

DPPH (mg

AAE/100 6,91+0,10 11,50+0,44 2,07+0,13 <0,001

mL)
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Tabela 1 - Contetdo fendlico total e atividade antioxidante de extratos apolares de sementes de amora-

preta e uva.

(concluséo)

CRT (mg
QE/100 mL) ND 46,42+1,64 ND <0,001
Capacidade
de quelacéo
de Fe?* (mg
EDTAE/100 261,12+12,13 17,12+0,43 77,57+0,12 <0,001
mL)
Rendimento
(%) 20,7 13,3 7,7
Extrato apolar de semente de uva
Sox BD us P-value
CFT (mg
AGrESOO 7,21+0,18 28,61+0,50 7,01+0,29 <0,001
DPPH (mg
AAn|1EI/_1)OO 6,18+0,39 35,36+0,99 3,95+0,20 <0,001
CRT (mg
QE/100 mL) ND 19,36+0,34 125,89+1,60 <0,001
Capacidade
de quelacéo
de Fe?* (mg
EDTAE/100 155,01+1,20 18,62+0,13 74,70+0,60 <0,001
mL)
Rendimento
(%) 31,9 20,0 12,6

Nota: Sox=Soxhlet, BD=Bligh-Dyer, US=ultrassom, AGE=é&cido galico equivalente, AAE=acido
ascorbico equivalente, QE=quercetina equivalente, EDTAE=acido etilenodiamina tetraacético
equivalente, ND=nao detectado, CFT=conteldo fendlico total, CRT=capacidade de reducéo total.
Fonte: O autor.
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1.3.2 Composicdo de Acidos Graxos e Fitoesterdis

O conteudo individual de acidos graxos e fitoesterois de extratos apolares de
sementes de amora-preta e uva é mostrado na Tabela 2. Existem diferencas
significativas (p<0,05) entre os trés métodos de extracao: exceto para acido palmitico
(p=0,8746), acido linolénico (p=0,7702), &cido linoleico (p=0,7155), &cido oleico
(p=0,2824), acido estearico (p=0,0605) e &cido araquidico (p=0,0524), para 0s
extratos apolares de sementes de amora e éster etilico linoleico (p=0,0872) ,
monopalmitina (p=0,1725), para os extratos apolares de sementes de uva. A amora-
preta, extraida com US, teve os niveis mais elevados (p<0,001) de gB-sitosterol, -
amirenol e metileno cicloar-tenol, enquanto que para extratos apolares de sementes
de uva, os maiores teores foram &acido araquidico, acido 9-octadecanoico,
campesterol, estigmasterol e B-sitosterol.

Proporgéo de acido linoleico (18:2) 42-52% em acidos graxos de extratos de
sementes de uva foram menores do que aqueles relatados na literatura para 6leo de
semente de uva (Vitis sp.): 63-75% (CREWS et al., 2006) e 66-75% (LUTTERODT et
al., 2011). A proporc¢ao de acido oleico (18:1) foi de 29-37%, acido palmitico (16:0) 10-
14%, &cido estearico (18:0) 3-5%, acido linolénico 2-4% (18:3) e &cido araquidico 1-
3% de acidos graxos em extratos.

As proporcles de acidos graxos dos extratos de amora-preta foram 44-53%
linoleico (18:2), 31-42% &cido oleico (18:1), 6-9% de acido palmitico (16:0), 2-5% de
acido estearico , 1% de acido linolénico (18:3) e 1-3% de acido araquidico (20:0). As
proporcdes dos acidos linoleicos sdo menores e os acidos oleicos maiores do que na
literatura (MICIC et al., 2015), em que os valores foram de 66% e 13%. As extracdes
foram feitas com hexano, em diferentes configuracdes de extracdo, e em temperatura
de extracdo mais baixa (4° C) do que neste estudo, o que poderia explicar as
diferencas nas propor¢des de acidos graxos nos extratos.
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Tabela 2 - Compostos individuais de acidos graxos e fitoesteréis de sementes de amora-preta e uva.

(continua)

Extrato apolar de semente de amora (mg/mL de extrato)

Sox BD us P-value
Acido Palmitico
1,00+0,27 1,05+0,14 0,98+0,05 0,8746
(16:0)
Acido Linolénico
0,11+0,02 0,12+0,03 0,12+0,01 0,7702
(18:3)
Acido Linoleico
6,88+2,34 7,89+0,98 7,69+0,87 0,7155
(18:2)
Acido Oleico (18:1) 4,38+1,69 6,42+1,68 5,31+0,57 0,2824
Acido Estearico
0,44+0,05 0,61+0,22 0,29+0,02 0,0605
(18:0)
Acido Araquidico
0,25+0,13 0,45+0,06 0,42+0,01 0,0524
(20:0)
Monopalmitina 0,23+0,052 0,24+0,032 0,13+0,01° 0,0086"
Monoestearina 0,21+0,062° 0,26+0,012 0,15+0,01° 0,0255"
Campesterol 0,19+0,01° 0,21+0,002 0,21+0,012 0,0370
Estigmasterol 0,27+0,01¢ 0,36+0,022 0,32+0,02° 0,0012
B-Sitosterol 3,11+0,05P 3,55+0,062 3,62+0,052 <0,0001
B-Amirenol 0,21+0,01° 0,22+0,01° 0,26+0,012 0,0006
Metileno Cicloartenol 0,45+0,02° 0,42+0,02¢ 0,570,012 <0,0001

Extrato apolar de semente de uva (mg/mL de extrato)

Sox BD us P-value
Acido Palmitico
1,47+0,16b 1,80+0,062 1,75+0,092 0,0212
(16:0)
Acido Linolénico
0,38+0,04 0,33+0,01 0,38+0,02 0,0872

(18:3)
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Tabela 2 - Compostos individuais de acidos graxos e fitoesteréis de sementes de amora-preta e uva.

(conclusao)
Acido Linoleico
5,17+1,20P 7,05+0,243ab 8,19+1,142 0,0233
(18:2)
Acido Oleico (18:1) 3,53+0,62° 4,71+0,3020 5,43£1,002 0,0414
Acido Esteérico
0,38x0,04¢ 0,66+0,022 0,51+0,08° 0,0023
(18:0)
Acido Araquidico
0,24+0,022 0,16+0,01° 0,16+0,02° 0,0009
(20:0)
Monopalmitina 0,09+0,02 0,12+0,01 0,10+0,01 0,1725
Monoestearina 0,03+0,012 0,05+0,002 0,03+0,012 0,0024
Campesterol 0,25+0,01° 0,28+0,02° 0,58+0,092 0,0004
Estigmasterol 0,24+0,01° 0,290,012 0,22+0,01° 0,0002
B-Sitosterol 1,3+0,02° 1,56+0,012 1,22+0,03¢ <0,0001

Fonte: O autor.

1.3.3 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi testada contra Escherichia coli (IAL 2064) e
Staphylococcus aureus (ATCC 13565). Os resultados mostraram que apenas 0s
extratos apolares de amora-preta e semente de uva obtidos pela extracdo Sox
apresentaram algum efeito inibitério. Os valores de inibicdo do extrato de amora-preta,
em relacdo a Escherichia coli (IAL 2064), foram 99,4, 62,5, 33,8 e 33,4% para as
concentracdes de 33,3, 1,67, 0,83 e 0,42 ug/L, respectivamente. Para Staphylococcus
aureus (ATCC 13565), os valores de inibicao do extrato de amora-preta foram 90,7 e
33,3%, para concentracdes de 33,3 e 1,67 ug/L, respectivamente. Estudos sobre a
capacidade antimicrobiana de extratos apolares de sementes de amora-preta ndo séo
relatados na literatura. Weli et al. (2020) estudaram a atividade antibacteriana de
extratos de folhas de amora-preta (metanol, hexano, cloroférmio, acetato de etila e
hidroalcoolicos) e concluiram que eles sédo eficazes contra varios microrganismos

gram-positivos e gram-negativos.
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O extrato apolar de semente de uva, obtido por Sox, apresentou inibicdo contra
Escherichia coli (IAL 2064) nas concentra¢des de 33,3, 1,67 e 0,83 ug/L, com valores
de 92,7, 49,9 e 34,4% de inibicao e contra Staphylococcus aureus (ATCC 13565), com
valores de 85,1 e 36,6% de inibicdo nas concentracbes de 33,3 e 1,67 ug/L,
respectivamente.

