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Resumo

A beterraba “Beta vulgaris L.” pertence & familia Chenopodiaceae, € um legume com elevada
atividade antioxidante, capacidade de prevencéo de doencas cardiovasculares, nomeadamente
no controlo da dislipidemia. Estas caracteristicas parecem encontrar-se diretamente
relacionadas com a elevada quantidade de compostos bioativos (CBs) presentes neste legume.
No entanto, apenas é normalmente consumida a raiz da beterraba, embora as suas folhas e talos
sejam ricos em CBs, estes sdo muitas vezes considerados residuos agricolas. O objetivo deste
estudo foi avaliar o potencial de valorizacdo das folhas e talos da beterraba. Neste sentido foram
guantificadas as atividades bioldgicas dos extratos aquosos de folhas de beterraba e talos,
identificados e quantificados alguns CBs presentes, nomeadamente compostos fendlicos (CFs),
e adicionalmente foi avaliada a capacidade da tecnologia de membrana no isolamento de CBs

presentes no extrato.

Neste trabalho foram preparados varios extratos aquosos de folhas de beterraba e talos:
Decoccao (Bdec), extracdo assistida pelo enzima pepsina (BDG), extracdo assistida pelo enzima
pancreatina (BDP) e extracdo assistida pelos enzimas pepsina e pancreatina (BDC), pretendeu-
se evitar 0 uso de solventes organicos e simular a ingestdo. Os extratos foram caracterizados
fazendo as quantificacBes de fendis totais (FT) (método Folin-Ciocalteu), proteinas (método
Bradford), hidratos de carbono (método Antrona), e analisadas as atividades bioldgicas, atividade
antioxidante (ensaio 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)) e a atividade inibidora da enzima
acetilcolinesterase (AChE). O extrato BDP apresentou os melhores resultados com uma
concentracao de fenois totais de 0.559 ug GAE/uL, em proteinas de 23.838 mg BSA/mL, em
hidratos de carbono 5.427 mg Glucose/mL de extrato, e com as concentracbes em FT de
3.8 yg GAE/mL e 20.8 yg GAE/mL revelaram 50 % da atividade antioxidante e atividade

inibitéria da AChE, respetivamente.

A metodologia aplicada para o estudo do isolamento dos CBs do extrato aquoso com extracao
assistida pelo enzima pancreatina (BDP) foi a tecnologia de membranas por Ultrafiltracdo (UF),
em modo de recirculagdo total. Nesta etapa, cinco membranas assimétricas de acetato de
celulose foram preparadas através do método de inversao de fase, com um intervalo de limite de
exclusdo molecular (MWCO) entre 3.8 kDa a 62 kDa. Os ensaios de permea¢édo com o extrato

de BDP foram realizados a trés pressées transmembranares (PTM) (1, 2 e 3 bar).

As amostras da alimentacdo e permeados do extrato de BDP das cinco membranas foram
caracterizados em termos de FT, proteinas e hidratos de carbono e foram avaliadas as atividades
bioldgicas, atividade antioxidante pelo método DPPH e atividade inibitéria da AChE. Verificou-se
gue os permeados das cinco membranas estudadas a PTM de 3 bar apresentaram maiores
qguantidades de FT recuperados. O permeado obtido da membrana com MWCO de 4.6 kDa a
pressao transmembranar de 3 bar foi 0 que apresentou atividades biolégicas mais elevadas,
obtendo-se 50% da atividade antioxidante e atividade inibitéria do enzima AChE para uma

concentracao de 1.8 ug GAE/mL e 25.9 ug GAE/mL de extrato, respetivamente. Na generalidade,
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verificou-se que todos os permeados do extrato BDP apresentam melhores atividades
antioxidantes que o extrato original.

Os coeficientes de rejeicao aparentes (f) para os FT, proteinas e hidratos de carbono foram
determinados para todas as membranas e as PTM de 1, 2 e 3 bar, verificou-se que estes
parametros diminuem com pressdo transmembranar. Os coeficientes de rejeicdo intrinseco (f’)
diminuem com o aumento do MWCO das membranas preparadas, enquanto o coeficiente de
transferéncia de massa (k) aumenta com a porosidade das membranas. Verificaram-se
fendmenos de polarizacdo de concentracdo/colmatacdo para as membranas com MWCO de
32 kDa e 62 kDa.

Os extratos preparados e os permeados do extrato BDP foram analisados por cromatografia
liquida de elevada performance com detetor de fotodiodos (HPLC-DAD) para se efetuar a
quantificacao de alguns CFs presentes: derivado do acido ferdlico, rutina, derivado da vitexina e
derivado da isovitexina. Denotou-se que apés o processo de UF, a concentracdo do derivado do
acido ferdlico foi maior nos permeados resultantes das membranas com MWCO de 3.8 kDa e
4.6 kDa e, o derivado da isovitexina apresentou maiores concentra¢cdes em todos os permeados,
com excecdo da membrana com MWCO de 3.8 kDa.

Recorreu-se a cromatografia liquida de fase reversa acoplada a espectrometria de massa (LC-
QTOF-MS) para identificacdo dos compostos presentes no extrato BDP (alimentacdo) e dos
permeados resultantes das cinco membranas estudas a PTM de 3 bar. Os compostos
identificados foram na maioria compostos fenélicos (CFs), tais como: o acido p-cumarico, o acido
ferdlico, rutina e derivados da vitexina (vitexina -2”-O-ramnoside, apigenina 6,8-glucosideo, a
schaftoside ou corymboside e a vitexina-6"-O-malonyl-2”-O-xyloside), também foram
identificados acidos orgéanicos, como o acido malico e acido citrico, aminoacidos (fenilalanina e

triptofano) e o pigmento betanina.

Ficou ainda demonstrada a seguranca na ingestdo do extrato BDP e dos seus permeados
resultantes das membranas com MWCO com 4.6 kDa e 62 kDa a PTM de 3 bar, uma vez que
foi verificado que estes ndo apresentam citotoxidade em células Hep-G2 do hepatocarcinoma do

figado humano.

Neste trabalho, verificou-se que o extrato aquoso e os permeados de folhas e talos da beterraba,
um residuo agricola de alto valor, apresentam potencial para a sua valorizacdo dada a sua
composicdo em compostos bioativos exibindo propriedades antioxidantes relevantes para a
saude. Com a aplicacdo da tecnologia de membranas foi possivel isolar os CBs presentes no
extrato BDP, permitindo obter um permeado que demonstrou elevada atividade antioxidante e
gue, dada a sua seguranca, demonstra potencial de aplicacdo para suplementar dietas ou

incorporacdo em produtos alimentares, tais como massas, sumos ou molhos.

Palavras chave: Beta vulgaris L., Extrato aquoso com extracdo assistida pelo enzima

pancreatina (BDP), Tecnologia de Membranas, Ultrafiltracéo.
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Abstract

The beet “Beta vulgaris L.”, of the Chenopodiaceae family, is a vegetable with high antioxidant
activity, proven to prevent cardiovascular diseases and control dyslipidaemia. These features
were seen to be directly related to the bioactive compounds (CBs) present in this vegetable.
However, only the root of beet is typically consumed, and although its leaves and stalks are rich
in bioactive compounds, they are often considered agricultural residues. The aim of this study is
to evaluate the levels of phenolic compounds (CFs) and antioxidant properties of the aqueous
extracts of beet leaves and stalks, and the ability of the membrane technology in isolating this

extract.

In this work, to avoid the use of organic solvent and to simulate the intake, several aqueous
extracts from beet leaves and stalks were obtained: Decoction (Bdec), aqueous extract with
enzymatic extraction with pepsin (BDG), aqueous extract with enzymatic extraction with
pancreatin (BDP) and aqueous extract with enzymatic extraction with pepsin and pancreatin
(BDC). The extracts were characterized by quantifying its total phenols (Folin-Ciocalteu method),
proteins (Bradford method), carbohydrates (Anthrone method), and the biological activities were
assayed, namely antioxidant activity (2,2-difenil-1-picrilhidrazil assay(DPPH)) and the inhibitory
activity of enzyme acetylcholinesterase (AChE). In the end the BDP extract has presented the
best results showing a 0.559 ug GAE/uL of total phenols, in proteins of 23.838 mg BSA/mL, in
carbohydrates of 5.427 mg Glucose/mL, and total phenols concentration to obtain 50 % of
antioxidant activity and inhibitory activity of enzyme AChE of 3.8 ug GAE/mL and 20.8 ug GAE/mL

of total phenols, respectively.

Additionally, a separation methodology was developed for the purification of bioactive compounds
from BDP extract using membrane technology by ultrafiltration in recirculation mode. In this stage,
five asymmetric cellulose acetate membranes were prepared through the phase inversion method
covering a wide range of Molecular Weight Cut-Offs (MWCO) between 3.8 kDa and 62 kDa. The
permeation experiments with the BDP extract were carried out at three transmembrane pressures
(PTM) (1, 2 and 3 bar).

The feed and permeate streams of the BDP extract from the five membranes were characterized
and biological activities assayed. It was also found that the permeate of the five membranes
obtained at the transmembrane pressure (PTM) of 3 bar presented a higher quantification of total
phenols. But the permeate obtained from the membrane with MWCO of 4,8 kDa and the PTM of
3 bar presents higher ability to recover bioactive compounds that the total phenols concentration
to obtain 50 % of antioxidant activity and inhibitory activity of enzyme AChE of 1.8 ug GAE/mL
and 25.9 pg GAE/mL of total phenols, respectively. The permeates of the BDP extract present

higher antioxidant activities than the original extract.

The apparent rejection coefficients (f) for FT, proteins and carbohydrates decrease with the
increase of the PTM, but the intrinsic rejection coefficients (f') decrease with the increase in

MWCO of the membranes, while the coefficient of mass transfer (k) increase with the porosity of
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membranes. There phenomena of fouling and concentration of polarization of membranes were
detected in the membrane with MWCO of 32 kDa and 62 kDa.

With high performance liquid chromatography with photodyte detector (HPLC-DAD) the following
CFs were quantified: derived from ferulic acid, rutin, vitexin derivative and isovitexin derivative. It
was observed that the concentration of ferulic acid derivative is higher in the permeates resulting
from membranes with MWCO of 3.8 kDa and 4.6 kDa and the derivative of isovitexin has higher
concentrations in all permeates, except for the membrane with MWCO of 3.8 kDa.

In addition, the liquid reverse phase chromatography coupled to mass spectrometry (LC-QTOF-
MS) was used to identify the compounds present in the BDP extract (feed) and the permeates
resulting from the five membranes at PTM of 3 bar. The compounds identified were mostly
phenolic compounds (CFs), such as: p-cumaric acid, ferulic acid, rutin and vitexin derivatives
(vitexin -2"-O-ramnoside, apigenin 6,8-glucoside, schaftoside or corymboside and vitexin-6"-O-
malonyl-2"-O-xyloside), it was also identified organic acids (malic acid and citric acid), amino

acids (phenylalanine and tryptophan) and pigment betaine.

The safety of ingestion of BDP extract and permeates resulting of the membranes with MWCO of
4.8 kDa and 62 kDa at PTM of 3 bar was also been demonstrated, as they do not present

cytotoxicity in Hep-G2 cells.

In this work, a high value agriculture residue, such as beet leaves and stalks, was seen to have
advantages to be incorporated in diet, displaying valuable health properties. When the aqueous
extract is processed using membrane technology, many active bioactive compounds can be
obtained. which ultimately can be used to supplement diets or incorporate food products, such as
pasta, juices or sauces.

Keywords: “Beta vulgaris L.”, AqQueous extract with enzymatic extraction with pancreatin (BDP),

membrane technology, ultrafiltration.
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Lista de abreviaturas

Abs Absorvéncia

ACh Acetilcolina

AChE Acetilcolinesterase

AChl lodeto de acetiltiocolina

BCC Extrato aquoso enzimatico do controlo de pepsina e pancreatina das folhas de
talos da beterraba

BCG Extrato aquoso enzimatico do controlo de pepsina das folhas de talos da
beterraba

BCP Extrato aquoso enziméatico do controlo de pancreatina das folhas de talos da
beterraba

BDC Extrato aquoso enzimatico com pepsina e pancreatina das folhas de talos da
beterraba

Bdec Decoccéo das folhas de talos da beterraba

BDG Extrato aquoso enzimatico com pepsina das folhas de talos da beterraba

BDP Extrato aquoso enzimatico com pancreatina das folhas de talos da beterraba

CBs Compostos bioativos

CFs Compostos fendlicos

DEX Dextrano

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

DTNB 5-5’—ditiobis(2-écido nitrobenzéico), do inglés 5,5-Dithiobis(2-nitrobenzoic
acid)

EAS Extracao Acelerada por Solvente

ECEP Extracdo assistida por Campo Elétrico Pulsado

ESC Extracdo Supercritica

EAE Extracdo Assistida por Enzimas

EXS Extrato Seco

f Coeficiente de rejeicdo aparente

f Coeficiente de rejei¢do intrinseco

FCR Reagente de Folin-Ciocalteu

FT Fendis Totais

GAE Equivalentes de &cido gélico, do inglés gallic acid equivalents

HPLC-DAD _Cror:natc_)grafia liquida de _ele_vada performance com dgtetor de fotodiodos, do
inglés high performance liquid chromatography with diode array detector

IC50 Concentragdo de amostra que representa 50% da atividade

Jp Fluxo volumétrico

k Coeficiente de transferéncia de massa

kA%_ZQTOF_ Cromatografia liquida acoplada com espetrometria de massa QTOF

Lp Permeabilidade Hidraulica

MAE Extragéo Assistida por Micro-Ondas

MF Microfiltracao

MWCO Limite de Exclusao Molecular

NF Nanofiltracé@o

Ol Osmose Inversa

OMS Organizacao Mundial de Saude

PAL Enzima fenilalanina amoniaco liase
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PCA Analise dos principais componentes

PEG Polietilenoglicol

ROS Espécies Reativas de Oxigénio

SC Controlo da solucdo de pepsina e pancreatina
SG Controlo da solu¢gdo com pepsina

SOD Enzimas Superéxido Dismutases

SP Controlo de solucdo de pancreatina

PTM Presséo transmembranar

TRIS Tris(hidroximetil)aminometano, do inglés Tris(hydroxymethyl)aminomethane
UAE Extracdo Assistida por Ultrasons

UF Ultrafiltracdo

UV-Vis Espetroscopia de ultravioleta-visivel
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1.1. Enquadramento

A prevencdo e o tratamento de doencas crénicas, nomeadamente doencas cardiovasculares
(DCV) e cancro, séo o maior desafio para o sistema de salide moderno. Segundo a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) aproximadamente 31 % dos 6bitos a nivel mundial, em 2016, foram
causadas por DCV (1). Portanto, o impacto econdmico e social deste tipo de doencas é enorme
e com tendéncia a aumentar ao longo dos anos devido ao envelhecimento das populacdes. Por
esta razao é necessario o desenvolvimento de medidas preventivas. Um dos fatores de risco
mais preponderante para este tipo de patologias € uma dieta alimentar pobre em vegetais e
frutas, com consumo excessivo de proteina animal, que em suma resulta numa dieta pouco

saudavel (1-3).

Como consequéncia de uma dieta alimentar desequilibrada, associada a um estilo de vida
sedentdrio tem-se verificado um aumento da obesidade dentro na populagdo mundial (4), e um
aumento da patologia hiperlipidemia, a forma mais comum de dislipidemia, esta consiste no
aumento nos niveis lipidicos no sangue, nomeadamente colesterol e triglicéridos. Este conjunto

de fatores de risco contribuem para o desenvolvimento das DCV (3).

De acordo com Hertog et al.(5,6), Knekt et al. (7) e da revisdo bibliografica de Kiristi et al. (8)
constatou-se uma relacéo epidemiolégica entre o consumo de vegetais e frutas com a diminui¢ao
da incidéncia de doencas cronicas associadas com o envelhecimento celular, como cancro (8)
ou DCV (5-7). Para além de nutrientes, vitaminas e minerais, as frutas e vegetais possuem uma
elevada quantidade e diversidade de compostos bioativos (CBs). Destes CBs destacam-se 0s
compostos fendlicos ou carotenoides (9,10), os quais sao frequentemente apontados como

agentes promotores de saude, pois apresentam atividade antioxidante e anti-inflamatéria (10,11).

Nos ultimos anos, a raiz da beterraba (Beta vulgaris L.) pertencente a familia Chenopodiaceae
(12), também conhecido como beterraba vermelha, tem sido considerada com um alimento
funcional. A suplementacdo de uma dieta alimentar com extratos de beterraba demonstrou
apresentar efeitos positivos em diferentes aspetos da salde e na doenca, podendo, apresentar-
se como um produto econdmico, pratico e importante para incorporar numa dieta alimentar

saudavel (13).

A beterraba é um vegetal com uma producdo agricola com uma producdo mundial de
2.7x10* ton/ano em 2014 (14). No entanto, apenas a raiz da beterraba € considerada produto
de interesse para o consumo alimentar, sendo os talos e folhas considerados sub-produtos e
tratados como um residuo agricola. A raiz da beterraba é rica em hidratos de carbono, fibras,
proteinas e minerais, fornecendo CBs importantes como compostos fendlicos (CFs),
carotenoides e betalainas. Os talos e as folhas da beterraba também apresentam elevados niveis
em CBs (15). Desta forma, e no &mbito desta dissertacéo foi proposta a analise de extratos dos
talos e folhas de beterraba e o seu potencial de consumo com base na identificacdo dos seus
CBs. Para além de contribuir para uma dieta saudavel, servindo de estratégia para melhorar as

defesas antioxidantes enddgenas, ajudando a proteger os componentes celulares contra danos
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oxidativos e aumentando o valor nutricional da dieta alimentar (16), a utilizagcao deste residuo
agricola permitird também reduzir o desperdicio alimentar, potenciando a sustentabilidade da
producdo da beterraba (4). O objetivo principal deste trabalho foi utilizar uma fonte econdémica
de matéria-prima, com aplicacdo da tecnologia de membranas para a recuperacgéo destes CBs
de elevado valor e avaliar o potencial da sua reciclagem dentro da cadeia alimentar, por exemplo

como aditivos funcionais em diferentes produtos (17).

Apesar dos métodos de extracdo habituais dos compostos bioativos (CBs) presentes nos
vegetais e frutas, recorrendo a solventes organicos apresentarem bons resultados, mas com
alguns inconvenientes, tais como: exigéncia de uma elevada quantidade de solventes organicos,
extracBes com duracao prolongada, a escolha dos solventes limitada devida a preservacéo da
qualidade dos alimentos e possivel degradacdo dos CBs (18). Mas, a crescente poluicao
ambiental devido ao uso exponencial de solventes organicos volateis e prejudiciais, pelas
industrias quimicas, impulsionou a utilizagéo de solventes alternativos verdes. A ideia de solvente
verde consiste em reduzir o impacto ambiental resultante da sua utilizacdo em processos
industriais. Neste sentido, a agua pode ser considerada como um solvente verde, uma vez que

€ nao-toxico para a saude e para o ambiente, além disso, € um solvente seguro e pouco

dispendioso (19).

Para efetuar a separacdo e purificacdo dos CBs presentes nos extratos aquosos das folhas e
talos da beterraba, foi utilizada uma tecnologia “verde”, como a tecnologia de separacdo por
membranas num processo de ultrafiltracdo (UF). Entre as vantagens do uso de UF encontra-se
a possibilidade de eliminacdo da etapa de clarificacdo convencional, ndo requer o uso de calor,
ndo ocorre mudanca de fase ou pH e evita 0 uso de solventes organicos. Permitindo preservar
as propriedades organoléticas e nutricionais dos extratos, importantes para a qualidade final do
produto permeado, que se pretende enriquecido em CBs e que demonstrem maior potencial
como compostos promotores de salude. Além disso, os processos de separac¢do por membranas
sdo sistemas compactos e de facil dimensionamento, com a possibilidade de uso em sistemas

continuos e podem ser combinados com outros processos de separacgéo (20,21).

A originalidade deste trabalho foi o isolamento de CBs presentes em extratos aquosos de talos
e folhas de beterraba, utilizando a tecnologia de membranas com um processo de UF. Foi
possivel desenvolver inicialmente um extrato contendo CBs que apresentou uma pegada
ecoldgica baixa, dado que foi utilizado como matéria-prima um sub-produto agricola. A obtencéo
e o isolamento dos CBs presentes no extrato foi efetuada com recurso a um solvente “verde”
(dagua). A metodologia de isolamento dos compostos de interesse apresenta-se como pouco
dispendiosa, dispensando solventes organicos e sem necessidade de temperaturas elevadas, o
gue permitiu preservar a estabilidade e atividade biolégica dos CBs recuperados e minimizar o

consumo energeético.
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1.2. Compostos bioativos (CBs) presentes nas plantas

Segundo Guaadaoui el al. (22), os compostos bioativos (CBs) apresentam a capacidade de
interagir com um ou mais componentes de um tecido vivo, desempenhando uma variedade de
efeitos possiveis. Os CBs provenientes de plantas, sdo moléculas produzidas por diversas
espécies vegetais que apresentam atividade farmacolégica ou téxica para o homem ou os

animais (23).

As plantas sintetizam uma vasta gama de compostos organicos que sdo tradicionalmente
classificados como metabolitos primarios e secundarios. Os metabolitos primarios séo
compostos que desempenham papéis essenciais associados a fotossintese, respiracdo e
crescimento celular. Estes incluem: fitoesterois, lipidos, nucleétidos, aminoacidos e acidos
organicos. Os metabolitos secundarios sdo estruturalmente diversos e parecem desempenhar
um papel importante na protecdo de plantas contra herbivoros e infegGes microbianas, ou como
compostos que sao atrativos para agentes biodticos promovendo a polinizacdo ou na disperséo
de sementes, protetores de radiacdo ultravioleta (UV) ou em moléculas sinalizadoras na

formacédo de nédulos radiculares fixadores de azoto em leguminosas (24).

Os metabolitos secundarios podem ser subdivididos em trés principais classes: terpendides,
compostos fendlicos (CFs) e compostos que contém azoto ou enxofre (25-28). Os terpendides
sdo compostos que integram uma diversificada classe de substancias como os esteréides,
carotendides e acido giberélico (29). Esta classe é composta por mais de 23 000 estruturas
conhecidas, apresentando-se como 0 maior grupo de compostos ativos nas plantas e frutas (26).
Os CFs sao também amplamente sintetizados no reino vegetal e apresentam como principal
funcéo a defesa contra pragas e doencas (30). Os CBs que contém enxofre proporcionam as
plantas uma variedade de defesas quimicas. Na subclasse de metabolitos secundarios de
plantas que contém azoto na sua composi¢do guimica encontram-se os alcal6ides, glicosideos
cianogénicos, aminoacidos ndo protéicos e as betalainas, estes compostos também apresentam
um elevado interesse devido as propriedades medicinais e beneficios para a satde que Ihes sédo
atribuidos (28).

Os metabolitos secundarios também podem ser utilizados a nivel industrial como corantes, fibras,
colas, agentes aromatizantes ou farmacos, e sao vistos como potenciais fontes de novas drogas

naturais, antibiéticos, inseticidas e herbicidas (24).

1.2.1. Compostos fendlicos (CFs)

Os CFs sdo uma das principais classes de metabolitos secundarios das plantas com
aproximadamente 10 000 estruturas identificadas (25). Apesar da sua ubiquidade, estes podem
funcionar como biomarcadores para a determinagdo botanica e geografica da origem das
plantas. Estes compostos podem variar mediante a espécie, a natureza, quantidade e
distribuicdo, e dependem essencialmente de dois tipos de fatores: os fatores bioldgicos e os

fatores abidticos. Os fatores bioldgicos incluem a espécie botanica, o gendtipo, as diferentes
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partes morfoldgicas da planta, bem como o seu estadio de desenvolvimento, enquanto os fatores
abioticos incluem o estado nutricional do solo, incidéncia solar, temperatura, pH do solo,
disponibilidade da &gua, entre outros (31,32).

Os CFs sao sintetizados pelas plantas através das vias pentose-fosfato, chiquimato e
fenilpropandide (Figura 1.1). Estes podem ser definidos quimicamente como substancias que
possuem um anel aromatico com um ou mais grupos hidréxilo, incluindo os seus derivados
funcionais (18,33,34).
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Figura 1.1. Vias biossintéticas da formagdo de CFs em plantas, adaptado de (35).

A natureza quimica dos CFs pode variar de uma estrutura simples (agliconas) a polimerizada
(36). A maioria dos CFs nas plantas encontra-se como glicosideos com diferentes unidades de
oses que podem estar ou ndo acilados em diferentes posi¢cdes da sua estrutura (37), mas
também pode encontrar-se ligada a proteinas ou outras substancias vegetais (36). Além disso,
uma Unica planta pode conter varios CFs cujas concentragdes, estabilidade e atividade biologica
variam. Devido a esta vasta diversidade estrutural, muitos CFs ainda n&do foram identificados e

caraterizados, consequentemente, 0 mecanismo de a¢ao ndo estd bem estabelecido (38).

Os CFs estao amplamente disponiveis nas fontes alimentares derivadas de plantas consumidas
pelos humanos diariamente, como frutas, legumes, cereais, ch4, vinho, etc. (37,39). Séo
responsaveis pelas principais propriedades organoléticas, como cor e sabor em alimentos e
bebidas derivadas de plantas (40). A sua presenca em tecidos animais é geralmente devido a

ingestédo de produtos de origem vegetal (33).
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Os CFs sao dos grupos mais numerosos e abundantemente distribuidos de produtos naturais no
reino vegetal. Mais de 10 000 estruturas fendlicas séo conhecidas atualmente, e de entre estas,
mais de 6 000 flavondides ja foram identificados (25). Este grupo de produtos naturais é

altamente diversificado e contém vérios subgrupos de CFs (37).

A diversidade e vasta distribuicdo dos CFs em plantas levaram a diferentes formas de classificar
esses compostos naturais, podendo ser classificados por origem, fungéo bioldgica e/ou estrutura
qguimica. Para simplificar a descricdo, a classificacdo dos CFs neste enquadramento tedrico sera
feita de acordo com as estruturas quimicas dos agliconas (37). Os CFs podem ser divididos em

diversas classes, como descrito na Figura 1.2.

Acidos hidroxibenzoicos
Fenodis Simples Acidos hidroxicinamicos
Antocianinas
Catequinas
Compostos Flavonoides Flavandis
Fenodlicos
Flavononas
Flavonas
Taninos
Polifendis Isoflavonas
Lignanos
Outros
compostos
fendlicos Estilbenos
Figura 1.2. Classes dos CFs presentes em plantas, adaptado de (41).
1.2.1.1. Acidos Fendlicos Acidos Hidroxibenzoico
Ri
Os acidos fendlicos podem ser classificados segundo dois o
subgrupos, os &cidos hidroxibenzéicos e os &cidos R, \
hidroxicinAmicos, representando aproximadamente um terco on
. . . . R
dos CFs ingeridos na dieta alimentar (43). ’
Ry =Rz = OH, R; = H: Acido protocatécuico
Ry=Ry=H, Ry=OH 5C|do'p - hidroxibenzoico
Os 4cidos hidroxibenzoéicos Ry=Ra=Ry= OH - Aaido galico

Acidos Hidroxicinamico . o 2:2%?:302?;; CQ'LRSZ kﬁﬁ::;ﬂ:o
R, ttm a estutura quimica de

= Figura 1.3. Estrutura quimica
C6-C1, sédo exemplos desta g g

dos principais acidos
R 2 ci Ali hidroxibenzoi daptad
2 N\ classe: o &cido gélico, p- ldroxibenzoicos,  adaptado
) ) ) ) (36,42).
o oH hidroxibenzdico, o &cido
3
R =Ry = H, Ry = OH. Acido cumirico protocatéquico,o acido vanilico e o &cido siringico (18) como
R;=R; = OH, R, = H: Acido ca_fé?co -
IR =00kt Ra =OW Addo snapts apresentados na Figura 1.3.
Figura 1.4. Estrutura quimica . . . ) B
dos principais 4cidos Enquanto os &acidos hidroxicindmicos (Figura 1.4) séo
?é%r%u)cmamucos, adaptado de ., 565105 aromaticos com uma cadeia lateral de trés carbono
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(C6-C3), os compostos mais abundantes deste grupo sao os seguintes: o acido cafeico, o acido

ferdlico, o &cido p-cumarico, e o acido sinapico (18).

Os &cidos fendlicos tém demonstrado potencial no papel protetor contra doengas oxidativas,
como DCV e cancro. Também tem sido investigado a inter-relagao do vinho com a capacidade
antioxidante e vasodilatadora com os derivados do acido hidroxibenzoico e do acido

hidroxicindmico (18,44).

O acido cafeico é conhecido por bloquear seletivamente a biossintese de leucotrienos,
componentes envolvidos em imuno-regulacdo, reacfes alérgicas e doencas como a asma
(18,45). O acido cafeico e alguns dos seus ésteres podem possuir atividade antitumoral contra o
carcinoma do célon (18,45) e atuam como inibidores seletivos do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (18,46). Também foi demonstrado que o &cido cafeico e ferdlico apresentam a

capacidade de desintoxicar metabolitos carcinogénicos

o‘}:\ /OH
de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (18,47). HQ Acido clorogénico [
‘,7,”_“\ HO\
O &cido clorogénico, é um éster do acido cafeico e do wo—{ Y [/ \J\
acido (L)-quinico, apresenta a capacidade de inibir a o N oy
peroxidacao lipidica no figado de rato induzido pelo OH

tetracloreto de carbono, um potente carcindbgeno  Figura 1.5. Estrutura quimica do acido
. . clorogénico (49).
hepético (Figura 1.5) (18,48). g (49)

Alguns estudos demonstraram que a ingestédo do 4cido o-cumérico com o flavondide rutina pode
ser benéfica para a diminuicdo da gordura induzida por dislipidemia, hepatosteatose e no stress

oxidativo em ratos (18,50).
1.2.1.2. Flavonoides

Na sua generalidade, os flavonoides apresentam propriedades antioxidantes, antimicrobianas,
antinflamatérias, na prevencdo de cancro e de DCV e promovendo a ativacdo do sistema
imunitario, tornando-os uma classe importantes dos CFs na prevencao e tratamento de multiplas
doencas (18,51).

Os flavonoides sdo moléculas de baixo peso molecular (100 a 700 g/mol (52)) constituidos em
quinze atomos de carbono, organizados numa configuracdo de C6-C3-C6. S&o compostos
triciclicos possuindo dois anéis aroméaticos (anéis A e B), ligados por uma cadeia alifatica de 3
carbonos, a qual normalmente encontra-se condensada na forma de um pirano, o anel C (Figura
1.6) (18,53). As substituicdes nos anéis A, B e C dao

origem a diferentes compostos de flavonoides e : O, ,—

essas substituicdes podem incluir oxigenacéo, c\_ 1. &
alquilacéo, glicosilagdo, acilagéo e sulfatacéo. Ty

=
™

Figura 1.6. Estrutura base dos

A presenca de oses é muito comum na maioria dos flavonoides, retirado de (37).

flavonoides,  ocorrendo  naturalmente = como
glicosideos. A presenca de oses e dos grupos hidroxilo aumentam a solubilidade em solugdes

aquosas dos flavonoides, outros substituintes, tais como grupos metilo e grupos isopentilo,
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tornam os flavonoides lipofilicos (24). As variagdes nos padrdes de substituicdo para o anel C
resultam nas principais classes de flavonoides, ou seja, flavondis, flavonas, flavanonas,
catequinas (3-flavandis), isoflavonas e antocianidinas

(18,54). Flavonoéis R,

a) Flavondéis r/ N
A

Os flavondis possuem um grupo hidroxilo na posi¢éo 3 do R N N
anel C (Figura 1.7), sendo a quercetina, miricetina e o T L H

| Ji
-
o}

= OH, R, = Ry = H. Kaempferol
R; = OH, Ry = H: Quercetina
Ry = Ry = OH: Miricetina

Considerado o flavonol dietético mais abundante, a  Figura 1.7. Estrutura quimica dos
) ) o principais flavondis, adaptado de
quercetina, € um potente antioxidante porque apresenta  (42).

N P
kaempferol os principais flavonéis da dieta humana (53), 1/
H

encontram-se em todos os frutos e legumes (séo

R,
exemplos a maca, amoras, brécolos e alface) (30). Ry

caracteristicas estruturais para a atividade de eliminacao

de radicais livres (55).

Flavonas | R
Y
r’ il b) Flavonas
N
HO__ A /o_ e \;._,,'—’ “ -
\[ ’\I \H As flavonas tém uma relacéo estrutural semelhante aos
N ﬂ flavonois (Figura 1.8) caracterizando-se pela presenca no
lr 0 anel C com uma ligacédo dupla entre as posicdes 2 e 3, e
Ry = H, Ry = OH' Apigenina
Fo= Ry Ot Lataol 0 grupo carbonilo na posicdo 4 (56). Existem inUmeras

Figura 1.8. Estrutura quimica dos
principais flavonas, adaptado de

(42). incluindo hidroxilagdo, metilagéo, alquilagdo de O e C e

substituicdes possiveis com estes CFs, as flavonas,

glicosilagdo sendo que a maioria formam estruturas do tipo 7-O-glicosideos (24). Em frutas e
legumes, os flavonas sdo muito menos comuns do que os flavondis. As flavonas que se associam

como glicosideos séo a luteolina, apigenina e a tangeritina (30).
c) lIsoflavonas

As isoflavonas apresentam um grupo carbonilo na Isoflavonas
posicdo 4 e o anel aromético B encontra-se ligado a HO o
restante molécula pelo carbono da posicdo 3,

existindo ainda uma dupla ligacdo no anel central

entre os carbonos 2 e 3 (Figura 1.9). Estes CFs Ry 0

CH
apresentam uma estrutura semelhante a dos R, = H: Daidzein

R; = OH: Genisteina

estrogénios podendo desta forma ligar-se aos
Figura 1.9. Estrutura quimica dos

recetores e funcionar como fitoestrogénios, podem  yincipais isoflavonas, adaptado de (42).
encontrar-se quase exclusivamente em

leguminosas, como o caso da soja (18,24)
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d)Flavanonas

Flavanonas R
2

As flavanonas distinguem-se pela presenca de um
o o grupo carbonilo na posicdo 4 do anel pirano e pela
auséncia da dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3

(Figura 1.10), sdo encontradas essencialmente nos

H

frutos citricos (24,53). Os flavanonas mais comuns

Ry = H, Ry = OH: Naringenina
Ry = Rz = OH: Eriodictiol

Ry= OH, Ry = OCHy: Hesperelina s80 as seguintes:, hesperetina, naringenina,
_ o eriodictiol, homoeriodictiol, etc (30).

Figura 1.10. Estrutura quimica dos
principais flavanonas, adaptado de (42).

e) Antocianidinas

As antocianidinas sdo a maior classe de pigmentos solUveis em solucées aguosas no reino
vegetal e sdo responsaveis pela maioria das cores vermelhas, azuis e roxas encontradas em
frutas, legumes, flores e outros tecidos vegetais. Tratam-se de CFs que pertencem a classe dos
flavonoides, que se encontram geralmente sob a forma Ry

de glicosideos, sendo estes denominados como Anteclanidinas : .
antocianinas. As antocianidinas mais comuns s&o Ho_ o
pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, \ I

S oH

petunidina e malvidina (Figura 1.11). Estes flavonoides

OH

Ry = H Pelargonidina
1= OH. Ry = W Claniina

podem encontrarem-se ligados a  &cidos

pF
1= OCH;, Ry= OH: Petunidina
R; = OCHy Mahidina

Figura 1.11. Estrutura quimica dos
principais antocianidinas, adaptado de
consideradas como um componente importante na  (42).

DIID

hidroxicindmicos e &cidos orgéanicos, como os acidos

malico e acético (24). As antocianinas sdo

nutricdo humana (18,57), sendo este facto apoiado por

inUmeros estudos que relataram uma correlagéo positiva de contedido de pigmento de frutas ou
vegetais e capacidades antioxidantes (18,58,59). Os extratos de frutas vermelhas que sao ricos
em antocianinas sdo usados na medicina popular e tém demonstrado alguns efeitos terapéuticos
positivos como agentes anti-inflamatdérios e no tratamento de véarias doencas, incluindo a doenca
de microcirculacao resultante da fragilidade capilar e a na prevencao da aterosclerose induzida
pelo colesterol (18,60). Como corante, as antocianinas sdo consideradas um substituto potencial
para corantes alimentares sintéticos (18).

f) Catequinas (3-Flavanois)

As catequinas, também denominadas por 3-flavandis, diferenciam-se pela presenca de um anel
C sem grupo carbonilo na posi¢éo 4 e sem dupla ligacéo entre 2 e 3, possuindo ainda um grupo
hidroxilo no carbono 3 (Figura 1.12). Encontram-se essencialmente em bebidas, caso do cha

verde e do vinho tinto, mas também em frutos como o damasco e o péssego (53).
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HO o N
We W - Ry

NS ~OH
Ry = Ry = OH, Ry = H. Catequinas

Ry = R; = Ry = OH Galocatequinas

Figura 1.12. Estrutura quimica das
principais catequinas, adaptado de (42).

As catequinas sdo das subclasses mais complexas
de flavonoides, desde os mondémeros simples (+)-
catequina e seu isomero (-)-catequina, até as
proantocianidinas oligoméricas e poliméricas,
também conhecidas como taninos condensados. Ao
contrario das flavonas, flavondis, isoflavonas e
antocianidinas, que sdo moléculas planas, enquanto
as catequinas, taninos condensados e flavanonas,

ttm um elemento C3 saturado no anel C

heterociclico e séo, portanto, ndo planares. Os dois centros quirais em C2 e C3 das catequinas

produzem quatro isémeros para cada nivel de hidroxilagdo do anel B, dois dos quais, (+)-

catequina e (-)-epicatequina, s&o comuns na hatureza, enquanto (-)-catequina e (+)-epicatequina

séo relativamente raros (24).

1.2.1.3. OQutros compostos fendélicos (CFs)

a) Lignano

a)

Figura 1.13. Estrutura quimica de uma unidade de fenilpropano (a) e do secoisofariciesinol (b), adaptado

de (42).

A estrutura quimica dos compostos que

pertencem a classe lignano possuem duas unidades

fenilpropano (Figura 1.13, a)) ligadas por uma ligacdo C-C entre os atomos centrais das

respectivas cadeias laterais e sdo compostos de menores dimensdes. Os lignanos sdo um grupo

de CFs relativamente simples (Figura 1.13 b)). Os lignanos encontram-se numa ampla variedade

de alimentos vegetais, principalmente sementes de 6éleo, grdos de cereais, legumes, frutas e

leguminosas (18).

b) Estilbenos

Os estilbenos normalmente encontram-
se em baixas quantidades na dieta
humana, e o CFs mais comum desta
classe é o resveratrol (30). Os membros
da familia dos estilbenos que possuem a
estrutura C6-C2-C6 (Figura 1.14), como
os flavonoides (24,42).

HO Estilbenos

(O ax

HO
Resveratrol

Figura 1.14. Estrutura quimica do resveratrol
(estilbeno), adaptado de (42)
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1.2.1.4. Taninos

Os taninos s&o compostos de peso molecular

Taninos condensados OH
relativamente elevados (até 20 000 g/mol (61)), e
constituem o terceiro grupo mais importante dos CFs,

podendo ser subdivididos em taninos hidrolisaveis e

taninos condensados. Os taninos hidrolisaveis sao
ésteres de acido galico ou acido elagico glicosilados

(galotaninos e elagiotaninos, respetivamente),

OH

enguanto os taninos condensados sdo polimeros de

mondémeros de 3-flavanodis (ex. catequinas) (Figura

1.15) (18,30,42). Ainda existe uma terceira subdiviséo,
os floro-taninos sé&o monémeros de floroglucinol e  Figyra 1.15. Estrutura quimica dos
foram isolados de diversos géneros de algas !aninoscondensado, adaptado de (33).

vermelhas (18). Os taninos sdo CFs, que se ligam a proteinas e a compostos basicos, como
alcaldides ou ides metalicos pesados, verifica-se que quando em solucdo sao insollveis e

precipitam facilmente (18,30,42).

1.2.2. Betalainas

As betalainas sdo uma classe de pigmentos sollveis em agua que contém azoto na sua
composicdo quimica, que substituem os flavonoides antocianidinas em todas as familias de
plantas da Ordem Caryophyllales (15 familias e 8600 espécies), exceto nas familias
Caryophyllaceae e Molluginaceae. Sao exemplos de plantas pigmentadas por betalainas o
amaranto (Amaranthus spp.) e a beterraba (Beta vulgaris L.) (63,64).

Estes compostos acumulam-se principalmente nas flores, frutos e tecidos vegetativos, onde
desempenham importantes papéis fisiol6gicos, como protecdo contra contaminac¢éo bacteriana
e radiacdo UV, como vetores de atracdo no processo de polinizacdo e dispersédo de sementes.
As principais fontes comestiveis conhecidas de betalainas sdo a beterraba vermelha, acelga,

graos ou folhas de amaranto, pitaya (fruto do dragéo), entre outras (63).