Um estudo conduzido por Duran et al. (2016) demonstrou o poder
antimicrobiano das sementes de uva, usando extratos revestidos com quitosana, para
prolongar a vida util dos morangos frescos. A atividade antimicrobiana do bagaco da
uva foi descrita por Leal et al. (2020), e os autores concluiram que os caules das uvas
demonstraram atividade antimicrobiana, com alta eficiéncia contra bactérias gram-

positivas, especialmente S. aureus e E. faecalis.

1.3.4 Determinacgao da Toxicidade Celular dos Extratos Apolares das Sementes e
Medicao de ERO’s (Espécies Reativas de Oxigénio)

Uma faixa de concentracdes de extratos apolares de sementes (de 100 a 1.000
pg/mL) foi usada para avaliar a viabilidade celular nas linhas celulares A549, Caco-2,
HepG2 e IMR90. Os extratos apolares de sementes de uva e de amoras-pretas,
independentemente do método de extragdo, ndo diminuiram a viabilidade celular
(IC50>1.000 pg/mL) para cancer e linhagens celulares normais (Figura 1). Por outro
lado, Montserrat-De La Paz et al. (2015) exibiram que o B-sitosterol isolado, um dos
principais &cidos graxos presentes nos extratos apolares de sementes de amora e uva
(de 1,22 a 3,66 mg/g), reduziu a viabilidade celular (IC50=79,0 uM), em HT-29 células
cancerosas. Levando isso em consideracdo, € importante considerar que ha
diferencas entre trabalhar com compostos individuais (3-sitosterol) e matrizes naturais
inteiras (isto €, extratos apolares de sementes). Assim, o potencial biol6gico final nem
sempre é a soma de cada um dos compostos individuais presentes nos extratos
apolares das sementes, pois diferentes interacées podem ocorrer, em meio biolégico
(MARTINS; BARROS; FERREIRA, 2016).

Em relacdo a capacidade antioxidante intracelular (Figura 2), os extratos
apolares de sementes de amora US e Sox e 0s extratos apolares de uva, obtidos por
US, ndo foram capazes de induzir a geragcdao de ERO’s em todas as linhagens

celulares. Quando H20: foi adicionado, os extratos apolares de sementes diminuiram
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os niveis de ERO’s intracelulares e, em alguns casos, a geracdo de ERO’s foi
semelhante a do grupo de controle negativo. Em contraste, os extratos apolares de
sementes de uva, obtidos por Sox, promoveram um comportamento pro-oxidante,
induzindo a producéo de ERO’s em células cancerosas e normais. Esse achado pode
estar associado a atividade antioxidante, medida por métodos quimicos,
principalmente o ensaio de CRT. Curiosamente, as medidas de CRT nao foram
detectadas para amora e uva, obtidas por Sox. Em contraste, os extratos apolares de
sementes de uva e amora, obtidos pelo método BD, exibiram alta capacidade
antioxidante, diminuindo a taxa de ERO’s em até 32% ou mantendo seus niveis
semelhantes ao controle. Da mesma forma, Atolani et al. (2020) mostraram que 0s
extratos apolares de sementes de Citrus sinensis também reduziram a taxa de ERO’s,
em 50%, quando comparados com o controle negativo (sem adicdo do agente
oxidante). Além disso, Kouba et al. (2018) apontaram que a fracao fendlica do azeite
de oliva ndo afetou os niveis de ERO’s nas linhas celulares C2C12 e HelLa, além de
HepG2, em que as ERO’s diminuiram, significativamente. Assim, no presente estudo,
o potencial antioxidante intracelular das sementes de uva e amora foi superior, por
meio da extracdo de BD para as células IMR90, A549, HepG2 e Ca-co-2. Este
resultado esta de acordo com a maior atividade de eliminagdo de DPPH (11,50+0,44
e 35,3+0,99 mg AAE/100 mL para amora e uva, respectivamente) e conteudo de CFT
(102,37+4,38 e 28,61+0,5 mg AGE/100 mL para amora e uva, respectivamente),

exibida aqui para o método BD.
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Figura 10 - Viabilidade celular representativa de células A549 (A) Caco-2 (B), HepG2 (C) e IMR90 (D),
apos 48 h de exposicdo a extratos apolares de sementes de amora-preta e uva.
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Figura 11 - Resultados da medicéo de ERO’s intracelular em células IMR90 (A), A549 (B), Caco-2 (C)
e HepG2 (D) por espectrofluorimetria. Tratamento = extratos de sementes apolares de amora-preta e
uva a 100 - 1.000 pg/mL.
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Fonte: O autor.

1.4 CONCLUSOES

Os extratos apolares de sementes, obtidos pelo método BD, apresentaram 0s
maiores niveis de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante, tanto para

amora quanto para uva, entretanto, apenas os extratos obtidos por Sox apresentaram
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efeito inibitério contra Escherichia coli (IAL 2064) e Staphylococcus aureus (ATCC
13565). Quanto a viabilidade celular, os extratos apolares ndo apresentaram
citotoxicidade ou efeito antiproliferativo nas diferentes linhagens celulares, o que
mostra sua relativa seguranca toxicoloégica. Assim, considerando os requisitos da
Agenda 2030 e a necessidade de formas sustentaveis de producdo de ingredientes
alimenticios, concluimos que sementes de uva e amora podem ser utilizadas como

fontes de antioxidantes lipidicos, derivados em diferentes aplicacdes tecnoldgicas.
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CAPITULO 2 - OTIMIZACAO DA EXTRACAO QUIMICA VERDE DE COMPOSTOS
FENOLICOS DE SEMENTES DE UVA (VITIS LABRUSCA L.) E AMORA (RUBUS
FRUTICOSUS L.) COM AVALIACOES CONCOMITANTES DE ATIVIDADE
BIOLOGICA E ANTIOXIDANTE

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar a composicdo fendlica, atividade
antioxidante quimica e celular, citotoxicidade em células humanas e inibi¢cdo
peroxidativa da fracdo desengordurada de sementes de uva (Vitis labrusca) e amora-
preta (Rubus fruticosus). Soxhlet (Sox) foi usado na extracao e obtencédo do material
desengordurado. Um estudo de otimizacéo estatistica foi utilizado para maximizar a
extracdo de compostos bioativos e a atividade antioxidante da semente
desengordurada de uva e amora. Otimizacdo simultdnea foi aplicada, e uma
combinacédo de 35,9 minutos de extracdo e relacdo massa-solvente de 1 g de semente
desengordurada de uva para 61,28 mL de solvente extrator (Etanol 60%) e 62,1
minutos de extracdo e relacdo massa-solvente de 1 g de semente desengordurada de
amora para 64,1 mL de solvente extrator (etanol 60%). As células cancerigenas
HepG2 pareceram ser mais sensiveis aos extratos de uva e amora, enquanto as
células hibridas Ea.hy926 mostraram maior resisténcia aos seus efeitos, no ensaio de
viabilidade celular. Em geral, os extratos apresentaram baixa/nenhuma citotoxicidade
e, além disso, exibiram um efeito protetor contra a producdo de ERQO’s induzida por
H202, demonstrou atividade antioxidante e efeito protetor sobre os eritrocitos, quando
submetidos a condi¢cdes hipotbnicas e isotdnicas, além de nao apresentar
comportamento hemolitico (5.0 to 10.0 yg GAE/mL). Assim, os resultados fornecem
uma ampla avaliacdo da bioatividade de extratos obtidos por um processo simples e
de baixo custo, com o uso de solventes atoxicos, com potencial para serem utilizados

em aplicacdes tecnoldgicas.

Palavras-chaves: Uva; amora; sementes; compostos fendlicos; bioatividade;

alimentos funcionais.

Capitulo publicado:
JUNIOR, T.K.; DE MOURA, C.; CRUZ, T.M.; MARQUES, M.B.; CARMO,
M.A.V.D.; DEOLINDO, C.T.P.; DAGUER, H.; AZEVEDO, L.; GRANATO, D.
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Optimization of the Green Chemistry-like Extraction of Phenolic Compounds from
Grape (Vitis labrusca L.) and Blackberry (Rubus fruticosus L.) Seeds with Concomitant

Biological and Antioxidant Activity Assessments. Plants 2023, 12, 2618

2.1 INTRODUCAO

A atividade agroindustrial gera milhdes de toneladas de subprodutos e residuos
vegetais, que poderiam ser explorados ao reingressar na cadeia produtiva, a fim de
diminuir seu impacto ambiental e ganhar valor adicional nos processos (ZACHAROF,
2017). Isso é alcancado pelo conceito de biorrefinaria, no qual cada componente da
cadeia produtiva é considerado um produto potencial. Além disso, o0s bioativos
encontrados em biomassas tém muitas aplicacées potenciais, como nutracéuticos,
devido a possibilidade de diminui¢éo de risco de doengas (PRASAD et al., 2015).

Na producédo do vinho ocorre a geracao de grandes quantidades de residuos,
cerca de 20% em peso (sementes de uva), que sdo cada vez mais utilizadas na
recuperacado de Oleos essenciais, compostos fendlicos e fibras, sendo uma estratégia
sustentavel de gestdo de residuos. Além disso, sua reutilizagdo evita problemas
decorrentes da sua eliminacdo e, com isso, é possivel avancar para uma era de
bioeconomia circular (FILIPPI et al., 2021; GOMEZ-MEJIA et al., 2021; ISCIMEN;
HAYTA, 2021; SILVA; POGACNIK, 2020).

Estudos realizados por Gémez-Mejia et al. (2022) demonstraram que as
sementes de uva, apls a extracao da fracdo Oleosa, contém catequina, acido galico
e quercetina, além de apresentarem atividade antioxidante, o que tem gerado sua
utilizacao para fins tecnoldgicos. Entretanto, muitos dos estudos estéo ligados ao uso
de solventes orgéanicos potencialmente téxicos, como o metanol e HClI (MONTEIRO
et al. 2020). Assim, torna-se imprescindivel a geracdo de tecnologia, por meio da
producado de extratos por green chemistry methods, para a producéo de extratos das
sementes de uva, como produtos potenciais para a industria alimenticia e
farmacéutica.

As sementes de amora sdo consideradas agro-residuos, pois, nas industrias
de processamento de bagas, as sementes, geralmente, sdo descartadas (20% em
peso). Pap etal. (2021), em sua revisdo com varios tipos de bagas, entre elas a amora,

evidenciam que o extrato aquoso de bagas (polpa mais sementes) de amora
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apresentaram atividade antioxidante, hipertensiva, anti-hiperglicémica e anti-
inflamatorio in vitro. Junior et al. (2021), em seus estudos sobre o0 extrato apolar
(hexano) de semente de amora, demonstraram atividade antioxidante, citotdxica e
antimicrobiana, ainda, sugeriram a possibilidade de se utilizar as sementes de amora
como fonte de antioxidante lipidico. Poucos estudos foram realizados sobre a semente
de amora e menos ainda sobre sua semente desengordurada.

Tao importante quanto a composicao quimica e a reutilizacdo de sub-produtos
de amora e uva, € a utilizacdo de solventes nao toxicos na extracdo dos compostos
bioativos desses rejeitos, para a possivel utilizacdo dos extratos na industria
alimenticia. O uso de solventes, aprovados pelas agéncias reguladoras, como a EFSA
(European Food Safety Authority), é de grande importancia na obtencdo de extratos
passiveis de utilizacdo na producdo de alimentos com propriedades bioativas.
Deolindo et al. (2019) estudaram o extrato de sementes de uva Bordeaux (etanol 60%)
e o utilizaram para a producdo de queijo Petit Suisse, fonte de compostos fendlicos.
Karnopp et al. (2017) estudaram o extrato de casca de sementes de uva Bordeaux
(etanol 70%), para a formulac&o de iogurtes funcionais, com atividade antioxidante.

Na tentativa de contribuir com o conhecimento sobre a associagdo entre a
composi¢do quimica e a atividade bioldégica de extratos obtidos de rejeitos
agroindustriais, este estudo tem por objetivo otimizar um sistema de extracdo de
compostos bioativos de semente de uva (Vitis labrusca) e amora-preta (Rubus

fruticosus) e avaliar sua bioatividade, em sistemas quimico e bioldgico in vitro.

2.2MATERIAL E METODOS

2.2.1 Reagentes Quimicos e Células

Reagente de Folin-Ciocalteu, isobutanol, quercetina — (pureza de 95%),
Hidroxido de sédio (NaOH), 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo radical (DPPH), violeta de
pirocatecol (acido 3,3 ', 4-tri-hidroxifuchsona-2'-acido sulfénico), 2,4,6-tris (2-piridil)-S-
triazina (TPTZ), peréxido de hidrogénio, acido heneicosanoico (C:21), colestrol, dimetil
sulfoxido (DMSO), 2',7'- diacetato de diclorofluorescina (DCFH-DA), cloreto férrico
hexahidratado, acido ascorbico e ferrozina 3-(2-piridil)-5,6-di(2-furil)-1,2,4-triazina-
5',5"-sal dissédico do acido dissulfénico) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo,

Brasil). Sulfato de sédio anidro, n-hexano, cloroférmio e alcool metilico foram obtidos
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da Anidrol (S&o Paulo, Brasil). O alcool etilico foi adquirido da Neon (S&o Paulo,
Brasil). A549, IMR90, HepG2, e Caco-2 were obtained at the Cell bank of Rio de

Janeiro/Rio de Janeiro, Brazil.

2.2.2 Material Vegetal

Amora-preta (Rubus fruticosus) e uva bordd (Vitis labrusca cv. Bordeaux) foram
cultivadas em Vacaria, Rio Grande do Sul (29°32'30"S e 50°54'51"W) e Garibaldi, Rio
Grande do Sul (29° 15' 22"S e 51° 32' 01"W). Os frutos, juntamente com as folhas e
flores, foram identificados, morfologicamente, pela Prof?. Rosangela Capuano
Tardivo, e exsicatas do material vegetal foram depositadas no herbario da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, sob registros 22494 e 22495,
respectivamente. As sementes foram obtidas, manualmente, e passaram pelos
processos de sanitizacdo NaOCl a 100 mg/L, por 15 minutos, lavagem (dgua
corrente), secagem (estufa com circulacdo de ar - Tecnical, Modelo TE-393/1, Sdo
Paulo, Brasil), 35°C por 48 horas, moagem (moinho analitico - QUIMIS-6298A21),
padronizacao (peneira Tyler mesh 60) e armazenamento sob refrigeracao.

2.2.3 Obtencao dos Extratos Hidroalcodlicos e Otimizagédo da Extracao

Para o desengorduramento das sementes, foram pesados 5,0 g de sementes
moidas e transferidos para o cartucho de extracao. As extracdes foram realizadas, em
periodos de 4 a 5 horas, em aparelho Soxhlet com n-hexano como solvente de
extracdo. A temperatura mantida constante no aparelho extrator, dentro da faixa de
ebulicdo do n-hexano (68-70 °C). O material desengordurado foi removido do cartucho
e secado, em estufa a 35 °C por 2 horas e armazenado em refrigerador (5 °C), até a
extracdo da fracdo fendlica, realizada em eppendorf, sob agitacdo em vértex com
etanol 60%.

Um planejamento composto central rotacional com dois fatores foi utilizado para
cada material vegetal, no intuito de verificar a influéncia do tempo de extracéo e da
razao massa/volume no teor de fendlicos totais e atividade antioxidante quimica. Para
isso, um total de 11 ensaios foram testados, de forma aleatéria (Apéndice 2),

apresentando valores de tempo de extracdo minimos de 35.9 minutos e maximo de
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64.1 minutos, e razdo minima de massa/volume de 1:35.9 g/mL e méxima de 1:64.1
g/mL. A metodologia de regressdo linear mdltipla foi utilizada, seguindo as
recomendacdes e procedimentos descritos por Granato et al. (2014).