Estes compostos sdo derivados do aminacido tirosina e
sintetisados na correspondente via de biossintese. As
betalainas naturais conhecidas possuem um sistema
conjugado 1,7-diazaeptametinico como croméforo, que
inicia a sua biossintese a partir do acido betalamico, um
aldeido a,B-insaturado instavel (Figura 1.16). Os derivados

oo de betalainas podem ser classificados, dependendo dos

Asido hatelleios grupos funcionais ligados a estrutura principal, como
Figura 1.16. Estrutura quimica do betaxantinas (cor amarelo-laranja, Amax a 480 nm) e

?6050 betalamico, adaptado de  petacianinas (cor vermelho-violeta, Amax @ 540 nm) (Figura
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1.17) (62,64). Sdo exemplos da classe betaxantinas, a vulgaxantina | e Il e da classe
betacianinas, a betanina e a isobetanina (62).

Betaxantinas
Rqe R H e derivados de amidas

Betacianinas
Rje R H e derivados do grupo
glicosil

Figura 1.17. Estrutura geral das betaxantinas e das betacianinas (62).

Como outros fitoquimicos (antocianinas, carotenodides e clorofilas), as betalainas séo utilizadas
como substancias corantes no processamento de alimentos acidos, devido a sua estabilidade de
pH 3 a 7. As betalainas, sdo utilizadas na preparacfes de frutas, produtos lacteos, gelados,
pastelaria, sopas, molhos e bebidas, e também no ajuste ou correcdo da coloracdo ou
descoloracdo de alimentos durante o processamento ou armazenamento (63). Tem-se verificado
um aumento do interesse nestes CBs devido as suas propriedades relacionadas com a saude,
pois sdo referidos como possuindo propriedades antiradicais e exibirem elevada atividade

antioxidante, anti-inflamatdria, de inibicdo da peroxidacao lipidica e antimicrobiana (63,65).
1.3. Propriedades biolégicas dos compostos bioativos (CBs)

1.3.1. Potencial antioxidante

Os radicais livres do oxigénio e outras espécies reativas do oxigénio (ROS) desempenham varias
funcbes fisioldgicas e séo parte integrante no sistema imunitario nos organismos aerébios contra
microrganismos invasores. S&ao produzidas durante o metabolismo celular aerébico e
apresentam um papel importante na manutencéo do estado celular redox (66). No entanto,
também sdo agentes com potencial de provocar stress oxidativo provocando danos celulares,
isto ocorre quando o balanco entre os ROS e as defesas antioxidantes celulares se encontra
desequilibrado (66—68). Este fato parece contribuir para o desenvolvimento e progressao de
algumas patologias, em particular DCV (69), doengas oncolégicas (70) e doencas
neurodegenerativas, como Parkinson, Alzheimer ou artrite reumatéide (71).

As ROS sdo moléculas que contém oxigénio e reagem espontaneamente com outras moléculas
de uma forma répida, ou seja, um processo redox que envolve a transferéncia de eletrdes ou
atomos de hidrogénio para essas moléculas oxidando-as. Dentro das espécies normalmente
denominadas como ROS podem-se encontrar as seguintes: radicais de superdxido (O2" ),
peréxido de hidrogénio (H202), radicais hidréxilo (HO®) radical 6xido nitrilo (NO) e os radicais
peroxilo e alcéxilo (ROO® e RO"). A toxicidade das ROS esta associada com a sua elevada

reatividade com componentes celulares como as proteinas, o DNA e lipidos, dando origem a
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fragmentacdo de proteinas, peroxidagdo lipidica, processos de mutagénese e carcinogénese
(66,72,73).

As fontes enddégenas de ROS in vivo variam desde processos fotoquimicos, autoxidagdo e
reacOes enzimaticas, nomeadamente podem resultar como um subproduto do metabolismo na
mitocdndria, citocromo P-450 ou NADPH oxidase, entre outros. Enquanto a formagdo exégena
de ROS é normalmente associada ao tabagismo, exposi¢ao a solventes organicos e a radiacédo
ionizante como a radiagdo UV, raios X e raios y. Estes tipos de radiacdo tém um elevado potencial
de formar radicais por um mecanismo quantico de absor¢éo de energia em moléculas o que leva
a quebra de ligacdes, originando os respetivos radicais e a propagacédo dos radicais livres (72—
74).

O sistema de defesa antioxidante celular, normalmente encontrado na maioria dos organismos,
€ composto por enzimas antioxidantes (por exemplo, superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx)), outras moléculas (por exemplo, acido lipéico, glutationo,
L-arginina e coenzima Q10) e proteinas metalicas, sendo estas moléculas os antioxidantes
endogenos. Mas por outro lado, existem varias moléculas antioxidantes exégenas de origem
animal ou vegetal, que sdo adquiridas pela dieta alimentar ou por suplementacao nutricional, por

exemplo CBs, como CFs, betalainas, vitaminas ou carotenoides (67,72,74).

Recentemente, os CFs tém demonstrado atividades antioxidantes elevadas in vitro, alguns
demonstrando melhores resultados que a vitamina C e o0s carotenoides. Verificou-se
adicionalmente uma relacéo inversa entre o consumo de frutas e vegetais e o risco de doencas
associadas ao stress oxidativo, o0 que é frequentemente associado aos CBs presentes nesses
alimentos (72). Tem sido proposto que as propriedades antioxidantes dos CFs podem apresentar
influéncia nos seguintes mecanismos: (1) eliminar espécies radicais como ROS; (2) suprimindo
a formacdo de ROS por inibicdo de alguns enzimas ou quelantes de metais envolvidos na
producdo de radicais livres; (3) regulando ou protegendo os processos de formagéo de oxidantes
(72,75).

Os CFs possuem uma estrutura quimica ideal para a eliminagéo de radicais livres, uma vez que
possuem grupos hidroxilo com a capacidade de doar um atomo de hidrogénio ou um eletrdo a
um radical livre, e um anel aromético com capacidade de deslocalizar e estabilizar por

ressonancia um eletrdo ndo emparelhado (74,75).

Os CFs podem atuar eliminando radicais livres, interferindo com a oxidacao de lipidos e outras
moléculas por doacgéo rapida de um atomo de hidrogénio para estabilizacdo dos radicais (R-)
(74,75).

R+ FOH - RH + FO

Os intermediérios de radicais fendxi (FO) séo relativamente estaveis devido a ressonancia, por
consequéncia, uma nova cadeia de reacdo nao é facilmente iniciada. Além disso, os
intermediarios de radicais fendxi também atuam como terminadores na fase de propagacao

reagindo com outros radicais livres (74,75).

Marcia Patricia de Melo Rodrigues

14



Extratos aquosos de folhas de talos de Beta vulgaris L. — Isolamento de compostos bioativos utilizando a tecnologia
de membranas

FO+R - FOR

Por sua vez, as betalainas sdo CBs que também demonstraram elevada atividade antioxidante,
e em alguns casos superior a alguns CFs (76), no entanto o mecanismo de estabilizacdo dos
radicais livres ainda ndo se encontra completamente descrito (77). No entanto, existem varios
estudos que demonstraram que as betalainas sdo moléculas eficazes na captacao de radicais
livres, também conseguem prevenir a oxidagao desencadeada pelas ROS e a oxidagdo mediada

pelos radicais livres (78).

Atualmente, a maior parte dos antioxidantes usados em preservacdo de alimentos sao
produzidos sinteticamente, como € o caso do butil-hidroxianisol (BHA) e o bultil-hidroxitolueno
(BHT), todavia, devido a sua toxicidade e pelo facto de serem menos potentes do que 0s agentes
antioxidantes naturais (79), estes tém sido cada vez menos utilizados. Neste sentido, os CBs de
origem natural sdo uma das classes de antioxidantes com maior interesse pela comunidade

cientifica (75).

1.3.2. Potencial de inibigcdo do enzima acetilcolinesterase (AChE)

O acetilcolinesterase (AChE) é o enzima responsavel por hidrolisar o neurotransmissor
acetilcolina (ACh), com a atividade de esterase, encontra-se localizada nas fendas sinapticas do
sistema nervoso central e periférico. O enzima AChE termina a propagacao dos impulsos
nervosos por catalisar a hidrolise da acetilcolina (ACh) (Figura 1.18 a esquerda), um
neurotransmissor do sistema colinérgico, que, entre outros papéis esta envolvido na formacéo
de memoria (80,81).

ACh ® Neurdnio pré-sinaptico ACh @ Neur6nio pré-sinaptico

Colina + Acetil-CoA Colina + Acetil-CoA

et Con Tranorsse

e ——

ACh @ ACh @

. hd . L ® o
. o : o .
ACh @ ——= Colina + Acido Acético - ACh 0! ¢ ¢ L]
° L]
’ . . o ’ . ° N
. e e ]
STt 9

Neurdnio pds-sindptico Neurdnio pés-sindptico

Figura 1.18. Sinapse colinérgica na auséncia e a na presenca de um inibidor da AChE (IAChE), retirado de
(81).

Os inibidores da acetilcolinesterase (AChEI) sdo usados clinicamente para terapia de varias
patologias, incluindo miastenia gravis, glaucoma, deméncia e doenca de Alzheimer. O
tratamento com inibidores da AChE baseia-se no blogueio do enzima, impedindo a hidrélise da

ACh, assim, este neurotransmissor tende a permanecer ativo por um periodo de tempo maior

Marcia Patricia de Melo Rodrigues

15



Extratos aquosos de folhas de talos de Beta vulgaris L. — Isolamento de compostos bioativos utilizando a tecnologia
de membranas

nas sinapses colinérgicas, fato que incrementa a transmisséo colinérgica (Figura 1.18 a direita).
Para ser eficaz, os inibidores devem ligar-se reversivelmente ao local ativo do enzima, pois a
ligacdo irreversivel pode levar a consequéncias graves, incluindo a morte (80,81). Os carbamatos

e organofosforados séo classes de pesticidas capazes de inibir irreversivelmente o AChE (81).

Diante da importancia da AChE como alvo para moléculas bioativas, a avaliagdo do potencial
destas moléculas inibirem a AChE apresenta grande relevancia para o desenvolvimento de
novos farmacos (80). Os CBs de origem vegetal tém demonstrado resultados promissores sobre
0 enzima AChE (82-84). Este fato, parece estar relacionado com a sua capacidade de ligacdo
ao centro ativo do enzima, sem promover alteracdes na sua estrutura terciaria. Como exemplo,
o flavonol quercetina foi reportado a capacidade de estabilizar por pontes de hidrogénio nos

residuos de aminoé&cidos no centro ativo da AChE (80).

1.3.3. Potencial citotéxico em culturas de células humanas

A exposicdo a substancias téxicas para o organismo, como certos contaminantes, pode ser
diretamente associada a morte celular, quer por apoptose quer por necrose, sendo que estas
substancias dizem-se ter propriedades citotoxicas (85,86).

Métodos de cultura celular permitem avaliar a citotoxicidade in vitro de um composto ou extrato
usando uma determinada linha de células especializadas. A utilizacdo deste tipo de métodos é
comum e permite avaliar as concentracfes méximas do(s) composto(s) ou extratos que podem
ser utilizados em seguranca sem serem biologicamente prejudiciais. Ou seja, através desta
metodologia é possivel avaliar a partir de que concentracfes 0s compostos apresentam
citotoxicidade para as células. E necessério realcar que o termo citotoxicidade esta relacionado
com o efeito de agentes quimicos sobre a morfologia celular, a falha de aderéncia das células a
superficie da microplaca e pelas mudancas na taxa de crescimento celular, morte celular e
desintegracao celular, o que resulta numa dimunicdo da viabilidade celular (86).

1.4. Métodos de extracdo dos compostos bioativos (CBs) de plantas

Tal como referido, os CBs apresentam efeitos positivos na saude humana, tanto na forma isolada
como em extratos, por esta razdo podem ser utilizados como suplementos alimentares (alimento
funcional) ou nutracéuticos. Para isso, € necessario um método eficiente e econémico para
extracdo e separacdo de CBs. A extragdo e o isolamento destes compostos continua a ser um
desafio, especialmente devido & sua complexidade estrutural e instabilidade por degradacéo ou

reacdo durante o processamento (2,37).

Neste sentido, a eficiéncia da extracdo de CBs do material vegetal pode ser influenciada por
diversos parametros, nomeadamente devido a diversidade estrutural dos CBs, 0 seu
comportamento fisico-quimico, como solubilidade ou a natureza de interacdes que estes
compostos podem exibir em diferentes condi¢bes pode ser muito divergente (18), mas também

€ importante ter em consideracao a localizacdo do CBs na matriz vegetal (2,36,87).
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Os CBs nas plantas podem encontrar-se distribuidos a nivel celular essencialmente nas paredes
celulares e vacuolos (88). Além disso, a maioria dos CBs em fontes vegetais esti associada a
outros compostos presentes no vegetal por ligacdo covalente, tornando-se um verdadeiro desafio

extrai-los na sua forma estavel (2,89).

Os métodos convencionais de extracdo de compostos baseiam-se numa extracéo solido-liquido
com varios solventes (90). No entanto, estdo em desenvolvimento algumas técnicas modernas,
como a extracdo assistida por ultrassons (UAE) (18,91), a extracdo assistida por micro-ondas
(MAE) (18,91), a extracdo acelerada por solventes (ASE) (18,92), a extragéo assistida por campo
elétrico pulsado (ECEP) (18,93) e a extracao supercritica (ESC) (18,94) e extracéo assistida por
enzimas (EAE) (18,95).

1.4.1. Processamento da matéria-prima de origem vegetal

A primeira etapa para a extracdo de CBs de uma matriz vegetal consiste na preparacdo das
plantas de forma a preservar a sua composi¢do. Os CBs podem encontrar-se nas folhas, cascas,
raizes, frutas e flores e podem ser extraidos a partir de plantas frescas ou secas. Podera ser
efectuada uma pré-preparacdo dos materiais vegetais como trituragdo e secagem, sendo que

estes aspetos influenciam na preservacdo de CBs nos extratos finais (96).

1.4.1.1. Plantas frescas vs secas

Na maioria dos casos, as plantas secas séo selecionadas considerando o tempo necessario para
o0 inicio do trabalho experimental. Em plantas frescas, existem estudos que limitam o intervalo
entre a colheita e o trabalho experimental no periodo maximo de 3 horas para garantir a frescura
das plantas, uma vez que estas sao frageis e tendem a deteriorar-se mais rapidamente do que
as amostras secas (96,97).

1.4.1.2. Plantas trituradas vs pulverizadas

A reducéo do tamanho de particula aumenta o contato superficial entre a planta e os solventes
usados na extracdo. A trituracdo resulta em amostras grosseiras, enquanto as amostras
pulverizadas apresentam uma particula homogénea e com menores dimensdes, proporcionando
um melhor contato superficial com solventes de extracdo. Esta etapa é particularmente
importante, ja que, para que uma extracao eficiente ocorra, o solvente deve estar em contato
com os compostos de interesse. O tamanho de particula menor de 0.5 mm é ideal para uma
extracao eficiente (96,98).

1.4.1.3. Secagem das amostras de plantas: ao ar, no micro-ondas, no forno e liofilizadas

Em caso de secagem de plantas, a secagem ao ar pode levar de 3-7 dias, meses ou até um ano,
dependendo dos tipos de amostras secas (por exemplo, folhas ou sementes). Este método de
secagem nao utiliza temperaturas elevadas, assim, 0s compostos termolaveis séo preservados.
Mas a secagem ao ar apresenta um tempo de secagem prolongado, e as amostras ficam sujeitas

a contaminacgédo devido a instabilidade da temperatura e a ac¢cao da humidade (96).
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A secagem por microondas usa radiacdo eletromagnética que possui campos elétricos e
magnéticos. O campo elétrico provoca 0 aquecimento simultaneo através da rotacdo dipolar,
alinhamento no campo eléctrico das moléculas que possuem um momento de dipolo permanente
ou induzido (por exemplo, solventes ou amostras) e indugédo iénica, pode produzir oscilagéo das
moléculas (96,99). A oscilagdo provoca colisGes entre moléculas e resulta no aquecimento rapido
da amostra. Este método diminuiu o tempo de secagem, mas as vezes provoca a degradacdo
de alguns CBs presentes (96).

A secagem no forno é um outro método que usa energia térmica para remover a humidade das
amostras. Este tipo de procedimento térmico para preparacao da amostra é considerada a mais
simples e rapida, mas ndo garante a preservacdo de compostos sensiveis a temperaturas

elevadas (96).

A secagem por liofilizacdo utiliza o principio da sublimacgéo, este € um processo em que a agua
congelada no material passa diretamente da fase solida para a fase gasosa sem passar pela
fase liquida. Para tal, a amostra é congelada entre -80 °C e -20 °C antes de ser liofilizada. A
secagem por liofilizacdo garante a preservacdo da maioria dos CBs, e consequentemente
permite que maior quantidade destes compostos se mantenham inalterados. No entanto, este
método é complexo e dispendioso, sendo a sua utilizacdo normalmente restrita a materiais

delicados e sensiveis ao calor (96).

1.4.2. Métodos de extracdo convencionais em plantas

A extracdo é a separacao de fracBes ativas contendo os compostos presentes na planta usando
solventes. A finalidade da extracdo € separar os metabolitos da planta deixando como residuo,
a matriz celular insolivel (96). Os métodos de extracdo convencionais serdo descritos de

seguida.

1.4.2.1. Maceracao, infusdo, percolacdo e decoccao

A maceracdo é a técnica utilizada na produgdo de vinho e tem sido adotada e amplamente
utilizada no estudo de plantas medicinais. A maceracdo envolve aimersao dos materiais vegetais
(pré-preparados ou ndo) num recipiente com um solvente a temperatura ambiente por um
periodo minimo de 3 dias com agitacéo frequente. Este procedimento destina-se a suavizar e
quebrar a parede celular da planta de forma a permitir a libertacdo dos CBs. Apds 3 dias, a
mistura € pressionada por filtracdo. Neste método convencional a escolha dos solventes

determinara o tipo de composto extraido das amostras (96).

A infusdo e a decocgédo utilizam o mesmo principio que a maceragdo, em ambos o material
vegetal € imerso em 4gua fria ou a ferver. Na técnica de infusdo o material vegetal fica em contato
com o solvente quente durante um periodo de tempo inferior a técnica de maceragdo. Enquanto
gue na técnica de deccocédo o material vegetal fica a ferver num volume especifico e por um
tempo definido. A decocg¢éo habitualmente € utilizada na extracdo de compostos estaveis ao

calor ou materiais de plantas duras (por exemplo, raizes e cascas) (96).
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A técnica de percolacdo permite obter uma extragdo com elevada eficiéncia e consiste na
utilizacdo de um solvente a temperatura ambiente que mantém contato estatico ou dinamico com
0 material vegetal em recipiente adequado, o percolador; este permite a otimizacdo da extracdo
com o controlo do caudal e variacdo dos solventes utilizados. Depois da extracdo concluida

efetua-se a evaporacdo do solvente para obter extratos concentrados (91,96,100).

Estas técnicas sdo métodos faceis e simples, no entanto sdo produzidos um grande volume de
residuos sendo necessario uma gestao adequada dos residuos. Na infusdo e decocgéo utilizam
agua como solvente, no entanto a eficiéncia da extragcéo dos CBs utilizando estas técnicas pode
ser optimizada variando o volume de solvente, duracéo da extracdo e temperatura aplicada a

extracao em particular na técnica de decoccao (94).

1.4.2.2. Extracdo de Soxhlet ou extracdo continua quente

Neste método, a amostra finamente moida é colocada num recipiente poroso com um papel de
filtro. Os solventes da extracdo sdo aquecidos no baldo inferior, vaporizando para a amostra,
condensam no condensador e 0 extrato vai gotejando para um baldo inferior, sendo aqui
recolhido (96).

Este método é vantajoso porque necessita de quantidade inferior de solvente em comparacao
com as técnicas de extracdo por imersao (100). No entanto, a extracdo de Soxhlet possui a
desvantagem da exposicdo a solventes organicos liquidos perigosos e inflamaveis, com
potenciais emissdes téxicas durante a extracdo. Por esta razdo, este procedimento é
considerado perigoso para 0 meio ambiente e pode contribuir para a problemética da poluicéo.
Os solventes usados neste sistema da extracdo precisam de ser de elevada pureza, o0 que o
torna mais dispendioso. A amostra ideal para uma extracdo de Soxhlet é limitada a um sélido
seco e finamente dividido, também as condi¢cdes da extracdo tém ser consideradas como a

temperatura, relacdo solvente-amostra e velocidade de agitacdo (96,101).

1.4.3. Métodos de extragdo inovadores em plantas

Recentemente, tém-se verificado uma crescente procura por novas técnicas de extracdo que
sejam mais “amigas” do ambiente, rapidas e eficientes do que os métodos tradicionais de

extracéo.

Os métodos de extracdo inovadores de CBs em plantas apresentam-se vantajosos relativamente
aos métodos de extracdo convencionais, em funcdo do tempo de extracdo, consumo de
solventes, rendimentos de extracdo e reprodutibilidade. No entanto, € necessario efetuar uma
avaliacdo detalhada dos custos de producéo para desenvolver estes métodos a nivel industrial
(90).

Dentro dos métodos de extracdo de CBs inovadores de materiais vegetais encontram-se alguns
dos métodos mais estudados: extracdo assistida por ultrassons (UAE), extragdo assistida por
micro-ondas (EMO), extracdo acelerada por solvente (ASE), extracdo supercritica (ESC) e

extracdo assistida por enzimas (EAE). Estes métodos apresentam eficiéncias elevadas de
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extracdo de CBs, no entanto apresentam custos elevados devido aos equipamentos necessarios

para a sua aplicagéo (2,96).

1.4.3.1. Extracdo assistida por ultrassons (UAE)

A UAE envolve a utilizagdo de ultrassom variando a frequéncia entre 20 kHz a 2000 kHz. Este
método é reconhecido por facilitar a extracdo de CBs de plantas usando solventes liquidos. O
efeito mecanico da cavitagao acustica do ultrassom aumenta o contato superficial entre solventes
com as amostras. As propriedades fisico-quimicas das amostras vegetais submetidos a
ultrassons sdo alteradas e a parede celular da planta é destruida, libertando o seu contetdo
intracelular. Desta forma, melhora a transferéncia de massa permitindo assim uma melhor
eficiéncia de extragcdo dos CBs (96,102). A eficiéncia da UAE nédo é apenas afetada pelo tempo,
mas também pela temperatura, tipo de solvente utilizado, frequéncia dos ultrassons e da
distribuicdo dos CBs na matriz celular (91). Esta técnica € um dos procedimentos de extracéo
mais simples e rapido, pode ser aplicada em pequena e grande escada na extracdo de CBs de
plantas, e comparativamente aos outros processos de extracdo ndo convencionais necessita de

equipamento de menor custo (18).

1.4.3.2. Extracao assistida por micro-ondas (MAE)

As micro-ondas sdo campos eletromagnéticos na faixa de frequéncia de 300 MHz a 300 GHz
(91). Ao contrario do aquecimento convencional, 0 aguecimento por micro-ondas resulta da
rotacdo do dipolo (das moléculas) e da conducdo ibnica (migracdo de iBes). Para que o
mecanismo de aquecimento seja eficaz, os compostos de interesse e 0 solvente utilizado na
extracdo tém de possuir um momento dipolar. Durante a extracéo, o solvente é aquecido assim
como a agua presente no interior das células vegetais; este aquecimento gera uma pressao na
parede celular que leva a sua rutura e consequente libertagdo do contetdo intracelular
(90,91,103). Este tipo de extracdo em plantas demonstrou a capacidade de melhorar o

rendimento e diminuir o tempo da extracéo (90,104).

1.4.3.3. Extracao acelerada de solvente (ACE)

A extracdo acelerada por solvente (ACE), também conhecida por extragéo liquida pressurizada
(PLE), € um tipo de extracdo que se baseia no uso de solvente a elevada pressao e temperatura.
A ACE pode ser utilizada em modo estatico ou dindmico, ou huma combinagédo de ambos. A
diferenca prende-se com o facto de no modo dindmico o solvente ser continuamente adicionado
a amostra vegetal, ao contrario do modo estatico onde a quantidade de solvente é mantida
constante. A escolha do solvente de extracdo é também um parédmetro crucial, devendo escolher-
se um solvente capaz de solubilizar os compostos de interesse e que, a0 mesmo tempo, minimize
a coextracdo de outros componentes da matriz (92). Esta técnica depende criticamente do tipo

de solvente selecionado, pressdo e temperatura aplicada (92,96).

As vantagens da ACE em relacdo aos procedimentos de extragdo convencionais incluem a
rapidez, facilidade e seletividade do processo de extragdo, bem como o reduzido consumo de
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solvente e a elevada eficiéncia do processo. A principal desvantagem é o custo elevado do
equipamento (92,96).

1.4.3.4. Extracdo com fluidos supercriticos (SFE)

A SFE consiste na utilizacdo de um solvente que partilha as propriedades fisicas de gas e liquido
no seu ponto critico e apresenta a capacidade de solubilizar numa vasta gama de compostos.
Os fatores como temperatura e pressédo sdo os determinantes que deslocam uma substancia
para sua regido critica. Um exemplo de um fluido supercritico € CO2, apresenta estas
caracteristicas acima de 31.1 °C e 7380 kPa (90,96,104) .

O uso da SFE permite reduzir o consumo de solventes téxicos, aumentar a seletividade e reduzir
o tempo de extracdo, sem comprometer a eficiéncia do processo. Além destes aspetos, a
utilizacdo da SFE permite evitar a degradacdo de CBs, uma vez que a matriz ndo é exposta a
luz ou ao ar (94). A sua grande desvantagem é sem duavida o elevado investimento inicial no
equipamento. (90,96,104).

1.4.3.5. Extracao assistida por enzima (EAE)

A EAE é outra técnica de extracdo inovadora desenvolvida para diminuir a utilizacdo de
solventes, reduzindo o impacto ambiental e consumo energético. Este método inovador de
extracdo baseia-se no aumento da permeabilidade da membrana citoplasmética e da parede
celular das células vegetais através da acdo hidrolitica das enzimas (a-amilases, celulases,
pectinases e proteases), que auxiliam na extracdo dos compostos de interesse, tais como
pigmentos naturais, polissacarideos e CBs. Este tipo de extracdo permite o uso de uma solugéo
aguosa e condi¢des de processamento suave para obter um extrato com aplicacdes industriais.
Os enzimas mais utilizados sdo principalmente derivados de microrganismos, mas também

podem ser obtidos a partir de plantas e animais (104,105).

Existem duas abordagens para a EAE: prensagem a frio assistida por enzima e extragédo aquosa
assistida por enzima. A capacidade seletiva dos enzimas para catalisar reacbes e sua
adaptabilidade a condi¢cdes aquosas suaves torna esta técnica muito promissora para a extracao
de CBs das plantas. Verifica-se um aumento de estudos com a utilizacdo da EAE, estes
demonstram que seu uso pode levar a rendimentos mais elevados, minimizacdo do tempo de
processo e menor consumo de solventes (90,104). A EAE é reconhecida como uma tecnologia
ecoldgica para a extracdo de CBs e compostos lipofilicos porque utiliza agua como solvente em

vez de solventes organicos. (104).

1.4.4. Processos de separacdo e purificacdo de compostos bioativos (CBs) a partir de

extratos de plantas

Os extratos de plantas podem apresentar diferentes tipos de compostos para além dos CBs.
Assim, torna-se relevante a aplicacdo de metodologias que permitam a obtencéo de fragées do
extrato enriquecidas nos seus CBs e a eliminacdo de outros interferentes. A purificacdo e
separacdo dos CBs em extratos de plantas podem ser realizadas principalmente por
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procedimentos em fase solida, liquido-liquido ou utilizando a tecnologia de filtragdo por
membranas (18).

A purificagdo por processos em fase soélida, também denominada de processo liquido/sélido é
um dos procedimentos comummente utilizados para remocdo de interferentes em extratos,
concentracao e isolamentos de CBs presentes em matrizes complexas (18,106). Esta técnica
pode ser descrita como uma aplicacdo convencional de cromatografia liquida de adsorcao, e
envolve a retengdo seletiva de compostos num enchimento presente em colunas de pequenas
dimensodes. Assim é possivel separar os compostos de interesse da matriz vegetal, pela retencéao
seletiva dos compostos interferentes ou dos CBs de interesse na fase estacionaria. Antes de
proceder a separacdo é necessario ter em consideragcdo alguns parametros, entre os quais, a
escolha da fase estacionaria, volume de amostra e de solvente necessario para ativacao da fase
estacionaria e para a eluicdo dos analitos. E um método rapido e relativamente barato para o
isolamento de CBs (18,107).

O processo em fase sélida é habitualmente utilizado devido as suas vantagens em relacdo aos
processos de liquido-liquido. Os métodos de purificacdo de fase solida sdo mais faceis para
automatizar com outros sistemas, como o acoplamento on-line de colunas analiticas. A principal
desvantagem deste método € a restricdo da dimensdo da amostra, de modo, que um grande

volume de amostra dificilmente podera ser processado por este método (18).

O processo de separacdo liquido-liquido € um procedimento utilizado normalmente na
purificacdo de CBs de extratos de plantas. A separacao liquido-liquido dos CBs baseia-se no
principio da separacéo entre dois liquidos imisciveis, e que as fases méveis podem geralmente
usar um solvente auxiliar miscivel para melhorar a transferéncia de o composto de interesse

entre os dois liquidos imisciveis (18).

A purificacd@o de fase liquida-liquida apresenta desvantagens sobre o processo em fase sélido,
tal como o consumo de um elevado volume de solventes e poder necessitar de etapas da
evaporacdo para remover o solvente adicional. A principal vantagem deste método é a

capacidade de separacédo de amostras de volume elevado (18).

O processo de separagdo baseado na tecnologia de membranas é bastante utilizado & escala
industrial em diversos setores, nomeadamente na inddstria quimica, alimentar e farmacéutica,
biotecnologia, medicina e no tratamento de aguas industriais (108,109). Em particular, na area
da biotecnologia € aplicada na recuperagéo de bioprodutos de valor acrescentado (proteinas,

antibidticos, vitaminas, aminoacidos, CBs, etc.) (110,111).

Os processos de separag¢do acima mencionados utilizam solventes organicos que poderéo ser
potencialmente toxicos para a satde humana, no entanto, a tecnologia de membranas néo utiliza
solventes adicionais, ocorrendo a separacao dos CBs do extrato usando membranas artificiais
(2). O método de separacdo da membrana é vantajoso, pois € um sistema que apresenta um
tempo de vida longo, € possivel a aplicacdo em grande escala e estas tecnologias tém custos de

capital e de funcionamento inferiores aos dos processos de separagéo classicos (18).
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1.5. Processos de separacdo com membranas

O processo de filtragdo com membranas € particularmente interessante para separar e
concentrar compostos bioativos (CBs) a partir de solugdes aquosas, como por exemplo: extratos
de frutas ou vegetais, aguas residuais do processos da indUstria alimentar ou agricola (112). Esta
tecnologia de separacgédo apresenta uma elevada eficiéncia de separacao, um scale-up facil, um
modo operacdo simples e uma produtividade elevada (21,113). E, comparativamente a
tecnologias convencionais de separacdo, nao utiliza processos fisico-quimicos, biolégicos ou

térmicos capazes de modificar os componentes presentes no extrato (114).

Este processo de permeacdo € definido como a separacdo de dois ou mais componentes
presentes numa corrente de alimentacdo através de uma membrana. A permeacdo com
escoamento frontal “dead-end” (Figura 1.19, a)) aplica-se geralmente a separacédo de solutos
gue se encontram em suspensao em correntes liquidas ou gasosas e para pequenas escalas. A
permeacdo com escoamento tangencial (“cross flow”) (Figura 1.19, b)) alarga esta aplicacdo para
incluir a separacdo de solutos dissolvidos em correntes liquidos e na separacdo de misturas

gasosas, com a mais valia de poder ser utilizada em grandes escalas (115,116).

Alimentagéo b
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Figura 1.19. Representagdo esquemdtica do a) permeacdo com escoamento frontal “dead-end” e b)
permeacédo com escoamento tangencial (“cross flow”), adaptado de (117).

A membrana é definida como uma barreira permeavel ou semipermeavel e seletiva, que restringe
o transporte de solutos de uma forma especifica, permitindo a separacdo dos solutos em
suspenséo e dissolvidas na alimentacao (118). As for¢as motrizes que permitem esta separacao
podem ser o gradiente de pressdo (AP), de concentracdo (AC), de temperatura (AT) e de
potencial elétrico (AE) (111).

Na Figura 1.20 encontra-se representado o processo de separagdo por membranas. A corrente
de alimentacdo com uma determinada concentracdo de solutos, € alimentada em escoamento
tangencial ao longo da superficie da membrana e divide-se em duas correntes, o concentrado
ou retentado e o permeado. A corrente do concentrado é essencialmente constituida por solutos
rejeitados pela membrana, cuja concentragdo no concentrado é superior a concentracdo do
soluto na alimentacdo, enquanto a do permeado é constituida por solvente e solutos que

permearam através da membrana (111).
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Figura 1.20. Mecanismo de separacdo de membrana, adaptado de (21).

A selecdo de um sistema da membrana especifico depende de diversos aspetos que incluem

entre outros, o custo e a resisténcia da membrana (21).

As propriedades da alimentacdo, da membrana, bem como as condi¢Bes de operacdo, como a
forca motriz (habitualmente o gradiente de presséo) aplicada, velocidade e temperatura de fluxo

tangencial, so todos os pardmetros que afetam desempenho da membrana (21).

1.5.1. Classificagdo das membranas

De um modo geral, as membranas utilizadas podem ser classificadas de acordo com a sua
natureza e estrutura ou morfologia, mecanismo de separagéo e aplicacdo, como ilustrado na

Figura 1.21.
Bioldgicas Vivas ou no vivas
Natureza
Sintéticas Inorganicas ou Organicas
U') Simétricas Porosas ou nao porosas e com
CG espessura entre 100 e 200 pum
C Estrutura e
CG Morfologla Constituidas por uma camada
b homegénea com espessura de 0,1
@) Assimétricas a 0,5 um e suportada por uma
camada porosa com espessura
E entre 50 e 100 um
L Mecanismo de ~ . e . .
2 coEe Boles Exclusao; Solucao/Difusao, Solubilidade; Diferenca de
¢ . ¢ Pressao, de Potencial Eléctrico, e de Concentragdes
motriz
. ~ Separacgédo gasosa; separacao liquido-liquido; separacéo
Aplicacéo sélido-liquido

Figura 1.21. Classificagdo das membranas, adaptado de (115,119).

Relativamente ao tipo de material que as constituem, podem ser organicas ou inorgéanicas. As
membranas organicas sdo normalmente composto por polimeros, tais como: acetato de celulose,
poliamida, polissulfona e polipropileno. As inorgéanicas, sdo comercializadas desde 1980, devido
as suas vantagens de elevada for¢ca mecéanica e estabilidade térmica e quimica, mas por outro
lado apresentam uma elevada fragilidade podendo ser facilmente danificadas. As membranas

utilizadas neste trabalho experimental foram membranas organicas de acetato de celulose.
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A morfologia da membrana refere-se a quantidade, tamanho e distribuigédo dos poros na estrutura
da membrana (108,120,121). As membranas simétricas podem ser porosas (heterogéneas) ou
nao porosas (homogéneas). As membranas homogéneas séo constituidas por flmes densos que
permitem a separacao de moléculas de dimensdes semelhantes e que apresentam solubilidades
muito diferentes na matriz da membrana, logo a forca motriz é por solucao/difuséo e, portanto, a

afinidade com a particula de interesse é fundamental (21,120,121).

Enquanto, as membranas assimétricas apresentam uma estrutura diferente no topo e na base,
sendo que a porosidade, o tamanho dos poros e a composi¢ao quimica podem ser diferentes ao
longo da estrutura. Estas podem ser classificadas como membranas assimétricas integrais ou
compostas. A camada superior, designada por “pele” ou camada seletiva, é, por regra geral,
muito fina, com espessuras entre 0os 0.1-1 ym. A camada de suporte onde esta assente a “pele”
€ caracterizada por uma elevada porosidade e a sua espessura pode variar entre os 100 e os
200 pm. Atualmente, estas membranas sdo utilizadas em métodos de separacdo, como a
ultrafiltracdo (UF), a nanofiltracdo (NF) ou a osmose inversa (Ol), devido as boas capacidades
de permeacéo, aos elevados coeficientes de rejeicdo e a boa resisténcia mecanica (122).

A nivel industrial, as membranas sintéticas sdo embaladas em dispositivos chamados médulos
de membrana, e estdo geralmente disponiveis em quatro configuracdes basicas: em modulos

planos, mdédulos tubulares, médulos de fibra ocas e mdédulos enrolados em espiral (21,120,121).

Tal como referido anteriormente, o transporte de solutos através da membrana € conseguido por
aplicacdo de uma forca motriz — gradiente de pressédo, concentracdo, potencial elétrico ou
temperatura — através da membrana (119). Ao aplicar uma diferenca de pressdo hum processo
de filtracdo por membrana verifica-se que existe uma diferenga de presséo entre a alimentacéo
e 0 permeado, sendo denominada por pressdo transmembranar (PTM) (114). A separagéo
baseia-se principalmente no tamanho molecular, forma molecular, carga e hidrofobicidade dos
solutos (21,123) .

A classificac@o dos processos de filtracdo por membranas que utilizam como for¢a motriz o
gradiente de presséo sédo a microfiltracdo (MF), ultrafiltracdo (UF), nanofiltracdo (NF) e a osmose
reversa (Ol). Esta classificacdo permite identificar o intervalo do tamanho dos poros das

membranas, como descrito na Tabela 1.1 (21,124).

Para o presente trabalho, utilizaram-se cinco membranas assimétricas de acetato de celulose
com diferentes porosidades, uma vez que permitem a remocdo de solidos suspensos e
fracionamento de compostos bioativos com diferentes massas moleculares. De acordo com
Bernardo et al (125) foi possivel a preparagdo das membranas de UF que conseguiam separar
compostos dissolvidos com massas moleculares compreendidas entre 3800 Da e 45000 Da

(125). As membranas de UF foram preparadas através de método da Inverséo de Fases.

Marcia Patricia de Melo Rodrigues

25



Extratos aquosos de folhas de talos de Beta vulgaris L. — Isolamento de compostos bioativos utilizando a tecnologia
de membranas

Tabela 1.1. Caracteristicas mais relevantes dos processos na tecnologia por membranas cuja for¢a motriz
€ o gradiente de presséo, adaptado de (115,117).

Forga Motriz Tipo de Método de C
Processo (AP) Membrana Separacéo AplicagGes
Microfiltracdo Microporosa . ~ Esterilizacéo;
(MF) 01-1am (0.1-10 pm) Filtragao Clarificagéo;
Separacao de
Assimétrica macromoléculas em
Ultrafiltracdo (UF) 0,5-5atm Microporosa Filtracédo solucéo;
(0.05-0.5 pum) Recuperacgédo de
Oleos/pigmentos;
o . ~ Separagédo parcial de sais
Assimeétricas Filtracado A
Nanofiltracdo (NF) 10 —40 atm Filme denso Solucao/ e solutos organicos f:om
(0.001-0.01 um)  Difusdo menos de 1 kDa;
) ) PurificagGes de resinas;
Osmose inversa Assimétricas Solucao/ Sepa_ragao de Sa.IS €
20 - 100 atm ; e micro-solutos;
(an Filme denso Difusdo

Dessalinizacéo de aguas;

1.5.1.1. Método de Inversdo de Fases

Neste método, o tipo de estrutura obtido para as membranas esta dependente do processo de
fabrico utilizado, podendo recorrer-se a processos tais como: sinterizacdo, estiramento,

irradiacao-corrosao e inversao de fases (119,124,126).

O método atualmente mais utilizado para a preparacdo de membranas assimétricas, quer a nivel
industrial, quer laboratorial, € o método de inversao de fases e do qual constam as seguintes
etapas (119,126):

1) Preparacgéo da solucéo polimérica;

2) Espalhamento da solu¢é@o polimérica num suporte apropriado (placa de vidro) com vista a
obtencé&o de um filme de espessura pré-definida;

3) Evaporacéo parcial do solvente durante um tempo definido;

4) Coagulacao do filme polimérico num banho de gelificacdo (Agua entre 0-3°C) e obtencéo da
membrana (117,126).

No método de inverséo de fases, a solucéo polimérica (de partida) consiste num polimero e num
sistema de solventes que é formado, por um solvente forte e um solvente fraco, também
denominado ndo-solvente ou aditivo, sendo este Ultimo responsavel pela formacgéo dos poros. A

porosidade varia diretamente com 0 aumento de concentragcao do ndo-solvente (119,126).