Os modelos matematicos propostos incluiram apenas os coeficientes de
regressao com significancia (p<0,05) e a qualidade dos modelos foi avaliada pelo
coeficiente de determinacdo (R?), R? ajustado e os residuos analisados pelo teste de
Shapiro-Wilk. Usando a RSM, foi possivel obter modelos de regressao para descrever
cada propriedade funcional e composto quimico extraido em funcédo do tempo e da
razdo amostra/solvente. Os dados foram apresentados como média + desvio padréao
combinado. Para comparar as variaveis de resposta, inicialmente, foram checadas a
normalidade e a homoscedasticidade dos dados pelos testes de Shapiro-Wilk e
Brown-Forsythe, respectivamente, sendo que as diferencas entre os valores médios
foram avaliadas pela analise de variancias (ANOVA) unifatorial, seguida do teste de
Fisher. P-valores abaixo de 5% foram considerados para rejei¢cdo da hipotese nula. O
software TIBCO Statistica 13.3 (TIBCO Statistica Ltd, EUA) foi usado em todas as

analises estatisticas.

2.2.4 Composicao Fendlica por LC-MS/MS e Espectrofotometria UV-VIS

Os CFT foram avaliados, por meio do ensaio Prussian Blue (MARGRAF et al.,
2015), e os resultados foram expressos em mg de acido gélico equivalente por 100 g
de amostra (mg AGE/100 g). O conteudo de flavonoides totais (CFT) das amostras
foram determinados, por meio do ensaio colorimétrico de cloreto de aluminio, descrito
por Aguiar et al. (2020) e os resultados foram expressos em mg de equivalente de
catequina por 100 g de amostra (mg CE/100 g). O conteudo ortodifendlico total (COT)
foi determinado, usando o ensaio de molibdato de s6dio (MAESTRO DURAN et al.,
1991), e os resultados foram expressos em mg de 4cido clorogénico equivalente por
100 g (mg CAE/100 g). O conteudo de taninos condensados totais (TCT) foram
determinados, usando o ensaio de vanilina-H2SO4 e os resultados foram expressos
como (mg CTE/100 g).

No total, 21 compostos fendlicos dos extratos foram determinados,
individualmente, por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-

MS/MS), de acordo com o método descrito por Seraglio et al. (2016). A analise LC-
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MS/MS foi realizada com solventes de grau cromatogréfico e &gua ultrapura
(resistividade minima 18,3 MQ cm). As analises foram realizadas no cromatografo
ExionLC, acoplado ao espectrometro de massas QTRAP 5500, ambos fornecidos pela
AB Sciex LLC (Framingham, EUA). O equipamento LC-MS/MS foi utilizado com uma
fonte de ionizacdo por eletrospray e o modo de monitoramento de multiplas reacdes
(MMR). O software Analyst 1.6.2 (AB Sciex, Foster City, CA) e MultiQuant (AB Sciex,
Foster City, CA) foram usados para operacéo do instrumento e do processamento de
dados, respectivamente.

A separacdo cromatografica foi realizada no modo de fase reversa, com uma
coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (3,5 um, 3,0 x 100 mm), fabricada pela Agilent
Technologies, Inc. (Santa Clara, EUA). O forno da coluna foi mantido a 40 °C; o
volume de injecdo da amostra foi de 5 pL e a taxa de fluxo da fase movel foi ajustada
para 300 puL/min. A cromatografia liquida foi realizada em eluicdo gradiente, da
seguinte forma: 98% A (0—3 min), 80% A (3—10 min), 10% A (10-11 min), 98% A (11—
13 min), mais 4 minutos para autoequilibrio do sistema. A fase movel A foi composta
por uma solucdo aquosa de acido formico (0,1%) e a fase movel B foi composta por
acetonitrila, com 0,1% de &cido formico. Cada amostra foi injetada em triplicata, e a
quantificacdo de cada composto fendlico foi realizada por calibracdo de padréo
externo na faixa linear de 25-1000 ug/L, exceto para EGCG, cuja faixa linear foi de
500-1000 pg/L, e linearidade (R2?) acima de 0,99. Os limites de quantificacdo variaram
de 0,20 a 12,8 ug/L, e a descricdo da validacdo do método ja esta disponivel
(SERAGLIO et al., 2016). Os modos de ionizag&o positivo e negativo foram ajustados
para 5500 V e -4500 V, respectivamente; outros parametros do instrumento foram
ajustados para 25 psi (gas de cortina) e 55 psi (gas nebulizador e gas auxiliar), a 400
°C, em uma atmosfera de nitrogénio. Os parametros de espectrometria de massa para
a andlise de cada composto fendlico sdo apresentados no Apéndice 3. Os resultados
foram expressos em mg de cada composto fenélico por 100 g de extrato (mg/100 g).

2.2.5 Atividade Antioxidante
Para a avaliacao da atividade antioxidante (AA) foram utilizados ensaios, que

abrangem mecanismos distintos de acdo. De acordo os métodos propostos por

Santos; Brizola; Granato (2017), a AA foi avaliada pela capacidade quelante de Fe?*,
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os resultados foram expressos em mg de EDTA equivalente (mg EDTAE/100 g de
amostra), captura do radical livre DPPH e atividade antioxidante de reducgéo do ferro
(FRAP), para ambas as analises, os resultados expressos em mg de acido ascorbico
equivalente (mg AAE/100 g de amostra). A porcentagem de inibicdo da peroxidagao
lipidica induzida por Fe?* de fosfolipidios e triacilgliceréis contidos na gema de ovo de
galinha, em sistema tamponado (pH 7,4), resultado expresso em mg QE/100 g de
amostra, foi realizada, utilizando os métodos propostos por Margraf et al. (2016). A
capacidade de capturar radicais "OH foi determinada na presenca de acido salicilico
(XIONG et al., 2011). A taxa de inibicdo do radical hidroxila foi calculada pela seguinte

equacgao:

%Inibigaio = (FAmestratorance y 100 (Eq. 4)

Controle—ABranco

2.2.6 Perfil de Toxicidade e Atividade Antioxidante Baseada em Células

Para avaliar a citotoxicidade in vitro do extrato, a coloracdo com sal de tetrazélio
foi utilizada para avaliar o efeito do extrato na viabilidade celular pelos parametros
ICs0, Glso e CLso, conforme descrito anteriormente, por Carmo et al. (2019). A549
(células epiteliais de adenocarcinoma pulmonar); HepG2 (células de carcinoma de
hepatoma humano), HCT8 (carcinoma de célon humano) e EA.hy926 (hibrido de
célula endotelial) foram semeados a 1 x 104 células/poco e foram tratados com
extratos por 48 horas, usando as seguintes concentracdes: 50, 100, 150, 200, 250 e
500 pug QE/mI. Em seguida, adicionou-se solucédo de MTT (5 mg/mL) e, apés 4 horas,
o formazan insoluvel produzido foi dissolvido em 100 uL de DMSO. A absorbancia
(570 nm) foi medida, usando um leitor de microplacas (Synergy™ H1, Biotek), e a
analise de dose-resposta foi determinada por regressao néo linear (ajuste de curva).

A geracédo de espécies reativas de oxigénio (ERQO’s) é usada para monitorar a
oxidacdo em sistemas biologicos. As quantidades intracelulares de ERO’s foram
medidas por um ensaio fluorimétrico, com diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH-
DA), que detecta e quantifica a producéo intracelular de radical superoxido, radical
hidroxila e peréxido de hidrogénio (OTHMENE et al., 2021). Todas as linhagens
celulares foram semeadas a 6x104/poco e tratadas por 1 hora a 37 °C, com extratos

diluidos em solucdo de DCFH-DA (25 mmol/L) nas concentracdes de 10, 50 e 100 pg
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QE/mL. As células foram tratadas com 15 pymol/L H202 para o controle positivo e para
0 controle negativo; apenas com meio de cultura. Apds a incubacédo, a producéo
intracelular de ERQO’s foi medida por deteccao fluorimétrica da oxidacdo do DCF, em
um fluorimetro (Synergy ™ H1, Biotek) com comprimento de onda de excitacdo de
485 nm e comprimento de onda de emissao de 538 nm (GRANATO et al., 2022). A
intensidade da fluorescéncia do DCF é proporcional a quantidade de ERO’s formada

intracelularmente.