1.5.1.2. Modo de Operacao

O modo de operacao da tecnologia de membranas pode ser efetuada através de diversas formas

como: modo de recirculagdo total, modo de concentracéo ou por diafiltracéo (118).
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Figura 1.22. Esquema do a) modo de recirculacao total e b) em modo de concentracao, retido de (118).

O modo de recirculagéo total (Figura 1.22, a)) é realizado quando tanto a corrente de permeado
como a de concentrado, séo recirculadas para o tanque de alimentacdo. Enquanto no modo de
concentracao (Figura 1.22, b)) apenas a corrente de concentrado é recirculada para o tanque de
alimentacao assim, a corrente do permeado é recolhida, sendo esta composta pelos solutos de

dimensBes que conseguiram atravessar a membrana (118).

Alimentagao

Concentrado

HLO =

Permesado

Figura 1.23. Esquema do modo de diafiltracéo, retirado de (118).

Por outro lado, 0 modo de diafiltracédo (Figura 1.23) é parecido ao modo de concentracdo, com a
particularidade da adicdo a alimentacdo de &gua destilada em volume igual ao recolhido na
corrente de permeado. Este modo de operacéo permite a remog&o da corrente de permeado de
todos os compostos com a capacidade de atravessar a membrana, assim na alimentacao ficam

apenas 0s compostos com maiores dimensées (118).

Neste trabalho experimental optou-se pelo modo de recirculagdo total, para o seu
desenvolvimento, pois pretendia-se efetuar o estudo da identificacdo e quantificacdo dos CBs
presentes no permeado com a variacdo do limite de exclusdo molecular (MWCO) das

membranas preparadas.

1.5.2. Caraterizacdo das Membranas

Os processos de separacdo por membranas podem ser utilizados numa grande variedade de
solugBes. Assim, a caraterizacdo das membranas revela-se de uma elevada importancia uma
vez que ir4 facultar dados relativos a morfologia e propriedades fisico-quimicas das mesmas,
fornecendo informacgBes que permitem a selecdo de uma membrana para a resolugdo de um
problema especifico. Para caraterizar as membranas preparadas recorrem-se aos seguintes
parametros: permeabilidade hidraulica (Lp), coeficiente de refeicdo aparente (f) e limite de
exclusédo molecular (MWCO) (119).
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1.5.2.1. Permeabilidade hidraulica (Lp)

A permeabilidade hidraulica (Lp) consiste na capacidade de permeacao de uma membrana a
agua pura, representando a quantidade de agua permeada por unidade de tempo, por unidade
de area superficial de membrana e por unidade de pressao transmembranar (PTM). A
determinacdo experimental da permeabilidade hidraulica é determinada através da
representacdo grafica do fluxo volumétrico de permeado (Jp) em funcéo da PTM aplicada (AP)
de acordo com a Equagéo 1.1 (119,126,127).

Jp =Ly X AP Equacdo 1.1

Como o fluxo pode ser afetado pela temperatura, é necessario realizar a normalizacéo do fluxo
para a temperatura de 25 °C, uma vez que a temperatura ndo € constante ao longo de todo o
processo de filtracdo. Para tal utiliza-se a Equacao 1.2 em que a variacdo da viscosidade é tida
em conta e em que a Tensaio corresponde a temperatura que o ensaio foi realizado (126).

2044

Jo(Tensaio) | ~696+37515r—— Equag&o 1.2

Hh@5°0 =501

Assim é possivel determinar o declive da representacao linear (Figura 1.24), sendo este valor

correspondente a permeabilidade hidraulica da membrana, Lp (126).

A (Kg/hm')

Pressao (bar)

Figura 1.24. Representacdo grafica para a determinacdo da permeabilidade hidraulica (Lp), retirado de
(126).

1.5.2.2. Coeficiente de rejeicdo aparente (f)

Outro pardmetro importante para a caracterizacdo da membrana, é a sua rejei¢cdo a sais e/ou
solutos organicos. A rejeicdo aparente (f) é funcdo da membrana, do soluto, da pressdo e da
hidrodindmica do sistema. A sua determinacéo € efetuada a partir das concentra¢des do soluto
na solucéo de alimentagdo e no permeado, através da Equacéo 1.3 (119,126-128).

CAb - CAP

f= — Equacéo 1.3
Ab

Em que, C4, representa a concentracdo do soluto na alimentacdo e o C,, a concentragcdo do

soluto no permeado.
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Com este pardmetro é possivel determinar a percentagem de rejeicdo que uma membrana
possui a um determinado soluto (119).

1.5.2.3. Limite de exclusdo molecular (MWCO)

O MWCO é um parametro que esta relacionado com a capacidade da membrana rejeitar solutos
com uma determinada massa molecular presentes na alimentacdo. Sendo representado como
log (f/(1—f)) em funcdo da massa molecular (MM) de diversos solutos de referéncia
(normalmente polietilenoglicois (PEG) e dextranos (DEX) para membranas de ultrafiltracéo), o
MWCO é retirado da interseccéo desta reta: y = log (f/(1 — f)) = 1, correspondendo, portanto,
a massa molecular de um soluto que é rejeitado a 90.9 % (126,127), de acordo com o evidenciado
na Figura 1.25.

1 PR 4
3
0.8 1 . /
-+ 2 —
]
0.6 1 =
— » =
0.4 1 1°%
—
MWCO T -1~
0.2 1 d MEkDa 1 -2
0 “—2 T -3
0 20 40 60
PM (kDa)

Figura 1.25. Exemplo da determinacdo do MWCO para uma membrana, retirado de (126).

1.5.2.4. Coeficiente de rejeicao intrinseco (f) e coeficiente de transferéncia de massa (k)

Num ensaio de permeacdo com um soluto usando uma membrana seletiva poder-se-a verificar
a rejeicdo total ou parcial do soluto pela membrana. O soluto rejeitado acumula-se na
proximidade da superficie da membrana e a sua concentragdo, C,,, € maior do que a
concentracdo de soluto na solucéo da alimentacgéo, C,». Um coeficiente de rejeicéo intrinseca, f’,
€ entdo definido como:

fl= Cam = Car Equacéo 1.4

CAm

Os fatores de coeficientes de rejeicdo aparente (f) e intrinseco (') estdo relacionados pela
seguinte equacao:

fl

Equacéo 1.5

, .
f'+ @ —fexp DAI;/

onde C,, € a concentracdo de soluto no permeado, D, € a difusividade de soluto em agua na

camada limite de espessura §, e v, € o fluxo da permeacéo da membrana. A diferenca entre os
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dois coeficientes de rejeicdo deve-se ao desenvolvimento de um perfil de concentracdo na
camada limite laminar de espessura 6, como mostrado esquematicamente na Figura 1.26. Um
balanco de massa diferencial do estado estacionario das contribuicdes convectivas/difusivas
nesta camada limite leva a quantificacdo da polarizacdo de concentracdo através da Equacéo
1.6 (128,129).

Vp
Cam — Cap _ e% Equacéo 1.6
Cap — Cap
¥ A

Caudal da Alimentacéao
reea o

CAm
Membranas

R [

L L L L A

Permeado
vp A TrINCAaLT
Cap

Figura 1.26. Perfil de concentragdo na camada limite adjacente a superficie da membrana, retirado de (128).

A teoria do filme (128,130) apresenta o coeficiente de transferéncia de massa, k, como:

k= DA_W Equacéo 1.7

e substituindo a Equacéo 1.7 na Equacéo 1.6, da:

Cars — Cap va Equacéo 1.8
ZAM__ AP _
Cap — Cap

A Equacdo 1.8 descreve a polarizacdo de concentracdo com recurso ao coeficiente de

transferéncia de massa que depende da geometria do sistema e das propriedades fisico-

guimicas da alimentacéo. Os coeficientes de transferéncia de massa séo na maioria das vezes

obtidos por meio de correla¢cdes empiricas do tipo:

k xdh ~
h= =a+ Re? + Sc¢ Equacado 1.9
Daw

onde Sh, Re, e Sc sdo os nimeros de Sherwood, Reynolds, e Schmidt, dh € didmetro hidraulico,

e a, b, e c sdo coeficientes empiricos que dependem do sistema em estudo.

Marcia Patricia de Melo Rodrigues

30



Extratos aquosos de folhas de talos de Beta vulgaris L. — Isolamento de compostos bioativos utilizando a tecnologia
de membranas

1.5.3. Problematica datecnologia de membranas

Os principais problemas com a implementacdo de uma separacdo de um extrato aquoso por
tecnologia de membranas séo a ocorréncia dos processos de colmatagdo e/ou de polarizagao

de concentracdo (21,109,121), entre outros, que estéo descritos resumidamente na Tabela 1.2

Os processos de separacdo que utilizam como forga motriz o gradiente de pressdo estdo mais
sensiveis a desenvolver problemas relacionados com a colmatacdo e/ou polarizagdo de
concentracao nas membranas (109). Verifica-se, também, que nas membranas de porosidades
menores estes processos representam menor influéncia sobre o desempenho da membrana
(21). No entanto, verifica-se que com a diminuigdo da PTM é possivel minimizar estes fenémenos
(128,131,132).

Tabela 1.2. Fatores que afetam o desempenho da membrana, adaptado de (121,133).

Fator Causa Métodos de Redugédo

Pré-tratamento da agua de alimentacéo

Solutos ou particulas depositam- ~ ~
(por exemplo, coagulacéo, adsorcéo e

Colmatacéo da ..
se na superficie da membrana ou

membrana pré-oxidacao) e modificacéo hidrofilica
nos poros
de membrana
Uma camada limite de Aumento da turbuléncia do fluido para
Polarizacéo de transferéncia de massa formada diminuir a espessura da camada limite,
concentragao na vizinhanca da membrana como aumento do caudal da alimentagao
devido a acumulacéo de solutos ou diminuicdo da PTM
Compresséo e o . ~
P ~ Temperaturas e pressdes Ajuste da temperatura e presséo da
compactacgéo de . . ~
excessivas alimentacao

membrana

Sistema de operacéo fora dos
niveis de toleréncia do pH da
membrana, ataque biolégico e
guimico e exposic¢éo ao cloro

Deterioracéo
hidrolitica da
membrana

Ajuste do pH da alimentagédo

1.5.4. Aplicacdo datecnologia de membranas na separacéo e purificagcdo de compostos
bioativos (CBs)

A tecnologia de membranas tem sido aplicada com sucesso na separacdo e concentracdo de
CBs em extratos vegetais aquosos (21), tratamento e recuperagéo de compostos fendlicos (CFs)
de aguas residuais das industrias do azeite (2,113,134-136), da cortica (125,137), do vinho
(113,131,138,139) e dos lacticinios bem como do soro de leite (21,140). A UF com membranas
semipermedveis é considerada um método facil e rpido para a separac@o e concentragédo de
CBs de diferentes tipos e massas moleculares num extrato aquoso (18).

A separagdo e purificacdo de CBs através da tecnologia de membranas € um tema de interesse

para os investigadores, pois tem-se verificado um aumento de estudos sobre esta temética (21).
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A tecnologia de membranas foi aplicada na concentracdo de solu¢cdes de CFs de sementes de
uva com membranas de UF com MWCO de 50 kDa (2,138). De facto, os diferentes métodos de
extracdo resultam num produto final com quantidades diferentes de conteldo de CFs, mesmo
assim foi possivel recuperar 40 a 50 % de CFs nos permeados comparativamente as
alimentacdes (141). Noutro estudo, foi possivel a recuperacéo de 11 % de CFs em massa seca
das sementes de uva através da combinacdo de duas fases, de uma extracdo com solventes
hidroetandlicos seguida por uma recuperacéo dos CFs por uma membrana UF. O procedimento
proporcionou elevados rendimentos de recuperagdo em CFs e com tempo de operacdo de

processo de filtracdo por membranas mais curto (21,142).

Num extrato aquoso de folhas de Castanea sativa com um processo combinado de membranas
de UF com diferentes MWCOs, conseguiu-se efetuar a separagdo e recuperacao seletiva de
CFs, utilizando-se a combinacdo de duas membranas de UF de 5 e 10 kDa obteve-se um
permeado com 40 % em CFs (21,143).

Outro estudo com extratos hidroalcodlicos (50 % ou 70 % de etanol (v/v)) de folhas de Annona
muricata L. que foram submetidos a diferentes processos de concentracdo com membranas (UF
seguido de NF). A combinacdo de processos de UF e NF mostrou coeficientes de rejeicdo
superior a 75 % a CFs. O sistema combinado de UF e NF promoveu uma reducéo significativa
do tempo em modo de concentracdo dos extratos por NF, bem como os processos de colmatacao
das membranas, que sdo parametros importantes para efetuar o scale-up deste processo,

indicando que esta estratégia pode aumentar a vida Gtil das membranas (52).

A induastria alimentar da alcachofra (Cynara scolymus L.) produz grandes quantidades de
residuos soélidos agricolas (folhas, hastes, bracteas da planta de alcachofra) bem como elevada
guantidade de 4guas residuais resultante dos processos industriais alimentares. Com a utiliza¢éo
de membranas de UF, com um MWCO de 150 kDa, combinadas com membranas de NF, permitiu

diminuir o efeito de colmatacéo das membranas no processo de NF (144).

Um extrato aquoso de folhas de oliveira sofreu um processo de filtracdo combinado, em primeiro
lugar MF (0,2 pm) permitiu a remocdo da maioria dos solutos em suspensdo, huma etapa
seguinte de UF permitiu a remocao das moléculas maiores que 5 kDa, finalmente um processo
do NF (300 Da) permitiu a concentracé@o de fendis totais (FT), principalmente o oleuropeina. Os
resultados revelaram que uma grande fracdo de CFs foi recuperada na fragdo permeada do
processo UF. O permeado da NF mostrou elevados indices de CFs, conseguindo concentrar a

oleuropeina em aproximadamente 10 vezes em relagéo ao extrato original (145).

1.6. Beterraba

Nos ultimos anos, o vegetal Beta vulgaris L., também conhecido como beterraba vermelha tem
atraido muita atengdo como um “alimento funcional”, devido a sua capacidade de melhorar a
salide (13). As suas raizes de cor vermelha sdo muito populares para o consumo humano, tanto

cozinhadas, cruas em salada ou até mesmo em sumos (146).
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1.6.1. Origem e distribuicdo

A beterraba (Beta vulgaris L.) pertence a familia Chenopodiaceae (Tabela 1.3) sendo originaria
da Asia e da Europa. Esta familia inclui 105 géneros com aproximadamente 1400 espécies
(14,147), e membros da familia dicotiledéneas. Nesta familia, existem producgdes agricolas com
elevada importancia, tais como a Spinacia oleracea (espinafre), sendo o legume mais consumido
da familia Chenopodiaceae na Europa até a quinoa, um vegetal cujas suas sementes tem

verificado um interesse crescente devido ao seu elevado teor em proteina (148).

As plantas desta familia apresentam ciclos anuais ou perenes. S&o maioritariamente herbaceas,
tendo poucos representantes com habito arbustivo ou arboricola. A beterraba tem varias

coloragdes que variam do amarelo ao vermelho (146).

Tabela 1.3. Classificagao cientifica da Beta vulgaris L (149).

Reino Plantae
Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Subclasse Caryophyllidae

Ordem Caryophyllales
Familia Chenopodiaceae
Género Beta L.
Espécie Beta vulgaris L

Desde 1000 A.C. a beterraba tem sido utilizada como alimento por todas as popula¢gdes do
mediterranico. Os romanos utilizavam as folhas da beterraba como alimento (15) e as raizes
pelas finalidades medicinais (pelas suas propriedades laxantes, tratamento para o mau halito,
tosse, dores de cabeca e até como um afrodisiaco). A beterraba durante o século XIX, na
Alemanha, apresentou uma relevante importancia comercial, devido ao desenvolvimento da
beterraba agucareira (Beta vulgaris
saccharifera) (148,150).

E um legume que é cultivado extensamente na
Alemanha e Franca, e em quantidades
inferiores noutros paises europeus, também em

Africa, na Asia e na América do Sul (150).

1.6.2. Morfologia da planta

Raiz: sdo geralmente globo ou cilindrico em

) Nj forma de vermelho roxo/dourado
Figura 1.27. Morfologia do vegetal Beta Vulgaris amarelo/vermelho-branco na cor dependendo
L., retirado de (151). da variedade das beterrabas. As beterrabas sédo

plantadas principalmente pela sua raiz.

Talos: os talos séo curtos e achatados, produzindo folhas simples que sao arranjadas em espiral

fechada;
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Folhas: as folhas sdo em forma de coragdo, estas também podem ser ingeridas como o

espinafre;

Flores: as flores sdo muito pequenas com um didmetro de 3 a 5 milimetros e sdo produzidas em

pontas densas. Possuem cor verde ou tingida avermelhado com cinco pétalas;

Frutos: o fruto € um aglomerado de nozes duras com cor escura (14,150,152).

1.6.3. Compostos bioativos (CBs) na beterraba

7

A beterraba é um vegetal que apresenta na sua composicdo carotenoides (148), o acido
ascorbico (13), altos niveis de nitratos (644-1800 mg/kg) (153), CFs (9,154,155), vitaminas,
minerais como potdassio, sddio, fésforo, calcio, magnésio, cobre, ferro, zinco, manganés e
pigmentos sollveis em &agua (betalainas) (156), contribuindo para o valor nutricional e
consequente beneficio na saude dos seus consumidores (14). Alguns compostos também foram

identificados em baixos niveis, como a glicina, a betaina e o acido folico (13).

A presenca de CBs como os CFs e betalainas podem conferir propriedades antioxidantes a raiz
da beterraba (9).

Na raiz da beterraba existe uma quantidade significativa de derivados do acido hidroxibenzdico
e de hidroxicindmicos, as duas classes principais de acidos fendlicos, os identificados nas raizes
de beterraba sdo os seguintes: acido vanilico, &cido p-cumarico, &cido protocatécuico, acido
caféico, acido siringico (14). Também foram identificado os seguintes flavonoides na raiz de
beterraba: quercetina, epicatequina, catequina, rutina, kaempferol, miricetina e apigenina
(14,157).

Segundo Koubaier et al.(157) foram identificados em extratos de folhas de talos de beterraba os
seguintes acidos fendlicos: galico, vanilico, clorogénico, feralico, cafeico e siringico. E os
seguintes flavonoides: miricetina, quercetina, rutina e kaempferol (15,157). Também foram

identificados alguns glicosideos derivados da apigenina, como a vitexina (154).

Nas beterrabas estdo presentes alguns CBs Unicos de antioxidantes sollveis em agua e ndo
fendlicos, as betalainas, incluindo as duas classes destes compostos, a betacianina vermelha-
violeta e a betaxantina amarela-laranja. Os efeitos antioxidantes das betalainas ja foram
demonstrados em inUmeras experiéncias in vitro (158). As betalainas séo considerados corantes
naturais e tém-se verificado um crescente interesse neste tipo de corantes naturais, dado que
corantes sintéticos cada vez mais sdo avaliados negativamente pelos consumidores (146). As
betalainas identificadas nas raizes da beterraba séo as betaxantinas (vulgaxatina | e vulgaxatina
II) (11) e diversas betacianinas (betanina, prebetanina, isobetanina, e neobetanina) (159).
Também foram identificadas em extratos das folhas e ramos da beterraba as betalainas,

nomeadamente a betacianina (betanina e isobetanina) e betaxantina (vulgaxantina ) (157).
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1.6.4. Beneficios para a saide

O consumo de beterraba vermelha é uma fonte de antioxidantes e pode contribuir para a
protecdo contra doengas relacionadas com o envelhecimento celular. A beterraba vermelha é
um vegetal com uma elevada atividade antioxidante (4,10,150,160). No entanto, as folhas e talos
da beterraba ndo sao habitualmente incluidas na alimentacéo, apesar de estarem reportadas
como tendo carateristicas antioxidantes e nutritivas semelhantes as encontradas nas raizes
(154).

A raiz da beterraba possui uma quantidade significativa de vitamina C, vitamina B1, B2, niacina,

B6, B12, enquanto as suas folhas sé&o uma excelente fonte de vitamina A (150).

O consumo dos CFs presentes na beterraba esta descrito como podendo potenciar o tratamento
de algumas patologias, tais como: anemia, pressao arterial, diabetes mellitus tipo II, cancro,
estados descamativos do couro cabeludo, Ulceras gastricas, doencas renais, doencas hepaticas,
toxicidade hepatica (158) ou doencas biliares como ictericia, hepatite, intoxicacdo alimentar,
diarreia ou vomitos (150,161). Além disso possui atividade sobre o stress oxidativo e atividade
anti-inflamatoria (148,158).

As betalainas estdo descritas como apresentando efeitos antivirais (150,162) e capacidade de
inibir a proliferacdo celular de células tumorais humanas (150,163). As betalainas e CFs que
existem na beterraba vermelha (folhas, talos e raiz) ttm demonstrado a capacidade de aumentar
a resisténcia de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), na prevencdo de cancro e DVC, pois
parecem apresentar a capacidade de reducao do efeito oxidativo dos radicais livres sobre lipidos
(156). Tal como referido anteriormente, estes CBs podem ser utilizados como corantes naturais
(150), como o corante alimentar denominado como E162 (13,164,165), com aplicagdo na

industria alimentar: derivados do leite, bebidas, doces e produtos enlatados (164).

Além dos CFs e betalainas, as raizes das beterrabas contém quantidades significativas de acido
oxdlico. O acido oxdlico € um poderoso quelante de ides metélicos, com a capacidade de
interferir com o metabolismo do ferro e do célcio, no entanto em concentraces elevadas pode

conduzir & formacao de nefrite (150,161).

Os nitratos presentes na raiz da beterraba foram descritos como apresentando capacidade de
controlar DCVs (13), diminuindo a pressao arterial, protegendo as artérias de lesdes provocadas
pela isqguemia e modulagéo da funcdo mitocondrial (14,166).

Os extratos das folhas e talos da beterraba parecem ainda apresentar a capacidade de controlar
a anemia (167), na protecao hepatotoxica contra o tetracloreto de carbono (CCls) (168) e podem

proteger de danos hepaticos provocados por uma dieta com elevado teor em gordura (169).
1.7. Objetivos e Etapas

O objetivo desta dissertacao foi o isolamento de CBs presentes em extratos aquosos de folhas

e talos da beterraba, utilizando a tecnologia de membranas como um processo de UF.
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Para tal, foi inicialmente desenvolvido um extrato com uma pegada ecolégica baixa, dado que foi
utilizada como matéria-prima um subproduto agricola, as folhas e talos da beterraba. Por outro
lado, a extragdo dos CBs foi realizada recorrendo a um “solvente verde”, a dgua, evitando desta
forma a utilizacdo de solventes organicos. Também foi tido em conta que a metodologia de
extracdo seria de simples execucao, sem necessidade de recorrer a equipamentos especificos
e/ou temperaturas elevadas.

Os extratos aquosos das folhas e talos da beterraba foram avaliados em FT, hidratos de carbono,
proteinas, atividade antioxidante (DPPH) e atividade inibitéria da AChE. Recorreu-se a analise
de componentes principais (PCA) para identificar o extrato aquoso com as melhores
bioatividades. A andlise e identificacdo dos compostos presentes nos diferentes extratos
aquosos foi obtida através do método de cromatografia liquida de elevada resolugao (HPLC-
DAD).

A metodologia de isolamento dos compostos de interesse presentes no extrato aquoso das folhas
e talos da beterraba foi desenvolvida tendo em consideracdo que deveria: ser pouco dispendiosa,
evitar o recurso a solventes organicos, prescindir de temperaturas elevadas e com baixo
consumo energético, permitindo preservar a estabilidade dos CBs recuperados. Um processo de
UF foi selecionado para efetuar o isolamento do CBs, visto apresentar todos as caracteristicas

pretendidas.

Desenvolveu-se um estudo que pretendia relacionar a porosidade das membranas e a pressao
transmembranar (PTM) aplicada com a capacidade de isolar CBs. Para tal, prepararam-se cinco
membranas assimétricas de acetato de celulose pelo método de inversdo de fases, com MWCO
diferentes, seguindo da sua caracterizacdo consoante a sua permeabilidade hidraulica e limite
de exclusdo molecular. ApOs preparacdo e caracterizacdo das membranas, procedeu-se ao

fracionamento do extrato aquoso de folhas e talos de beterraba, em modo de recirculagéo total.

As fracdes resultantes das permeactes pelas membranas as PTMs de 1, 2 e 3 bar, como as
amostras da alimentacdo foram avaliados em FT, hidratos de carbono, proteinas, atividade
antioxidante (DPPH) e atividade inibitéria da AChE. Recorreu-se novamente a analise de
componentes principais (PCA) para identificar a fracdo dos permeados com as melhores
bioatividades. A andlise e identificacdo dos compostos presentes nas diferentes permeados e
das amostras da alimentacéo foi através de cromatografia liquida de elevada resolucéo (HPLC-
DAD), e a identificacdo dos compostos foi efetuada por espectrometria de massa de elevada
resolugéo (LC-QTOF-MS).

Por fim, foi determinada a hepatotoxicidade dos permeados e da alimentagéo do extrato aquoso

das folhas e talos da beterraba em linhas celulares humanas do cancro do figado (Hep-G2).
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2.1. Materiais

2.1.1. Reagentes

Para a preparacgdo dos extratos aquosos foram utilizados os enzimas pancreatina da Panreac e
a pepsina da Fluka, o cloreto de sodio (NaCl) e uma solucéo de fosfatos composta por KH2PO4
e KzHPO4 da Merck.

Na analise dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de fotodiodos
(HPLC-DAD), foi utilizado metanol (MeOH) da Riedel-de Haén™, acetonitrilo (ACN) da Fisher-
Chemical, acido trifluoracético (TFA) da Panreac-Applichem e também agua Milli-Q
(resistividade 18.2 MQ cm, a 25 °C), retirada de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q

Academic da Merck.

A andlise por espetrometria de massa de elevada resolucdo (LC-QTOF-MS) recorreu aos
seguintes eluentes: o acido férmico e agua Milli-Q da Merck, e ACN da Fisher Scientific, Optima
TM.

Os padrbes comerciais utilizados ao longo do trabalho foram os seguintes: o acido galico da
Sigma-Aldrich, o &acido vanilico, vitexina, acido ferulico, acido siringico da Fluka, rutina, o acido
cafeico, quercetina e miricetina da Sigma, acido clorogénico da Extrasynthese e por fim o acido
quinino da Merck.

Na quantificacdo dos fendis totais (FT) utilizou-se o reagente Folin—Ciocalteau da Sigma e o
carbonato de sodio (Na2COs) da Merck. Enquanto na quantificacdo dos hidratos de carbono
recorreu-se ao acido sulfurico da Merck e como padréo a glucose da HiMedia. Finalmente, na
quantificacdo de proteinas utilizou-se o reagente de Bradford da Bio-Rad Protein Assay e como

padrédo para determinar a reta de calibra¢@o a albumina do soro bovino (BSA) da Sigma.

Nos ensaios de atividade antioxidante utilizou-se 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) da Sigma-
Aldrich e metanol (MeOH) da Riedel-de Haén™.

Nos ensaios da determina¢éo da atividade enzimatica adquiriu-se a acetilcolinesterase (AChE),
o0 iodeto de acetilcolina (AChl), tris(hidroximetil)-aminometano (Tris) a Sigma, o 5-5"-ditiobis(2-
acido nitrobendico) (DTNB) a VWR, o cloreto de sodio e o cloreto de magnésio hexahidratado a

Panreac.

Para a preparacdo das membranas foi utilizado acetato de celulose 30 000 g/mol da Sigma-
Aldrich, acetona comercial e formamida da Scharlau. Na determinacéo da rejeicao aos solventes
organicos foi usado o Dextrano (DEX) 100 000 g/mol e o Polietilenoglicol (PEG) 20 000 g/mol da
Fluka, o DEX 70 000 g/mol da Darmstadt, o DEX 40 000 g/mol Sigma-Aldrich, e os PEG
10 000 g/mol, PEG 6 000 g/mol, PEG 3 000 g/mol e PEG 1 500 g/mol da Merck.

Nos ensaios com as linhas celulares, o antimicético (100x, com 10 000 U/mL de penicilina, 10
mg/mL de estreptomicina e 25 ug/mL de anfotericina B), o azul de tripano e o brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-1-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT) eram da Sigma, o meio Roswell Park Memorial
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Institute (RPMI), o soro fetal bovino (FBS), a tripsina (10x) e a L-glutamina (2 mM) da Lonza e o
MeOH da Riedel-de Haén™.

2.1.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados ao longo deste trabalho experimental foram a balanca Sartorius® BP
110S e Sartorius®BP1200, o vortex Heidolph® REAX 2000, o ultrassons EIma® Transsonic 460/H
e a placa de aguecimento com agitagdo Agimatic-N JP Select ® e para incubagdo das amostras
utilizou-se o banho da GFL® 1083. Para as medi¢des do pH recorreu-se ao medidor da WTW
inoLab®, utilizou-se o liofilizador Heto® PowerDry LL 3000, acoplado a uma bomba Edwards RV3
para a secagem dos talos e folhas da beterraba e dos extratos resultantes das fracBes das

permeacfes e das amostras da alimentacéo das diferentes membranas.

Na preparacéo dos extratos aquosos utilizou-se a centrifuga Beckman® J2-21M/E, com um rotor

JA-20.1 e JA-19. Para amostras com menor volume a centrifuga Minispin®5415D da Eppendorf®.

Os ensaios da inibicdo da acetilcolinesterase, da reducdo do radical livre DPPH, quantificacéo
dos FT, de proteinas e dos hidratos de carbono foram realizados no espetrofotémetro Shimadzue
UV-160A.

Para a analise e identificacdo dos CBs presentes nos extratos aquosos das folhas e talos da
beterraba recorreu-se ao HPLC-DAD sendo realizadas num VWR-Hitachi Elite LaChrom®
equipado com uma coluna LiChroCART® 250-4, LiChrospher® 100 RP-8 (5um) (Merck), Lt.
L10160216 ou com a coluna LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 um), e software
EZChrom Elite® (Agilent Tecnologies 2007), com injetor automético, um forno de coluna L-2300
e um detetor do tipo DAD (diode array detector) L-2455.

Para a separacéo do extrato aquoso das folhas e talos da beterraba, recorreu-se a instalagdo de

ultrafiltracdo (UF), modelo Ray-Flow, Tech Sep (Figura 2.1).
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Figura2.1. Instala(;o de ultrafiltracdo (UF) do ISEL: instalacéo real de UF (esquerda) e esquema da
instalacéo de UF (direita) adaptado de (125).
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A instalacdo de UF era constituida por um tanque de alimentacdo, uma bomba, com regulador
de caudal (Leray Somer®), uma valvula (para regular a pressdo de funcionamento), dois
manometros, antes e depois da célula das membranas (uma membrana de area (til 147,8 cm?),
e um rotdmetro (Georg Fischer). Para a pesagem dos permeados e alimentaces recolhidas
recorreu-se a balanca Kern P8°®.

Para a determinacédo do limite de exclusdo molecular (MWCO) das membranas preparadas
efetuou-se a analise das amostras resultantes das permeacdes pelas membranas em estudo e
respetivas alimentacdes dos PEG e DEX, bem como das solucdes de PEG e DEX a diferentes
concentracdes para elaboracgédo de retas de calibragdo, foram determinadas por detetor de indice
de refracdo (IR), Cromatografo DIONEX (Ultimate 3000) acoplado a um detetor de indice de
refracdo (RI) da Shodex (RI-101), utilizando o programa CHROMELEON® (Chromatography

Management System, verséo 6.70) para a analise dos cromatogramas.

Para a identificacdo e andlise das fracOes resultantes das permeacdes das cinco membranas as
pressdes transmembranares (PTMs) de 1, 2 e 3 bar e das amostras da alimentacéo, recorreu-se
ao HPLC-DAD sendo realizadas num Alliance Waters 2695 ® equipado com uma coluna Luna®
5 um C8(2) 100 A,250 x 4.6 mm (Phenomenex), Lt. 00G-4249, com injetor automatico e um
detetor do tipo DAD (diode array detector) Waters2998 PDA®. Enquanto para as analises por LC-
QTOF-MS e LC-QTOF-MS/MS foram efetuadas num equipamento HPLC de Elute Autosampler
UHPC equipado com a uma coluna Intensity Solo 2 C18 RP (100 x 2.1 mm, 2 um) e acoplado a
um espetrometro de massa de elevada resolucdo QTOF Impact Il, todos estes equipamentos

pertencentes a Bruker, Bremen, Alemanha.

No ensaio de citoxicidade dos extratos as condi¢bes de esterilidade foram garantidas gragas a
camara de fluxo laminar Esco® Class |l Biohazard Safety Cabinet. As células foram incubadas
numa estufa Shel Lab CO: Series da Sheldon Mfg.Inc®. A visualizagdo e contagem das células
foi realizada num microscopio 6tico MOTIC® AE21 e a medicdo das absorvéncias pelo leitor de

microplacas TECAN® Sunrise.
2.2. Métodos

2.2.1. Preparacdo de extratos aquosos das folhas e talos de Beterraba (Beta vulgaris L.)

As folhas e talos de beterraba utilizados para este trabalho experimental provieram da regido da

Malveira, sendo recolhidas em Outono de 2018.

Ap6s as folhas e talos de beterraba serem limpas e cortadas grosseiramente, efetuou-se a sua

secagem através do processo de liofilizacao.

Os extratos aquosos das folhas e talos de beterraba (Beta vulgaris L.) foram obtidos por
decoccao (Bdec), extracao assistida pelo enzima pepsina (BDG), extracao assistida pelo enzima
pancreatina (BDP) e extracdo assistida pelos enzimas pepsina e pancreatina (BDC). Foram

efetuados os controlos de cada extracdo assistida pelo enzima sendo denominados BCG, BCP
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e BCC, respetivamente (Figura 2.2). Também se efetuou a preparagédo das solucdes de pepsina
(SG), pancreatina (SP) e de solucdes de pepsina e pancreatina (SC).

Decogéo } 100°c. 20 Bdec
BDG
Extracao assistida :
pelo enzima 37°C, 2h
Folhas e talos de pepsina BCG
beterraba
[ Extracdo assistida ] BDP
liofilizado pelo enzima 4
pancreatina BCP
[ Extracao assistida ) BDC
pelos enzimas
pepsina e {
__pancreatina ) BCC

Figura 2.2. Esquema dos diferentes extratos aquosos das folhas e talos da beterraba e controlos.

Para a preparacdo do extrato aquoso por decoccdo (Bdec) foi preparado uma suspensao de
folhas e talos de beterraba seco a concentracédo de 0.03 g/mL, e ferveu-se o preparado durante
20 minutos, este procedimento foi adaptado de Falé et al. (170). De seguida, filtrou-se o extrato

primeiro com gaze, e posteriormente em papel de filtro N°1 da Whatman.

A metodologia para a obtencdo dos extratos aquosos de folhas e talos de beterraba por extracédo
assistida por enzima (EAE), para tal utilizando o suco géstrico (SG) e pancreatico (SP) artificiais,
baseou-se no procedimento descrito em Porfirio et al. (171) com algumas adaptacfes. Os
extratos controlo das respetivas EAEs foram obtidos utilizando-se &gua em vez das solucdes

enziméticas, mantendo os outros parametros idénticos.

No extrato aquoso com EAE com pepsina (BDG) efetuou-se a adi¢do da solucdo de pepsina
(3.2 mg/ml de pepsina e 2 mg/ml de NaCl a pH 1.2) a uma suspensao de extrato de folhas e
talos de beterraba liofilizado a 0.3 g/mL numa propor¢éo de 1:4. Incubou-se a 37 °C durante duas
horas, de forma a simular a digestdo. Posteriormente, efetuou-se a centrifugacdo do extrato
durante trinta minutos a 3 500 g a temperatura de 4 °C, e recolheu-se 0 sobrenadante sendo este
transferido para eppendorfs e centrifugado durante cinco minutos a 10 000 g (171,172).

No extrato aquoso com EAE com pancreatina (BDP) efetuou-se a adi¢cdo da solucdo de
pancreatina (25 mg/ml de pancreatina em tampéo fosfato de potassio 50 mM em pH 8) a uma
suspensdo de extrato liofilizado a 0.3 g/mL numa proporcédo de 1:1. A mistura foi incubada a
37 °C durante duas horas, de forma a simular a digestdo. Posteriormente, efetuou-se a
centrifugagdo do extrato durante trinta minutos a 3 500 g a temperatura de 4 °C, e recolheu-se o
sobrenadante sendo este transferido para eppendorfs e centrifugado durante cinco minutos a
10 000 g (171,172).

Para o extrato aquoso com EAE com pepsina e pancreatina (BDC) efetuou-se a adi¢cdo da

solucéo de pepsina a solucéo de extrato liofilizado a 0.3 g/mL na propor¢éo de 1:1 e foi a incubar
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a 37°C durante duas horas, sendo adicionado a mistura previamente incubada a solucéo de
pancreatina na proporgdo de 1:1 e voltou a incubar a 37°C por mais duas horas. De seguida,
efetuou-se a centrifugacédo do extrato durante trinta minutos a 3500 g & temperatura de 4 °C, e
recolheu-se o0 sobrenadante, sendo este transferido para eppendorfs e centrifugado durante
cinco minutos a 10 000 g (171,172).

Foi efetuado, a posteriori, a secagem por liofilizacdo dos extratos aquosos das folhas e talos de
beterraba para determinacéo da concentracdo em extrato seco (EXS) expresso em mg/mL como

demonstrado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Quantificagdo do extrato seco dos extratos aquosos das folhas e talos da beterraba.

Extratos Extrato seco (mg/mL)
Bdec 6.9
BCG 23.2
BDG 23.7
BCP 17
BDP 36.5
BCC 7.9
BDC N/D

No entanto néo foi possivel a quantificacdo da concentracdo do extrato BDC devido a sua

indisponibilidade.

Para os ensaios de fragmentacdo do extrato dos talos e folhas de beterraba por tecnologia de
membranas, foi necessario a preparacdo do extrato (BCP) com o volume de 1 L. Para tal,
efetuaram-se algumas adaptagfes ao protocolo, como o ajuste do volume de dgua destilada, a
guantidade de extrato seco de folhas e talos de beterraba e o volume da solu¢do de pancreatina
correspondente a um volume de 1 L. De forma a extrair maior quantidade de CBs realizaram-se
trés lavagens do pelet, com agua destilada, resultante das centrifugagdes com recuperacdo do

sobrenadante com o volume final de 2 L de extrato BDP.

2.2.2. Analise e identificacdo dos compostos bioativos (CBs) dos extratos das folhas e

talos de beterraba (Beta vulgaris L.)

2.2.2.1. Condicdes analiticas do HPLC-DAD

Na analise por HPLC foi utilizada uma fase mdvel constituida por um sistema binario de
acetonitrilo (ACN) (A) e &cido trifluoracético (TFA) (0.05 % em &gua Milli-Q) (B) e a um fluxo de
0.8 mL/min. O volume de injegdo foi de 25 pL de amostra (com concentragdes de 5 mg/mL e
10 mg/mL) com eluicdo em modo gradiente (composicdo do eluente varia com o tempo de
andlise) (Tabela 2.2), sendo a detecao feita entre os 200 e os 600 nm. Também se efetuou a
injecao de padrdes de CFs com a concentragdo de 0.1 mg/mL: &cido cafeico, acido ferulico, acido

gélico, rutina, acido vanilico, acido siringico, acido clorogénico e vitexina.
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Tabela 2.2. Gradiente utilizado no método de analise das amostras por HPLC-DAD.

Tempo (min) % A % B Caudal (mL/min)
0 8 92
20 28 72
25 55 45 0.8
28 8 92
30 8 92

2.2.2.2. Condicoes analiticas do LC-OTOF-MS

Os espetros de massa de alta resolucdo foram adquiridos através dos modos de ESI positivo e
negativo, com os seguintes parametros experimentais: voltagem do capilar: 3.500 - 4.000 V; gas
nebulizador (N2): 2.0 bar; gas de secagem (N2): 4.0 L/min; temperatura do gas de secagem:
200°C. Os espetros foram adquiridos num intervalo entre m/z 50-1500 e energia de colisdo das

células de 5.0 eV.

Tabela 2.3. Gradiente utilizado durante as andlises por LC-QTOF-MS.

Tempo (min) % A % B Caudal (mL/min)

0 95 5

15 95 5

135 25 75

185 0 100 0.25

215 0 100

23.5 95 5

30 95 5

A coluna e o amostrador automético foram mantidos a 35 °C e 10 °C, respetivamente. Foi
utilizado um gradiente de elui¢éo (Tabela 2.3) com fase mével de 0.1 % v/v de &cido férmico em
agua (A) e 0.1 % viv de &cido férmico em ACN (B).

Para calibracéo interna utilizou-se uma solu¢cdo com a seguinte composi¢do: 750 L de &cido
aceético, 200 L &cido férmico e 0.5 mL de uma solugcdo NaOH a 1N, introduzida na fonte de ides
no inicio de cada aquisicado, através de um loop de 20 pL.

A aquisicdo e processamento de dados foram realizados utilizando o software DataAnalysis 4.1
(Bruker Daltoniks).