2.2.7 Efeito Anti-Hemolitico in vitro

A atividade anti-hemolitica, sob condi¢cBes hipoténicas, foi avaliada com
eritrocitos isolados de amostras de sangue O*, obtidas do Hospital Universitario
Regional Wallace Thadeu de Mello e Silva. Os ensaios foram realizados, de acordo
com Migliorini et al. (2019), com hematdcrito 0,8%, [NaCl] = 0,1%, 0,4% e 0,8% (p/v)
e o extrato concentrado a 5,0, 7,5 e 10,0 uyg AGE/mL, e a taxa de hemolise foi medida
pela absorbancia a 540 nm. A oxidac&do da hemoglobina foi realizada pela medida de
absorbancia em 630 nm (MORABITO et al., 2017). Todo o procedimento experimental
foi previamente aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (CAAE 94830318.1.0000.0105).

2.2.8 Analise Estatistica

Os dados experimentais foram apresentados como médias + desvio padréo
amostral. Quando apropriado, a comparacao de médias entre os grupos foi realizada,
por andlise de variancias unifatorial (ANOVA), seguida pelo teste de comparacéo
multipla de Fisher. Para isso, a homocedasticidade de todo o conjunto de dados foi
formalmente verificada pelo teste de Brown-Forsythe, usando o software TIBCO
Statistica 13.3 (TIBCO Statistica Ltd, EUA).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Efeito do Tempo de Extracdo e Razdo Sdlido-Solvente na Composi¢ao

Fendlica Total e Atividade Antioxidante

Os valores médios de CFT, atividade antioxidante, flavonoides, taninos e orto-
difendis estdo apresentados na Tabela 3 (uva) e Tabela 4 (amora). Foi observada uma
diferenca significativa em todas as respostas (p<0,05). O teor de CFT variou de 2747
a 3623 mg AGE/100 g para a semente desengordurada de uva e 923 a 1243 mg
AGE/100 g para a semente desengordurada de amora. O maior (p<0.05) teor de CFT
foi obtido com tempo de extragédo de 35,9 minutos e razao solido-solvente de 1:50 x/s
para a semente de uva, ndo apresentando diferenca significativa em relacdo a
extracdo com tempo de 40 minutos e razdo solido-solvente de 1:60 x/s. Para a
semente desengordurada de amora, o melhor resultado para CFT foi obtido com 60
minutos de extracdo e razao solido-solvente de 1:60 x/s.

A Tabela 5 mostra que o modelo de regressdo multipla (e.g., RSM, Tabela 6)
para CFT explicou 89% da variabilidade dos dados para uva (R?adj=0,888) e 66%
para os dados de amora (R?adj=0,664), mostrando que o modelo matemaético de CFT
(uva) poderé ser usado para fins preditivos.



Tabela 3 - Composigéo quimica e atividade antioxidante dos extratos de uva em relagdo ao tempo de extracao e razdo massa-volume.
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i Variaveis Independentes Fenolicos (rrl?ga \(lgolglolig(‘)asg) cor-lrtjlenri\rs]g?jos Orto-difendlicos DPPH (mg une:IZ?l?g iggd':eez+ FRAP (mg
Ensaios  (yalores Originais e Codificados) ~1°0t21S (Mg (mg CTE/00g) (MIIACENIO0 — \aE100g)  (mg EDTAE/00 AAE/100 g)
AGE/100 g) ) 9
Tempo (min) 1:X (g/mL)
1 40 (-1) 1:40 (-1) 2916=+7¢cde 62,9+1,7f 3242+95¢ 554+20¢ 5870+98def 66,1+1,8¢ 9032+328b
2 40 (-1) 1:60 (1) 36091242 78,8+2,8° 3928+315¢d 744+240c 706915442 55,5+4,9d 100231982
3 60 (1) 1:40 (-1) 29144619 55,9+2,19 3885+353¢e 697+40cd 5676+250f 45,4+4,1¢ 7518+2410d
4 60 (1) 1:60 (1) 27474117 74,1%1,6° 4982+438b° 700+78¢d 6173+36¢de 85,3+5,32 7294+234¢
5 35,9 (-1,41) 1:50 (0) 362311052 72,7+3,0°d 5561+1092° 9631642 6650+141ab 46,7+2,6¢ 959643082
6 64,1 (1,41) 1:50 (0) 30361450 69,412, 6% 5030+538P¢ 801+54b 5832:+79def 65,1+6,5¢ 8360+190¢
7 50 (0) 1:35,9 (-1,41) 2825+12¢f 68,5+3,3° 3993+449de 892+112 5517+80f 36,1+2,4f 7807+1664
8 50 (0) 1.64,1 (1,41) 3010+4571bcd 73,6+3,9¢d 5695+2672b 7534430 6679+5112b 74,243,7° 7565+579de
9C 50 (0) 1:50 (0) 3087+72b 70,1+2,7cde 638413682 787+80P 6388+91°¢ 61,4+1,3¢cd 8661+342bc
10C 50 (0) 1:50 (0) 3063+100° 69,2+2,3d 4547+411¢cd 636+16¢4 5786+293¢f 64,2+7,2¢ 8305+202¢
11C 50 (0) 1:50 (0) 2884+89¢ 84,9+3,02 4022+128d% 648+124 6237+153bcd 61,7+2,9¢d 8660+249bc
p-Valor (homocedasticidade) 0,503 0,999 0,942 0,914 0,709 0,954 0,97
p-Valor (one-way ANOVA) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: (C)=ponto central; 1:X=1 g de material vegetal para X mL de solvente extrator; CTE=catequina equivalente; AGE=acido galico equivalente; QE=quercetina
equivalente; AAE=4cido ascorbico equivalente; EDTAE=Acido etilenodiamino tetra-acético equivalente; ACE=4cido clorogénico equivalente. Letras diferentes
na mesma coluna indicam diferenca significativa ao nivel de 5% pelo teste de Fisher.
Fonte: O autor.



Tabela 4 — Composic¢édo quimica e atividade antioxidante dos extratos de amora em rela¢do ao tempo de extragao e razdo massa-volume.
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L . . Capacidade
Ensaios Variaveis Independentes tlzfgizh(cmo; Flavonoides (mg cor-lrdaenrllrs]gZos Orto-difendlicos  DPPH (mg  quelante de Fe2*  FRAP (mg
(Valores Originais e Codificados)  AGE/100 ) QE/100 g) (mg CTE/100 g) (MIACE/L00Q)  AAE/1009)  (mg EDgT)AE/lOO AAE/100 g)
Tempo (min) 1:X (g/mL)
1 40 (-1) 1:40 (-1) 923+11h 46,2+1.6° 579+44f 253+32¢ 1769+87f 144+8f 306053
2 40 (-1) 1:60 (1) 1167+69 58,1+1.7¢d 637+50¢f 258+3¢ 2246+197cde 227+12 3823+143d
3 60 (1) 1:40 (-1) 1067+25¢d 55,9+1.8d 594+42f 350+35¢d 2152+147de 1434 3437+92¢
4 60 (1) 1:60 (1) 1243+132 65,7+1.02 1001+1122 367+13bcd 1229+1909 215+9° 4258+1482
5 35,9 (-1,41) 1:50 (0) 1143+9¢ 60,9+0.6° 856+19¢d 4264662 2470+173b¢ 186+7¢ 3893+78¢d
6 64,1 (1,41) 1:50 (0) 1202+8° 63,8+1.62 840+40cd 4094312 2366+194¢ 185:+5¢ 3958+93bd
7 50 (0) 1:35,9 (-1,41) 10731269 59,4+1.6"¢ 7504459 420+423b 2098+93¢ 120x49 3551+92¢
8 50 (0) 1.64,1 (1,41) 1170+21¢d 60,3+0.4bc 1114+1412 326+18d 2760+1272 235+52 429513172
aC 50 (0) 1:50 (0) 1105+20f 58,4+1.4¢ 872+112bcd 382+49abcd 2264+78¢cde 175424 3951+8(0bcd
10C 50 (0) 1:50 (0) 1187+30bc 59,7+1.1bc 872+2(Qbcd 372+128bcd 2706+94ab 166x5¢ 4153+1662°
11C 50 (0) 1:50 (0) 1129+10¢f 61,1+0.9° 926+96P¢ 391+15abc 263417920 183+3« 4088+209ab¢
p-Valor (homocedasticidade) 0,949 0,976 0,889 0,699 0,948 0,79 0,879
p-Valor (one-way ANOVA) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: (C)=ponto central; 1:X=1 g de material vegetal para X mL de solvente extrator; CTE=catequina equivalente; AGE=4cido gélico equivalente; QE=quercetina
equivalente; AAE=4cido ascorbico equivalente; EDTAE=Acido etilenodiamino tetra-acético equivalente; ACE=4cido clorogénico equivalente. Letras diferentes
na mesma coluna indicam diferenca significativa ao nivel de 5% pelo teste de Fisher.
Fonte: O autor.
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Tabela 5 — Efeitos do tempo e razao x/s na extracao de compostos bioativos e atividade antioxidante de semente de uva (Vitis labrusca).

(continua)
Componentes do modelo Coséigcriggégide Erro padréo t-Valor p-Valor Co-ngfi5;/r:ga +95% Confianca
Compostos fendlicos totais
Média 3012 29,6 102 <0,001 2951 3073
(2) Tempo (min)(L) -212 18,1 -11,7 <0,001 -249 -175
Tempo (min)(Q) 140 21,6 6,5 <0,001 95,7 185
(2) Razéo (x/s)(L) 99 18,1 54 <0,001 61,3 136
Razéo (x/s)(Q) -67 21,6 -3,1 0,005 -112 -22,5
1L por 2L -215 25,6 -8,4 <0,001 -268 -162
R2 0,905
R? ajustado 0,888
p-valor (normalidade dos
residuos) 0.763
Capacidade antioxidante (DPPH)
Média. 6171 52,1 118 <0,001 6064 6279
(1) Tempo (min)(L) -281 61,2 -4,6 <0,001 -408 -155
(2) Razéo (x/s)(L) 418 61,2 6,8 <0,001 292 544
R2 0,706
R? ajustado 0,680
p-valor (normalidade dos
0,945

residuos)
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Tabela 5 — Efeitos do tempo e razao x/s na extracao de compostos bioativos e atividade antioxidante de semente de uva (Vitis labrusca).

(concluséo)

Poder antioxidante de reducéo do ferro (FRAP)

Média 8542 99,6 85,8 <0,001 8336 8747
(1) Tempo (min)(L) -751 61,1 -12,3 <0,001 -877 -624
Tempo (Min)(Q) 254 72,9 35 0,002 103 404
Razao (x/s)(Q) -396 72,9 -5,4 <0,001 -546 -246
1L por 2L -304 86,2 -3,5 0,002 -482 -126

R? 0,795

R? ajustado 0,765

p-valor (normalidade dos
0,401
residuos)

Fonte: O autor.

Tabela 6 - Efeitos do tempo e razdo X/S na extracdo de compostos bioativos e atividade antioxidante de semente de amora (Rubus fruticosus).

(continua)

Coeficientes de o
Componentes do modelo Erro padréo t-Valor p-Valor '9_5/0 )
regresséo Confianca +95% Confianca

Compostos fenélicos totais

Média 1145 6,6 173 <0,001 1131 1159

(1) Tempo (min)(L) 38,0 5,6 6,8 <0,001 26,5 49,6
(2) Razo (x/s)(L) 69,7 5,6 12,5 <0,001 58,2 81,2
Razio (x/s)(Q) -22,6 6,4 -3,5 0,002 -35,8 -9,5

1L por 2L -17,3 7,9 -2,2 0,038 -33,6 -1,0
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Tabela 6 - Efeitos do tempo e razdo X/S na extracdo de compostos bioativos e atividade antioxidante de semente de amora (Rubus fruticosus).

(concluséo)

R? 0,706
R2 ajustado 0,664
p-valor (normalidade dos
residuos) 0648
Capacidade quelante de Fe?*
Média 177 1,6 110 <0,001 173 180
Tempo (min)(Q) 54 15 3,5 0,002 2,2 8,6
(2) Razéo (x/s)(L) 39,7 14 29,3 <0,001 36,9 42,5
R? 0,965
R? ajustado 0,963
p-valor (normalidade dos
residuos) 0077
Poder antioxidante de reducéo do ferro (FRAP)
Média 4065 51,6 78,8 <0,001 3959 4171
(1) Tempo (min)(L) 113 31,6 3,6 0,002 47.9 178
Tempo (min)(Q) -140 37,7 -3,7 0,001 -218 -62,4
(2) Razéo (x/s)(L) 330 31,6 10,4 <0,001 265 395
Razéo (x/s)(Q) -142 37,7 -3,8 <0,001 -220 -63,8
R? 0,719
R? ajustado 0,679
p-valor (normalidade dos
0,232

residuos)

Fonte: O autor.
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Os valores de DPPH e FRAP em relagdo a semente desengordurada de uva
variaram de 5676 a 7069 mg AAE/100 g e de 7294 a 10023 mg AAE/100 g,
respectivamente. Para ambas as respostas, a extracao realizada com tempo de 40
minutos e razdo sélido-solvente 1:60 x/s apresentaram maiores valores médios
(p<0.05), ndo apresentando diferenca significativa em relacdo a extracédo realizada
com tempo de 35,9 e razdo 1:50 x/s. Os modelos explicam 68% e 76% da variabilidade
dos dados, respectivamente, para DPPH e FRAP (R?adj=0,680 e R2adj=0.765).
Deolindo et al. (2019), em estudo com semente de uva Bordeaux, apresentaram
valores de DPPH e FRAP de 12872 mg AAE/100 g e 7733 mg AAE/100 g,
respectivamente, utilizando uma razéo 1:50 x/s (etanol 60%), sendo o valor de FRAP
préximo ao encontrado neste estudo.

Os valores obtidos para a semente desengordurada de amora, frente a
quelagdo do Fe?* e FRAP, variaram de 144 a 235 mg EDTA/100 g e 3060 a 4295 mg
AAE/100 g, respectivamente. Para ambas as respostas, a extragdo que apresentou
maiores valores médios (p<0.05) foram um tempo de 50 minutos e razdo sélido-
solvente de 1:64,1 x/s. Os modelos explicam 96% e 68% da variabilidade dos dados
para Fe?* e FRAP (R2adj=0,963 e R?adj=0.679), respectivamente. Junior et al. (2021),
estudando extrato ndo polar de semente de amora, apresentaram valores de Fe?* de
261 mg EDTA/100 g, valor este também proximo ao encontrado neste estudo.

E importante ressaltar a importancia da avaliacdo da atividade antioxidante por
diferentes métodos, pois essa pode ocorrer por trés mecanismos: transferéncia de
atomos de hidrogénio; transferéncia de elétrons; e a capacidade de quelar metais de
transicdo (GRANATO et al., 2018). Os compostos fendlicos sdo reconhecidos como
potenciais antioxidantes, devido a sua facilidade de captura de ERQO'’s, além de ions
redutores e quelantes, que podem catalisar a peroxidacao lipidica.

No presente estudo, a otimizacdo simultdnea, baseada na funcédo de
desejabilidade, foi usada para determinar as melhores condi¢cfes experimentais para
obter um alto teor de fendlicos e uma atividade antioxidante significativa (Apéndice 1).
Com uma funcao de desejabilidade (valor d) de 0,899 para semente de uva e 0.892
para semente de amora, foram propostas as seguintes condi¢cdes experimentais: 35,9
minutos de extracao e relacdo massa-solvente de 1 g de semente desengordurada de
uva para 61,28 mL de solvente extrator e, 62,1 minutos de extragao e relacédo massa-

solvente de 1 g de semente desengordurada de amora para 64,1 mL de solvente
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extrator. Os valores previstos pelos modelos de regressao, juntamente com os valores
experimentais e o percentual de erro absoluto, séo apresentados na Tabela 7. Os
dados experimentais encontram-se dentro das faixas de previsdo, comprovando que
0os modelos eram adequados e capazes de prever a composicao fendlica, bem como
a atividade antioxidante dos extratos etandlicos de sementes desengorduradas de uva

€ amaora.
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Tabela 7 — Valores previstos e experimentais para os extratos otimizados.