As amostras do extrato BDP (alimentagéo) e dos seus permeados analisados foi efetuado a
concentracdo de 1 mg/mL, também se efetuou a injecao de padrdes de CFs com a concentracao
de 0.5 mg/mL: &cido cafeico, &cido ferulico, acido galico, rutina, &cido vanilico, acido siringico,
acido clorogénico, vitexina e acido quinico. Estes padrdes foram preparados com agua Milli-Q

enquanto os flavonoides quercetina e miricetina foram preparados em metanol.
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2.2.3. Quantificacdo dos compostos bioativos (CBs) dos extratos das folhas e talos de
beterraba (Beta vulgaris L.)

2.2.3.1. Quantificacdo dos fendis totais (FT)

Para a quantificacdo dos FT utilizou-se o0 método que se baseia na reacao dos grupos hidroxilo
dos fendis com o reagente de Folin-Ciocalteu (FCR). Este método centra-se numa reacgdo de
oxidagdo-reducdo, em meio alcalino, devido a presenca de Na:COs. Nesta reagdo, os acidos
fosfomolibdemicos presentes no FCR, no qual o molibdénio encontra-se no estado de oxidacao
VI, sdo reduzidos a uma mistura de 6xidos de molibdénio por eletrdes provenientes dos CFs,
fazendo entdo com que a cor da mistura reacional mude de amarelo para azul (Figura 2.3) (170).
A coloracéo da amostra é proporcional ao teor de CFs existentes na amostra e pode ser avaliada

espetrofotometricamente a 760 nm, por interpolacdo numa reta de calibracéo.

QO OH Q ] o] (o

Na,CO. FCR .
#., + 2 Moft —— + 2 Mo + 2 H

OH CH

Figura 2.3. Reacgéo do acido galico, composto padrdao, com o molibdénio, constituinte do reagente de Folin-
Ciocalteu, que é reduzido de Mo®* para Mo®*, adaptado de (173).

A quantificacdo dos FT foi realizada em triplicado, adotando o método descrito por Lee et al.
(174). Em primeiro lugar, efetuou-se a reta de calibracdo, tendo como padrdo o acido gdélico.
Assim adicionou-se, num eppendorf, 1350 uL de agua Milli-Q, 30 pyL da solugdo padrédo a
diferentes concentrac¢des (10 - 500 yL/mL), 30 pL de FCR e agitou-se vigorosamente no vortex.
Aguardou-se trés minutos, adicionou-se 90 uL de Na2CO3 2 % e incubou-se durante 1 h, a 4 °C,
em agitacdo continua. Posteriormente, leram-se as absorvéncias a 760 nm e tragou-se uma reta
de calibracdo da absorvéncia em fungdo da concentracdo de Acido gélico (Anexo 1.1, Figura

6.1), obtendo-se a seguinte equacao:
Abs,¢, = (0.0339 +0.0082) x ¢ — (0.0057 + 0.0038) Equacdo 2.1

Em que Abszeo diz respeito a absorvéncia a 760 nm e ¢ a concentracdo de equivalentes de 4cido
galico (GAE pg/ulL).

A quantificacao dos grupos fendlicos existentes nas amostras em estudo, foi efetuada da mesma
forma, substituindo os 30 pL da solugao de acido galico pelas amostras dos diferentes extratos
aquosos e para as amostras dos extratos resultantes das permeac¢fes das membranas utilizou-
se 60 pyL (10 mg/mL). Os resultados obtidos sdo apresentados em ug GAE/uL de extrato,
expressos em equivalentes de 4cido galico e os resultados sao apresentados como a média e o

desvio padrao associado as medicoes.
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2.2.3.2. Quantificacdo dos Hidratos de Carbono

O método utilizado para a quantificagdo hidratos de carbono totais foi 0 método da antrona. No
qual, a reacao de antrona se baseia na acao hidrolitica do acido sulfdrico concentrado sobre os
hidratos de carbono. Quando a reacéo ocorre os hidratos de carbono com ligagdes glicosidicas
sdo hidrolisadas e os acucares simples hidrolisados em furfural ou hidroximetilfurfural. Estas
substancias condensam com a antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno) formando um produto de
coloracdo azul petroleo. Os acucares totais sdo quantificados por espectrofotometria a um

comprimento de onda de 620 nm (175).

CHO CHO
| | 0
H—C—O0H C
| Il —| = N
HO—C—H H—C | P
| Cone. H,80, [ S Bluish-green
H—C—0H 7'1 C Anthrone complex
| ]
H—C—0H H—C
I I
CH,OH CH,OH
D-Glucose Hydroxymethyl furfural

Figura 2.4. Reagao da antrona em meio acido com hidratos de carbono, retirado de (176).

Para tal, foi necessario a preparacao de uma solucdo de antrona a 0.2 % (m/v) em acido sulfirico
95 %. A solucdo de antrona foi preparada 30 minutos antes do ensaio e a mistura incubada a
100 °C durante 10 minutos, sendo posteriormente arrefecida em banho de gelo durante o mesmo

periodo de tempo. Registou-se a absorvéncia a 620 nm do produto azul (177,178).

Todos os ensaios foram feitos em triplicado, e tragou-se uma reta de calibracdo de glucose a 60
pg/mL. A partir desta solugéo obtiveram-se vérias concentracdes (2 a 20 pug/mL) (178). Os
hidratos de carbono foram quantificados com recurso a seguinte reta de calibracdo de glucose
(Anexo 1.2, Figura 6.2):

Absg,o = (0.04612 + 0.001751) x ¢ + (0.009705 + 0.01968) Equacéo 2.2

Em que Abss2o diz respeito a absorvéncia a 620 nm e ¢ a concentragdo de equivalentes de
glucose por mg de amostra (mg Glucose/mL). Os resultados foram apresentados como a média

e o desvio padréo associado as medi¢des.

2.2.3.3. Quantificacdo de Proteinas

A quantificagdo de proteinas foi feita de acordo com o método de Bradford (179). Este método é
um ensaio colorimétrico utilizado para a quantificacdo de proteinas em solugcédo e baseia-se na
interacdo entre o corante de Coomassie (reagente de Bradford) e macromoléculas de proteinas
gue contém grupos amino primarios: aminoacidos de cadeias laterais béasicas (histidina e lisina)
ou arométicas (triptofano, tirosina e fenilalanina) (180). A reagdo em meio acido permite a
interagcdo entre a proteina de elevado peso molecular e o corante de Coomassie e provoca o
deslocamento do equilibrio do corante da sua forma catidnica (castanho avermelhado), que tem
um méaximo de absor¢édo a 465 nm, para a forma anidnica que absorve fortemente a 595 nm e

apresenta uma cor azul intenso (181).
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Para a quantificacdo de proteinas nos extratos aquosos adicionou-se 795 uL de agua Milli-Q, 5

ML de amostra e 200 pL de reagente de Bradford e efetuou-se a leitura da absorvéncia a 595 nm.

Neste ensaio foi tragcada uma curva de calibragdo com o padrdo de albumina de soro bovino
(BSA) a diferentes concentracdes, entre 0.001 ug/mL e 0.01 yg/mL. A curva de calibragdo obtida

para as proteinas foi (Anexo 1.3, Figura 6.3):
Abssgs = (48.75 + 1.039) X ¢+ (0.006727 + 0.005835) Equagéo 2.3

onde c representa a concentracdo de BSA (mg/mL) e Absses a absorvéncia a 595 nm. A
guantificacdo das proteinas presentes nas amostras foi feita em quantidade de equivalentes de
BSA/mg de amostra. Para cada amostra analisada foram feitas trés medi¢des independentes e
os resultados foram apresentados como a média e o desvio padrao associado as medicoes.

2.2.4. Determinac8do da atividade antioxidante dos extratos das folhas e talos de

beterraba (Beta vulgaris L.) - Capacidade de reducéo do radical DPPH

O ensaio do DPPH (radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) € um dos métodos mais utilizados para
avaliar a atividade antioxidante de extratos de plantas. Trata-se de um método colorimétrico, que
mede a capacidade antioxidante de uma substancia em captar o radical DPPH. Este método
baseia-se na transferéncia de eletres, ou de radicais de hidrogénio, de um composto
antioxidante existente no extrato para o radical DPPH, dando origem a uma molécula
diamagnética estavel (173). Quando o radical reage com o agente redutor verifica-se a formacéo
de uma nova ligacéo, alterando a cor da solucdo, que passa de uma colora¢do parpura para uma
tonalidade amarelada (Figura 2.5). A reacdo pode ser seguida espetrofotometricamente a

517 nm, comprimento de onda a que o DPPH oxidado absorve (173,182,183).

S @@

N,

NO,

DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Figura 2.5. Principio do teste da capacidade de redu¢éo do radical livre DPPH na presenca de uma amostra
com propriedades antioxidantes, retirado de (182).

A atividade antioxidante das amostras foi avaliada de acordo com o método do DPPH (184). A
1000 pL de DPPH (0,002 % em metanol) adicionou-se 10 pL dos extratos aquosos e das fragcfes
resultantes das permeacdes pelas membranas e das amostras da alimentagédo a 10 mg/ml. Na
preparacdo da solucdo de DPPH foi necessério verificar se a absorvéncia da solugdo ao
comprimento de onda de 517 nm se encontrava num valor de 0,7 UA, ajustando-se se necessario
com DPPH ou metanol. De seguida, as solugBes foram incubadas durante 30 minutos a
temperatura ambiente, e registou-se a sua absorvéncia a 517 nm. Os ensaios foram realizados

em triplicado. O ensaio do controlo foi efetuado substituindo a amostra, pelo solvente da amostra.
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Os resultados foram expressos em percentagem de reducdo do DPPH relativamente ao controlo,
sendo calculados através da Equacéo 2.4.

AA (%) =100 X (Abscontrolo - Absamostra) Equac;éo 2.4
Abscontrolo

Onde, AA (%) representa a atividade antioxidante, AbS.yntroi0 € AbSamostra S0 absorvéncias da

solucdo de controlo e da amostra, respetivamente.

2.2.5. Determinacédo da atividade enzimética dos extratos das folhas e talos de beterraba

(Beta vulgaris L.)

2.2.5.1. Inibicdo da acetilcolinesterase (AChE)

Com este estudo pretendeu-se calcular a velocidade de reacao da tiocolina com o DTNB que é
catalisado pela AChE, através do método de Ellman, nomeadamente o aparecimento do ido 5-
tio-2-nitrobenzoato (TNB), que tem uma cor amarelada e um pico de absorvéncia a 405 nm
(Figura 2.6)(185).
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5.,5'-ditiobis (2- acido nitrobenzoico) 5-tio-2- nitrobenzoato (TNB)
(DTNB) Detetado a 405 nm

Figura 2.6. Esquema representativo da reagdo enzimatica da AChE, para a determinagdo da atividade do
enzima, através do método de Ellman, adaptado de (185).

Para a determina¢éo da inibicdo da atividade enzimética da AChE usou-se o método descrito na
bibliografia (184). Em primeiro lugar, foi necessario determinar a atividade enzimatica sem
inibidor, ou seja, o controlo, que corresponde a atividade maxima do enzima (100 %), para tal
adicionou-se 325 pL de tampéo Tris 50 mM, pH = 8, 100 yL de agua Milli-Q e 25 yL de uma
solugdo de enzima (1.33 U/mL). Incubou-se durante cinco minutos a temperatura ambiente,
seguidamente, adicionou-se 75 uL de uma solugéo de AChl (0,33 mg/mL em agua) e 475 uL de
DTNB (1.2 mg/mL em tampao Tris com sais (0.1 M NaCl e 0.02 M MgClz)). A absorvéncia foi lida
no espetrofotometro a 405 nm, durante 4 minutos, com intervalos de 10 segundos contra um
branco sem enzima. A atividade inicial do enzima deve estar compreendida entre 0.10-
0.12 UA/min. Todos os ensaios foram realizados em triplicado. O mesmo procedimento foi
realizado para as diferentes amostras, mas, em vez de se adicionar 100 yL de agua Milli-Q,
adicionou-se 0 mesmo volume da solucao dos extratos aquosos e das fracdes resultantes das

permeacdes pelas membranas a pressao transmembranar (PTM) de 3 bar e das amostras da
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alimentacdo a concentragdo de 10 mg/mL. Para determinar-se a percentagem de inibicdo da
atividade enzimética na presenca de cada amostra recorreu-se a Equagéo 2.5:

1% ~
I (%) = 100 — (22%72) % 100 Equacao 2.5
controlo
Na qual | (%) diz respeito & percentagem de inibicdo da AChE na presenca da amostra, vgmosera
€ a velocidade da reacao contendo o extrato (inibidor) € v ., € @ Velocidade inicial da reacéao

enzimatica sem inibidor.

2.2.6. Culturade Linha Celular Cancerigena Humana

As linhas celulares utilizadas neste trabalho foram as do cancro do figado, adenocarcinoma
hepatico (Hep-G2) que foram incubadas a uma temperatura de 37 °C numa estufa com 5 % de
COz2, em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI), suplementado com 10 % de soro fetal
bovino (FBS), 0.1 % de L-glutamina (2 mM) e 0.1 % de antimicético. Estas foram introduzidas
em frascos T25 (25 cm?) apo6s 80% de confluéncia do frasco foram transferidas para frascos T75

(75 cm?), por tripsinizacéo (186).

A tripsinizacdo consiste na remocao do meio de cultura e a lavagem de pelo menos 2 vezes com
phosphate buffered saline (PBS), apds a lavagem foi adicionado as células 0.5 mL de tripsina.
Incubou-se durante 5 min a 37 °C num ambiente com 5 % de CO2. As células foram depois

ressuspendidas em novo meio de cultura para posterior cultivo.

Para a contagem de células utilizou-se uma camara de contagem Neubaeur Improved para a

guantificacdo das células viaveis.

2.2.6.1. Avaliacdo do Potencial Citotdxico

Nos ensaios utilizando linhas celulares do cancro do figado (Hep-G2) foi usada a concentragdo

de 50 x 10% células/mL (186) para inoculagdo de microplacas de 96 pocos.

Nos ensaios de citotoxicidade das fragbes resultantes das permeagfes das membranas e da
amostra da alimentacao inicial recorreu-se ao método colorimétrico de reducéo do MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-1-il)-2,5-difenil-tetraz6lio), um composto de cor amarela que forma o
produto formazana ap6s a sua reducdo, um composto de cor roxa. O MTT, carregado
positivamente, tem a capacidade de penetrar as células viaveis, que, gracas ao seu metabolismo
oxidagdo/reducdo ativo, convertem o MTT em cristais de formazan (Figura 2.7). Estes cristais
sdo insoluveis em agua, portanto utiliza-se metanol para a sua dissolugédo e registam-se os
valores de absorvéncia a 595 nm. Quando as células morrem perdem a capacidade de conversdo
do MTT, assim sendo, quanto maior for a citotoxicidade dos extratos em estudo, menor € o
ndamero de células vidveis e o portanto o valor de absorvéncia registado ap6s inoculagdo com
MTT (187,188).
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Figura 2.7. Estruturas quimicas de MTT e do seu produto reduzido formazan, retirado de (189)

Apo6s o crescimento das células durante 48 horas foi retirado o meio de cultivo da microplaca,
sendo adicionado 100 yL por pogo de varias concentragdes das solugdes a testar (a fracdo da
permeacdo da membrana AC22 a PTM de 3 bar, entre 0.1 e 1 mg/mL, a fracdo da permeacédo
da membrana AC35 a PTM de 3 bar e amostra da alimentacao inicial nas concentractes de 1 e
0.5 mg/mL) em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino, glutamina e antimicético. Foram
ainda usados pocos de controlo correspondentes a 0 % de citotoxicidade contendo apenas meio
RPMI suplementado com soro fetal bovino, glutamina e antimicético. A microplaca foi incubada
durante 24 horas a 37 °C e num ambiente com 5 % de CO2. No dia seguinte, o meio foi retirado
das amostras e colocou-se 100 pL por pogo de 0.5 mg/mL de MTT em meio RPMI suplementado
com soro fetal bovino, glutamina e antimicético incubando durante 2.5 a 3 h até se visualizar a
formacao de cristais. De seguida, removeu-se o meio e dissolveram-se os cristais em 100 uL de
metanol e registou-se a absorvéncia a 595 nm contra 630 nm no leitor de microplacas. A

percentagem de morte celular foi calculada através da Equacao 2.6:

MC (%) = 100 — (Abs“ﬂ> x 100 Equacio 2.6
Abscontrolo

Na qual morte celular (MC) diz respeito a percentagem de morte celular, AbsSgmosira € @
absorvéncia registada para as células que estiveram em contacto com o extrato € AbS ontroio €
absorvéncia registada para as células controlo e efetuou-se seis repetices para cada extrato e

controlos em estudo.

2.2.7. Tecnologia de Membranas

Para efetuar a separacdo dos CBs presentes nos extratos aquosos das folhas e talos de

beterraba recorreu-se a tecnologia de membranas.

2.2.7.1. Preparacdo das Membranas

Para o isolamento dos CBs do extrato aquoso de folhas e talos de beterraba foi necessério a
preparacdo de cinco membranas de acetato de celulose, com limites de exclusdo molecular
(MWCO) diferentes. Utilizou-se o método de inversdo de fases e para tal, a primeira etapa foi a

preparacao das solu¢des poliméricas, cujas composi¢cdes podem ser visualizadas na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4. Reagentes e quantidade utilizados na preparacéo das membranas, adaptado de (126).

AC20 AC22 AC25 AC28 AC35
Reagentes
(%p/p) (%p/p) (%p/p) (%p/p) (%p/p)
Acetato de celulose 17 17 17 17 17
Formamida 20 22 25 28 35
Acetona 63 61 58 55 48
Condigdes operatorias
Temperatura (°C) 20- 25
Tempo de evaporagao
. 0,5
(min)
Meio de coagulacéo 0-3°C

Inicialmente, pesou-se o acetato de celulose, seguido da formamida e por Ultimo a acetona, nas
guantidades descritas para cada reagente na Tabela 2.4. A variagcdo das quantidades de
formamida e de acetona determinam a porosidade das membranas, ou seja, qguanto maior a
guantidade de formamida maior a porosidade. O frasco foi fechado e a tampa vedada com para-
filme para evitar a evaporacéo da acetona. Por fim, o frasco foi agitado durante 24 horas, ao fim

desse tempo obteve-se um fluido homogéneo e viscoso (118,125,127).

O passo seguinte consistiu na preparacdo das membranas, utilizou-se para tal uma faca metéalica
com uma ranhura calibrada (0.25 mm) e um vidro retangular. Encheu-se a faca com a solucéo
polimérica obtida e fez-se deslizar perpendicularmente, a uma velocidade constante, a faca sobre
o vidro. Evaporou-se o filme polimérico durante 30 segundos, e de seguida mergulhou-se o vidro
num banho de agua desionizada entre 0 a 3 °C. Apds alguns minutos, removeu-se o filme do
vidro e procedeu-se a identificacéo da face ativa da membrana. As membranas preparadas foram

preservadas em 4gua desionizada até a sua utilizacéo (126).

Apos inspecdo das membranas preparadas, selecionaram-se as duas melhores e foram cortadas
a dimenséo da placa porta membranas do mdédulo de UF. De seguida, instalaram-se as duas

membranas na placa, com a camada ativa virada para o exterior (126).

2.2.7.2. Caraterizacdo das membranas

Para caraterizar as membranas foram realizados o0s seguintes ensaios experimentais:
permeabilidade da membrana a agua pura — permeabilidade hidraulica — e a rejei¢édo aos solutos

organicos, que permitiu determinar o limite de exclusdo molecular (MWCO) das membranas.

As membranas depois de colocadas na instalacdo foram compactadas antes de se proceder a
sua caracterizacdo. A etapa de compactacdo consiste em fazer circular &gua desionizada em
modo de recirculagédo total (onde o concentrado e o permeado sdo ambos reciclados ao tanque
de alimentagéo) durante 2 horas, na pressao transmembranar (PTM) de 3 bar e com um caudal
de alimentacéo de 180 L/h (126). Com esta etapa foi possivel prevenir os efeitos da pressao

sobre a membrana durante os ensaios (132).
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ApoOs 2 horas de compactagdo as membranas foram caraterizadas em termos de permeabilidade
hidraulica (Lp) e rejei¢éo a solutos orgéanicos.

Para a determinacdo da permeabilidade hidraulica foram realizados ensaios a pressdo de
trabalho diferentes (1; 1.5; 2; 2.5 e 3 bar). Nestes ensaios, recolheu-se um volume de permeado
para um recipiente previamente tarado. Registou-se o peso, a temperatura e o tempo de recolha.