Parametros Valores médios -95% +95% Valores médios .
. . e e ) . Erro relativo (%)
avaliados previstos Predicao Predicao experimentais
CFT (mg
3847 3625 4068 3623+40 5,8
AGE/100 g)
Uva
FRAP (mg
10084 9339 10829 9395+14 6,8
AAE/100 g)
DPPH (mg
6914 6167 7661 7102+164 2,7
AAE/100 g)
CFT (mg
1249 1184 1314 1295+12 3,7
AGE/100 g)
FRAP (mg
4180 3811 4549 3804+45 9,0
AAE/100 g)
Amora
Fe?* (mg
241 225 256 23146 4,1

EDTA/100 g)

Nota: CFT=compostos fendlicos totais, AGE=4acido galico equivalente, FRAP=poder antioxidante de reducdo do ferro, AAE=acido ascérbico equivalente,
EDTAE=acido etilenodiamina tetra-acético equivalente; DPPH=2,2-difenil-1-picrilhidrazil.
Fonte: O autor.
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2.3.2 Composicao Quimica dos Extratos Otimizados e Liofilizados

Os valores da composicdo quimica e atividade antioxidante dos extratos
otimizados estdo representados na Tabela 8. Os teores de flavonoides, taninos
condensados e orto-difendis para a semente desengordurada de uva foram,
respectivamente, 61+0.05 mg QE/100 g, 2609+257 mg CTE/100 g e 729+81 mg
ACE/100 g. Ja para a semente de amora, os valores foram de 38.1+0.06 mg QE/100
g (flavonoides), 409+154 mg CTE/100 g (taninos), e 233+37 mg ACE/100 g (orto-
difenois). Deolindo et al. (2019), estudando extrato hidroalcodlico (60% etanol) de
semente de uva, apresentaram valores maiores para 0S compostos em questao,
sendo, respectivamente, 6736x276 mg QE/100 g (flavonoides), 10635+753 mg
CTE/100 g (taninos), e 1260+9 mg ACE/100 g (orto-difenois).
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Tabela 8 — Composicao quimica dos extratos otimizados e liofilizados.

CFT (mg Capacidade Captura de Inibicdo da
AGE/100 Flavonoides Taninos (mg Orto-difendis DPPH (mg quelante de FRAP (mg radical OH- peroxidacao
(mg QE/100g) CTE/100g) (mgACE/100g) AAE/100 g) Fe?* (mg AAE/100g) (mgAAE/100 lipidica —ICso
9 EDTAE/100 g) s)] (mg/L)
Uva 27781218 61+0,05 2609+257 729181 4838+654 59+2 4972+164 29816551756 124,1
Amora 981+185 38,1+0,06 409+154 23337 1377+117 210+8 1856+164  164279+5856 30,6

Nota: CFT=compostos fendlicos totais, AGE=&cido gélico equivalente, CTE=catequina equivalente; FRAP=poder antioxidante de reducéo do ferro, AAE=acido
ascorbico equivalente, EDTAE=4cido etilenodiamina tetra-acético equivalente; DPPH=2,2-difenil-1-picrilhidrazil; QE=quercetina equivalente; ACE=4&cido

clorogénico equivalente.
Fonte: O autor.
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2.3.3 Composicao Fendlica por LC-MS

Os compostos que foram identificados nos extratos otimizados de uva e amora
foram representados na Tabela 9. Compostos como: acido 3,4-Dihidroxibenzoico
(5,7+£0,1 mg/100 g), catequina (573,8+11,2 mg/100 g), acido p-cumarico (1,2+0,0
mg/100 g) e quercetina (231,7+1,2 mg/100 g), identificados nas analises de LC-MS
(uva), também estéo presentes nas analises realizadas por Gomez-Mejia et al. (2022),
14745, 295437, 7,840,9 e 11245 ug/g, respectivamente. Ja para os extratos de
semente de amora foram identificados compostos, como: acido 3,4-Dihidroxibenzoico,
catequina, &cido ferrdlico, epicatequina e acido cafeico, todos também observados
nos estudos realizados por Halin et al. (2022), utilizando extrato (80% etanol) com

varias partes da amora.

Tabela 9 — Composicao fendlica dos extratos liofilizados de uva e amora.

(continua)
Uva (mg/100 g) Amora (mg/100 g)
Acido fenolico
Acido ferulico 1,3+0,2 0,8+0,1
Acido 2,5-Dihidroxibenzoico ND 335+1,6
Acido 3,4-Dihidroxibenzoico 57+0,1 34,5+0,9
Acido salicilico ND 0,2+0,0
Acido p-cumarico 1,2+0,0 ND
Acido cafeico ND 0,1+0,0
Acido sinaptico 0,6 0,0 09+0,1
Sinapaldeido ND 1,0£0,0
Flavonoides
(-)-Epicatequina 833,1+2,7 81,5+ 3,4
(+)-Catequina 573,8 +11,2 88,8+ 3,4
Epigalocatequina-3-galato 785,0+ 1,6 8,4+0,1
Quercetina 231,7+1,2 15,2+0,2
Quercetina-3-rutinosideo 72,6 +£1,0 13,1+0,6
Quercetina-3-glucosideo 25+0,1 353+1,6
Hesperidina 9,1+0,7 12,7+0,3
Kaempferol ND 1,8+0,1
Kaempferol-3-rutinosideo 15+0,1 ND
Taxifolina 04+0,1 ND
Pinocembrina ND 1,0£0,1
Galangina ND 0,1+£0,0

Apigenina ND 0,2+0,0
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Tabela 9 — Composicao fendlica dos extratos liofilizados de uva e amora.

(concluséo)

Outros
Coniferaldeido ND 0,5+0,1
Total identificado (mg/100 g) 2519 329

Nota: ND=nao detectado.
Fonte: O autor.

2.3.4 Atividade Anti-Hemolitica

A atividade anti-hemolitica in vitro dos extratos (60 pg/mL) foi avaliada em
diferentes condicbes de osmolaridade ([NaCl] = 0,1 a 0,9%) e os resultados sé&o
mostrados na Figura 1. E possivel verificar que os extratos apresentaram menor
percentual de hemdlise ou nao diferente do controle (auséncia de extrato) em todas
as concentracdes de NaCl, demonstrando efeito protetor sobre os eritrocitos, quando
submetidos a condi¢Bes hipotbnicas e isotbnicas, além de ndo apresentarem
comportamento hemolitico em relacdo a concentracdo testada. A diminuicdo da
concentracdo de NaCl em solucdo provoca a absorcdo de agua pelo eritrocito,
causando inchaco das células e, consequentemente, o extravasamento do contetdo
intracelular. A presenca de compostos fendlicos auxilia na reducéo do parametro de
fluidez da membrana eritrocitaria, por meio de ligacdes de hidrogénio entre os
fosfolipidios da membrana (cabecas polares) e os compostos fenélicos (ZHANG et al.,
2019; CRUZ et al., 2021).

A concentracdo de NaCl, necesséria para a hemdlise de 50% dos eritrécitos
(Hso0), € uma forma de avaliar a capacidade que o extrato apresenta em proteger a
membrana da hemdlise. No presente estudo, 0 extrato otimizado de uva (60 pg/mL)
obteve Hso de 0,437%, enquanto o controle (auséncia de extrato) obteve Hso de
0,446%, ja o extrato otimizado de amora (60 pg/mL) obteve Hso de 0,439%, enquanto
o controle (auséncia de extrato) obteve Hso de 0,446%. Atrooz, Harb e Al-Qato (2007),
estudando extratos etanodlicos de uma variedade de sementes, ilustram, em seus
resultados, efeito ant-ihemolitico, afirmando que o extrato de semente de uva
apresentou os melhores resultados. Os resultados aqui apresentados reforcam a
auséncia de toxicidade in vitro dos extratos dessas sementes em eritrécitos, apesar

de ndo apresentarem efeito protetor significativo.
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Figura 12 — Efeito dos extratos liofilizados de uva (A) e amora (B) na hemolise de eritrécitos humanos

em meio hipotdnico.
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2.3.5 Geracao de ERO’s Intracelular e Viabilidade Celular

Compostos bioativos em sementes, como compostos fendlicos, flavonoides e
taninos, podem, individual ou sinergicamente, fornecer protecdo contra Varios
distarbios, devido as propriedades antioxidantes. Eliminacdo de radicais livres,
protecdo contra danos ao DNA, inducdo de apoptose, inibicdo do crescimento e
proliferacéo de células cancerigenas sdo apenas para citar alguns (BABY et al., 2018).
Os extratos de uva e amora nao induziram a geracdo de ERO's em células
cancerigenas A549 e HCT8, além disso, exibiram um efeito protetor contra a producéo
de ERO's induzida por H202 (Figura 2). De fato, essa atividade antioxidante pode
afetar a sinalizacdo das células cancerigenas pré-tumorais, interferindo na sua
viabilidade, observada neste estudo (A549 Uva: ICso = 900,9 pg/mL; Amora: ICso =
753,1 pg/mL; HCT8 Uva: ICso = 423,0 pg/mL) e proliferagédo (A549 Uva: 1Gso = 548,2
pg/mL; Amora: 1Gso = 100,2 pg/mL; HCT8 Uva: 1Gso = 322,1 pg/mL; Amora: 1Gso =
714,3 pg/mL). De forma diferente, tanto a uva quanto a amora induziram estresse
oxidativo em células cancerigenas HepG2, o que pode explicar a citotoxicidade
observada no ensaio de viabilidade celular (Grape: ICso = 229,0 pg/mL; Glso = 95,6
pug/mL; Blackberry: Glso = 424,5 pg/mL) (Figura 3). O aumento de ERO's em niveis
toxicos pode ativar a via JNK levando a morte celular (DO CARMO et al., 2018;
MOLONEY; COTTER, 2018). No entanto, em HepG2, os extratos reduziram o
estresse oxidativo induzido por H202, exercendo atividade antioxidante. Para as
células hibridas EA.hy, ambos os extratos protegeram contra os efeitos do peréxido,
reduzindo os niveis de ERO'’s, abaixo da linha de base e, em geral, também foi
observado um comportamento de baixa ou nenhuma toxicidade no teste de viabilidade
celular. A capacidade antioxidante da uva e da amora pode ser correlacionada com
todos os ensaios antioxidantes in vitro (FRAP, DPPH, TPC), em particular, a alta
capacidade de capturar radicais OH (uva = 258165+17568 mg AAE/100 g; amora =
164279+5856mg AAE/100g).
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Figura 13 — Resultados da medicao intracelular de ERO's em células A549 (A), HepG2 (B), HCT8 (C)
e E.A.hy (D) por espectrofluorometria. Tratamento otimizado e extrato liofilizado de sementes de uva
(Vitis labrusca cv. Bordeaux) e sementes de amora (Rubus fruticosus) a 10-100 pg/mL. Os dados
quantitativos sdo média + desvio padrdo. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05).
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Figura 14 - Viabilidade celular e avaliagdo do efeito da concentracdo-dependente, apos 48 horas de
exposi¢do ao extrato hidroalcodlico liofilizado em linhagens celulares A549, HCT8, HepG2 e Ea.hy. (A)
ICso: concentracéo do agente que inibe o crescimento celular em 50%; (B) Glso: concentracédo do agente
gue inibe o crescimento em 50%, em relacdo as células nao tratadas; (C) LCso: concentracédo do agente
gue resulta em uma perda liquida de 50% de células, em relagdo ao niumero no inicio do tratamento.
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2.4 CONCLUSAO

Uma otimizac&do simultanea foi aplicada, e uma combinacdo de 35,9 minutos
de extracao e relacdo massa-solvente de 1 g de semente desengordurada de uva para
61,28 mL de solvente extrator (etanol 60%) e 62,1 minutos de extragdo e relacao
massa-solvente de 1 g de semente desengordurada de amora para 64,1 mL de etanol
60% foram as combinacfes que apresentaram os melhores resultados. Os extratos
de semente de uva e amora ndo induziram a geracdo de ERO’s em células
cancerigenas A549 e HCT8, mas, sim, exibiram um efeito protetor contra a producao
de ERO’s, induzida por H202, ou seja, demonstraram atividade antioxidante e efeito
protetor sobre os eritrécitos, quando submetidos a condi¢des hipotdnicas, bem como
isotdnicas, além de ndo apresentarem comportamento hemolitico em relacdo a
concentracéo testada. Diante disso, ao observar os requisitos da Agenda 2030 e a
necessidade de formas sustentaveis de produzir ingredientes alimentares, nossos
resultados fornecem uma ampla avaliacao da bioatividade de extratos obtidos por um
processo simples e de baixo custo, utilizando solventes atoxicos, com potencial para

serem utilizados em aplica¢cdes tecnoldgicas.
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CONCLUSOES GERAIS

A investigacdo apresentada destinou-se a comparar os diferentes métodos de
extracao solido-liquido na composic¢do quimica e propriedades funcionais de 6leos de
semente de uva bordd (Vitis labrusca Bordeaux) e amora-preta (Rubus fruticosus L.),
assim como, estudar as sementes desengorduradas, ap0s extracdo, de ambas as
frutas. Com isso, foi possivel concluir que os extratos apolares de sementes, obtidos
pelos métodos estudados, apresentaram diferentes niveis de compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante, tanto para amora quanto para uva, e que seus materias
desengordurados apresentam propriedades benéficas a saude. Sendo assim, um
material considerado rejeito e que, muitas vezes, é descartado pela industria
alimenticia, a partir dos resultados ja citados anteriormente, podem ser utilizados ou

reintegrados na producao de alimentos saudaveis.
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PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Como foi possivel identificar, o material em estudo apresenta caracteristicas
gue contribuem para uma dieta saudavel, assim, seria de grande importancia o estudo
da sua aplicabilidade em alimentos ou produtos cosméticos, bem como sua aceitacéo

sensorial.
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APENDICE B - ENSAIOS TESTADOS DE FORMA ALEATORIA

Valores codificados Valores reais
Razao Razéo
Tempo Tempo
Massa/volume Massa/volume
(min) (min)

(x/s) (x/s)

-1 -1 40 1,40

-1 1 40 1,60

1 -1 60 1,40

1 1 60 1,60

-1.41 0 35.9 1,50

1.41 0 64.1 1,50
0 -1.41 50 1;35.9
0 141 50 1,64.1

0 0 50 1,50

0 0 50 1,50

0 0 50 1,50

APENDICE C - PARAMETROS DE ESPECTROMETRIA DE MASSA PARA
ANALISE DE CADA COMPOSTO FENOLICO

(continua)
Gas de cortina (CUR) 25V
Gas de coliséo (CAD) High
Tenséo lonSpray(IS) Modo negativo -4500 e modo positivo 5500
Temperatura (TEM) 400 °C
Gas de fonte de ions 1 (GS1) 55V
Gas de fonte de ions 2 (GS2) 55V
Temperatura forno coluna 40 °C
Volume de injecao 5uL
Fluxo 0,3 ml/min

0 min 98% A
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APENDICE C - PARAMETROS DE ESPECTROMETRIA DE MASSA PARA
ANALISE DE CADA COMPOSTO FENOLICO

(concluséo)

0a3min 80 % A
3a 10 min 10% A
10 a1l min 10% A
11a13 min 98 % A
Tempo de equilibrio 3 min
Fase moével A Agua 0,1% acido férmico
Fase movel B Acetonitrila 0,1% acido féormico

Zorbax Eclipse Plus Cig column (3.5 pm, 3.0 X
100 mm), Agilent Technologies, Inc. (Santa

Coluna Clara, USA)
LoQ ranged from 0.20 to 12.8 pg/L
Faixa de trabalho 25 a 1000 ug/L

1290 Infinity HPLC system from Agilent
Technologies Deutschland GmbH (Waldbronn,
HPLC Germany)

Qtrap 5500 hybrid triple quadrupole-linear ion
trap mass spectrometer from AB Sciex LLC

Massas (Framingham, USA)
Referéncia Seraglio, 2016
Agua ultrapura Resistividade minima 18,3 MQ cm
Acetonitrila UV/HPLC. éxodo cientifica Lote: 2108034375

Acido formico HoneyWell Lote #SZBG2510H