O caudal de alimentacéo utilizado nestes ensaios foi de 180 L/h (118,126).

Para a determinacdo da rejeicdo aos solutos organicos, prepararam-se varias solugdes de
Polietilenoglicol (PEG) e Dextrano (DEX) com massas moleculares compreendidas entre 1.500
Da e 100.000 Da a 600 ppm. Foram realizados ensaios a PTM de 1 bar a um caudal de 180 L/h.
Recolheu-se o permeado durante cerca de 5 minutos para um recipiente, e registou-se o peso,
a temperatura, o tempo de recolha e recolheu-se uma amostra dos solutos organicos dos
permeados e amostras da alimentagéo para sua analise por detetor de indice de refracao (IR),
usando o equipamento HPLC-IR como descrito em 2.1.2. Entre cada ensaio as membranas
foram lavadas com 10 L de agua desionizada e de seguida ficou a circular com a solucdo de
soluto organico a analisar em modo de recirculacdo total durante 20 minutos (118,126). Na
Tabela 2.5. estdo descritas as massas moleculares dos solutos orgéanicos utilizados para cada

membrana em estudo.

Tabela 2.5. Solu¢des de PEG e DEX utilizados na determinacdo dos coeficientes de rejeicdo a solutos
organicos para as membranas: AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35.

PEG PEG PEG PEG PEG DEX DEX DEX

Membranas 1500 3000 6000 10000 20000 40000 70000 100000
AC20 X X X
AC22 X X X
AC25 X X X
AC28 X X X
AC35 X X X

A quantificagdo da concentracdo dos solutos organicos referentes as amostras das diferentes
correntes (alimentacdo e permeado) foi realizada por detetor IR, que permitiu relacionar a area
ao pico da resposta do sinal IR como as concentra¢cdes de PEG e DEX presentes na respetiva
amostra de solutos orgéanicos resultantes das permeacdes pelas membranas e das respetivas
alimentacdes, mas para tal foi necessario determinar as retas de calibracdo para cada PEG e
DEX (Anexo 4.1, Figura 6.21 a Figura 6.28).

2.2.7.3. Permeacao do extrato aquoso de folhas e talos de beterraba

Os ensaios de recuperagdo do extrato aquoso de folhas e talos de beterraba foram realizados
na instalacdo de UF em modo de recirculagéo total (i.e. com recirculacdo do permeado e do
concentrado para o tanque de alimentagdo). Antes da recolha da amostra de permeado o sistema
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ficou a estabilizar durante 30 minutos, de forma a se atingir uma boa homogeneizacdo da

alimentacéo.

O fracionamento foi realizado através da permeacéao do extrato pelas membranas preparadas na
Tabela 2.4.

Os ensaios de UF foram realizados com um volume de extrato de 4 L (para tal efetuou-se uma
diluicao de 1:1 do extrato preparado), a PTM de 1, 2 e 3 bar, caudal de circulagao de alimentacao
de 180 L/h e a uma temperatura de aproximadamente 15°C. Neste estudo utilizou-se 0 mesmo
extrato como alimentacéo, apenas recolhendo fragbes dos permeados, com um volume de
aproximado de 20 mL, as PTMs 1, 2 e 3 bar nas cinco membranas estudadas, também foram
recolhidas amostras da alimentacdo no inicio dos ensaios de permeacdo de cada membrana e
no final (estas amostras foram denominadas AC20_A, AC22_A, AC25 A, AC28 A, AC35 A e
AF).

O primeiro ensaio foi para a membrana AC20, a que apresentava a porosidade menor, e de
seguida trocou-se a membrana na instalacdo de UF para a AC22 efetuou-se o estudo da
permeacdo para esta membrana, e assim progressivamente até terminar o estudo com a
membrana com maior porosidade (AC35). Na Figura 2.8 podem ser observados a coloragédo

resultante da permeacao pelas diferentes membranas, bem como da alimentacao.

Figura 2.8. As fragbes dos permeados na PTM de 3 bar e as amostras da alimentacdo, da esquerda para a
direita AC20_A, AC20_3, AC22_3, AC25_3, AC28_3, AC35_3 e A Final.

2.3. Andlise estatistica

Para a andlise estatisticas dos resultados obtidos utilizou-se o software Excel (versao do
Microsoft Office 365 Proplus), o GraphPadPrism 5.0 e o IBM SPSS Statistics 25 — Analise de
Componentes Principais (PCA). O desvio padrdo utilizado nas retas de calibracdo foi

determinado pelo GraphPadPrism 5.0.

O método de componentes principais (PCA) é uma analise estatistica multivariada de dados cujo
principal objetivo é a redu¢éo de dimensionalidade de um conjunto de dados. Assim, € possivel
reduzir a dimensionalidade de um conjunto de dados originais nhum conjunto de novas variaveis
ndo correlacionadas, denominados componente principal (PC), estas novas varidveis sao
combinacdes lineares das variaveis originais e que permitem representar a maxima informagéo
dos dados (190).
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Neste trabalho utilizou-se a analise PCA para realcar a variancia das quantificacdes dos extratos
aquosos das folhas e talos da beterraba preparados relativamente a sua bioatividade, também
se aplicou esta metodologia para compreender o comportamento destas variaveis no
fracionamento do extrato BDP pelas membranas em estudo, bem como a influéncia da PTM
sobre as bioatividades exibidas pelas diferentes fracdes. Como as quantificacdes das diferentes
variaveis ndo estavam na mesma escala utilizou-se uma matriz de correlagdo que permitiu

padronizar as variaveis (191).
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Este trabalho experimental compreendeu trés etapas distintas, a primeira abordou o
desenvolvimento de uma metodologia para preparacdo de extratos aquosos de folhas e talos de
beterraba e a sua caraterizagdo em termos de composi¢céo e atividades bioldgicas, a segunda
incidiu sobre a utilizacdo de um método de separacdo dos compostos presentes no extrato
baseado na tecnologia de membranas e, por fim, a andlise e caraterizacéo das fragcdes do extrato
aquoso resultantes da permeacdo (permeados e alimentacdo) através das diferentes
membranas preparadas de modo a identificar a frag&o onde se conseguiu maiores bioatividades.
Adicionalmente foi feita a identificacdo e quantificacdo de compostos bioativos (CBs) presentes
no extrato de modo a avaliar o potencial de valorizacdo deste residuo agricola como fonte de

compostos de elevado valor.

Na primeira etapa, foi utlizado um residuo agricola para preparar diferentes extratos aquosos de
folhas e talos de beterraba. A caracterizacdo dos extratos aquosos preparados permitiu
identificar qual apresentava melhores resultados relativamente a sua bioatividade e contetido em
CBs. Para tal, efetuou-se o doseamento dos fenois totais (FT), dos hidratos de carbono e
proteinas totais. Também se procedeu a avaliacdo da atividade antioxidante (DPPH) e a

atividade inibitoria sobre a acetilcolinesterase (AChE).

Mediante os resultados obtidos foi selecionado o extrato aquoso com extracédo assistida com o
enzima (EAE) pancreatina (BDP), para as etapas subsequentes de recuperacao de CBs através

da tecnologia de membranas.

O fracionamento do extrato BDP através da tecnologia de membranas neste trabalho
experimental ocorreu em modo de recirculacdo total e foram recolhidas fracdes as pressdes
transmembranares (PTM) de 1, 2 e 3 bar. Para tal, foram preparadas cinco membranas
assimétricas de acetato de celulose através do método de inversao de fases, com porosidades
diferentes, e caraterizadas em termos da sua permeabilidade hidraulica e do limite de exclusédo
molecular (MWCO).

A andlise das fracBes resultantes das permeacfes das diferentes membranas, bem como das

amostras da alimentacao, foi efetuada em termos da composi¢do de CBs e da sua bioatividade.

A identificacdo e quantificagdo de alguns CBs presentes nos extratos aquosos das folhas e talos
da beterraba e nas fracdes resultantes das permea¢des das membranas e das amostras da
alimentacéo foi realizado através do método de cromatografia liquida de elevada resolucéo
(HPLC-DAD). Aidentificacdo dos CBs foi determinada por espectrometria de massa com elevada
resolugédo (LC-QTOF-MS), para as fragfes resultantes das permeacdes pelas membranas a
PTM de 3 bar e do extrato BDP.

No final, avaliou-se a hepatotoxicidade, das fracbes do permeados e do extrato BDP que
apresentaram os melhores resultados, em linhas celulares humanas do cancro do figado (Hep-

G2), o que permitiu avaliar a sua citotoxicidade.
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3.1. Caraterizagdo dos extratos agquosos das folhas e talos da beterraba

3.1.1. Doseamento dos compostos bioativos (CBs) presentes nos extratos aquosos

Os extratos aquosos foram preparados a partir das folhas e talos da beterraba por decoccéo
(Bdec), por extragcdo assistida pelo enzima pepsina (BDG), por extracdo assistida pelo enzima
pancreatina (BDP) e pela extracdo assistida pelos enzimas pepsina e pancreatina (BDC),
também foram preparados os respetivos controlos BCG, BCP e BCC, como descrito em 2.2.1.
Com a utilizacdo dos enzimas pepsina ou pancreatina pretendia-se simular a digestéo parcial
gastrica ou pancreatica, respetivamente. Enquanto que para a simulacédo da digestdo completa

utilizaram-se ambos enzimas, pepsina e pancreatina.

Os extratos aquosos preparados foram quantificados em termos de fendis totais (FT), hidratos
de carbono e proteinas, de acordo com o procedimento experimental descrito em 2.2.3.1, 2.2.3.2

e 2.2.3.3, respetivamente, tendo-se obtido os resultados da Tabela 3.1 e Figura 3.1.

Tabela 3.1. Quantidade de FT, proteinas e hidratos de carbono presentes nos extratos aquosos preparados
e respetivos controlos preparados como descrito em 2.2.1.

Extratos FT Proteinas Hidratos de Carbono
Aquosos (Mg GAE/MI) (mg BSA/mL) (mg Glucose/mL)
Bdec 0.118 £ 0.022 2.159 £ 0.251 1.171 £ 0.075
BCG 0.234 £ 0.035 10.935 + 0.951 3.187£0.124
BDG 0.356 + 0.005 21.057 + 0.090 6.474 £ 0.106
BCP 0.237 £ 0.004 9.613 £ 0.736 2.650 £ 0.113
BDP 0.549 £ 0.030 23.838 + 0.762 5.468 + 0.048
BCC 0.237 £ 0.029 6.003 £ 0.571 1.885+0.110
BDC 0.419 £ 0.002 24,557 £ 0.134 5.937 £ 0.117
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Figura 3.1. Quantificacdo dos CBs presentes nos extratos aquosos. a) FT expressos em pug GAE/uL de
extrato; b) proteinas (Pt) e hidratos de carbono (HC) expressos em mg BSA/mL e mg Glucose/mL de
extrato, respetivamente.

Os CFs presentes em extratos de plantas constituem um dos maiores grupos de metabolitos

secundéarios presentes em frutas, legumes, chas, e habitualmente sé&o-lhes atribuidas
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propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, anticancerigenas e outras propriedades
biolégicas (26), assim, por esta razdo procedeu-se a quantificacdo dos FT nos extratos
preparados. Como é possivel verificar pela interpretacéo da Figura 3.1 a) (barras azuis), o extrato
BDP apresentou o valor mais elevado em termos de FT, com uma concentracdo de
0,549 pug GAE/JL de extrato. Este valor destacou-se dos extratos obtidos por extracdo assistida
pela enzima (EAE) pepsina (BDG), da EAE com pepsina e pancreatina (BDC) e do extrato por
decoccdo (Bdec). Os extratos obtidos pelas EAEs (BDG, BDP e BDC) apresentaram
guantificacdes mais elevadas em FT (barra azul), proteinas (barra cinza) e hidratos de carbono
(barras amarelas), em comparagdo com 0s extratos controlos das EAEs (BCG, BCP e BCC) que
foram preparados nas mesmas condi¢des, mas na auséncia dos enzimas e o extrato por
decoccao (Bdec). Neste sentido, os enzimas associadas a digestdo no trato gastrointestinal,
como a pancreatina e pepsina, apresentaram maior eficiéncia de extracdo dos CFs presentes
nas folhas e nos talos da beterraba. Esta elevada eficiéncia podera estar associada a capacidade
destes enzimas degradarem a estrutura celular, nomeadamente polissacaridos de parede celular
e hidrolisar ligacBes entre alguns CFs e compostos celulares (192,193), o que proporciona
melhor contato entre os compostos presentes no extrato e com o solvente, neste caso a agua,
aumentando a eficiéncia de extracdo dos compostos. A pepsina € uma enzima gastrica e digere
proteinas por hidrélise das cadeias peptidicas, enquanto a pancreatina € uma mistura enzimatica
composta por amilase pancreética, lipase e protease que hidrolisam hidratos de carbono, lipidos

e proteinas (192).

De ressalvar, no entanto, relativamente a quantificacdo de proteina, que esta foi efetuada pelo
meétodo de Bradford, esta baseia-se na ligacdo do Coomassie G-250 a grupos ionizaveis, sendo
0s extratos amostras heterogéneas de compostos, o valor de proteina registado podera ter sido
sobrestimado e devido ndo apenas as proteinas e aminoacidos presentes, mas a outros

compostos interferentes (194).

Apés secagem dos extratos preparados verificou-se ainda que o Bdec apresentava uma
concentracdo em massa seca de extrato de 6.9 mg/mL enquanto que o BDP de 36.5 mg/mL,
como demonstrado Tabela 2.1. A maior quantidade de massa seca no extrato BDP podera estar
relacionada com a capacidade do enzima pancreatina de extrair maior quantidade de compostos.
Com base nas concentracdes de extrato seco (EXS) dos extratos foi possivel calcular o teor em
FT de 17.122 ug GAE/mg EXS e 15.037 pg GAE/mg EXS, respetivamente para a Bdec e BDP.
De acordo com Koubairer et al. (157), os extratos de talos de beterraba extraidos com acetonitrilo
apresentaram um contetido em FT de 10 + 0.5 pg GAE/mg EXS, inferior aos extratos aquosos
obtidos neste trabalho, mas ainda assim dentro da mesma ordem de grandeza. No estudo de
Biondo et al (195) que caraterizou as folhas de beterraba em diferentes tempos de germinagéo,
e obtendo extratos com 40 % de metanol, foram obtidos resultados idénticos aos extratos BDP
e Bdec. Assim, foi possivel concluir que a extragdo assistida com enzimas apresentou uma
capacidade de recuperacao de CFs semelhante a extragdo com solventes organicos, sem a

necessidade da utilizacédo deste tipo de solventes.
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Os extratos Bdec e BDP apresentaram resultados semelhantes a nivel de quantificacdo de FT
por extrato seco, o fato do enzima pancreatina ter maior capacidade de extracdo de CFs, leva a
gue seja necessaria menor quantidade de solvente. Este fato permite uma extragdo com carater
mais ecologico e eficiente, com necessidade de menor quantidade de solvente, pois com a EAE
com pancreatina utiliza aproximadamente 7,5x menor quantidade de solvente, e sem

necessidade de utilizagdo de temperatura elevadas (196).

Relativamente aos doseamentos das proteinas (Figura 3.1. barras cinzas) e hidratos de carbono
(Figura 3.1. barras amarelas) estes apresentaram o mesmo padrdo de variacdo entre os
diferentes extratos que os FT, ou seja, os extratos resultantes das digestdes enzimaticas
apresentaram sempre valores mais elevados que os extratos dos controlos e da decoccdo. Na
quantificacdo das proteinas dos extratos os resultados obtidos sdo semelhantes com os da
bibliografia (169).

3.1.2. Determinacédo da atividade antioxidante — Capacidade de reducéo do radical DPPH

Foi efetuada a determinacao da atividade antioxidante dos diferentes extratos, através do método
DPPH, como descrito no procedimento experimental em 2.2.4, e 0s resultados estdo expressos
na Tabela 3.2. Também foram determinados ensaios controlos das atividades das solucdes

enziméticas de pepsina (SG), pancreatina (SP) e pepsina com pancreatina (SC).

Tabela 3.2. Quantificacdo da atividade antioxidante (DPPH) dos diferentes extratos aquosos.

Extratos
Bdec BCG BDG BCP BDP BCC BDC SG SP SC
(1:100)
Atividade 21.74 33.58 4273 37.31 72.64 20.65 62.04 6.22 2.21 5.90
Antioxidante + + + + + + + + + +

DPPH (%) 2.820 3.905 3.676 3.107 3.600 3.131 3.786 1.464 0.841 1.524

Com a observacdo da Figura 3.2 verificou-se que as solugbes de enzimas SG, SP e SC
apresentaram valores muito baixos de atividade antioxidante, assim foi possivel atribuir as
guantificacdes determinadas para os extratos BDG, BDP e BDC apenas aos CBs presentes no
extrato das folhas e talos da beterraba.
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Figura 3.2. Quantificacdo da atividade antioxidante através do método de DPPH (barra cinza) e FT
presentes nos extratos aquosos na determinacdo da atividade antioxidantes (marcador azul).
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Na Figura 3.2 estéo representadas as atividades antioxidantes dos diferentes extratos e solu¢des
de enzimas (barra cinza) e a quantidade de FT presentes nos extratos aquosos para a
determinacéo da atividade antioxidante (marcador azul). Permitindo analisar a quantidade de FT

gue cada extrato aquoso apresenta e a correspondente atividade antioxidante.

Como se pode observar na Figura 3.2, os extratos BDP e BDC apresentaram atividades
antioxidantes (barra cinza) mais elevadas comparativamente 0S outros extratos aquosos
estudados. Os extratos Bdec, BCG, BDG e BCP apresentaram aproximadamente a mesma
atividade antioxidante e o extrato BCC inferior. Apos analise do doseamento dos FT (marcadores
azuis) com as atividades antioxidantes (barra cinza) foi possivel verificar que existe uma relacao
direta, ou seja, os extratos com maior quantidade em FT foram também os que apresentaram

atividades antioxidantes mais elevadas.

Na Figura 3.3 é uma representacao da quantidade de FT presente em cada um dos extratos e a
respetiva atividade antioxidante, foi possivel verificar que existe uma relacdo de
proporcionalidade direta, com correlagdo R? = 0.8758, entre a quantidade de FT presentes nos
extratos aquosos e as atividades antioxidante por estes exibidas. Mais uma vez foi notério que o
extrato BDP apresentou maior quantidade de FT e consequente também exibiu a atividade
antioxidante mais elevada de todos os extratos. Estes resultados vao de encontro as referéncias
gue os CFs sdo CBs presentes nas plantas que apresentam uma elevada contribuicdo para

atividade antioxidante exibida nos extratos de plantas (34).
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Figura 3.3. Relacdo entre FT presentes nos extratos aquoso e a sua atividade antioxidante (DPPH).

Com base nos valores determinados, poder-se-a fazer uma aproximacédo de que o extrato BDP
apresentou 50 % da atividade antioxidante (ICso) a uma concentracdo de 3.8 pug GAE/mL. Os
valores encontrados na bibliografia foram sempre mais elevados e na ordem dos 19 ug GAE/mL
para extratos de folhas e ramos de beterraba, para outros métodos de extracdo (157). Isto
significa, com as devidas aproximacfes, que o extrato BDP obtido neste trabalho exibe uma
atividade antioxidante superior ao referenciado pela bibliografia necessitando de concentracdes
inferiores de FT para obter a mesma atividade antioxidante, mais uma vez indicando o que o
processo de extracao aplicado foi eficiente.
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3.1.3. Determinacéo da atividade inibitéria do enzima Acetilcolinesterase (AChE)

Para a determinacao da atividade inibitéria do enzima AChE nos extratos preparados, recorreu-
se ao procedimento descrito em 2.2.5.1, os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela
3.3. Nas atividades inibitérias da AChE para os extratos BDP e BDC foi utilizado 50 L de extrato.

Tabela 3.3. Determinac&o da atividade inibitéria enzimética da AChE dos diferentes extratos aquosos.

Bdec BCG BDG BCP BDP BCC BDC SG SP SC
1:10 1:10 1:10 1:10 1:20 1:10 1:20 1:10 1:10 1:10

Extratos

Atividade 33.34 58.93 66.55 53.69 65.98 44.42 4243 0520 8.420 22.78
Inibitéria + + + it + + + + +

AChE (%) 0.927 2621 0.713 0474 1138 1649 2255 0.297 1625 1.917
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Figura 3.4. Determinag&o da atividade inibitéria enzimatica da AChE (barra cinza) e a quantidade de FT
presentes nos extratos para cada ensaio (marcador azul).

Para determinar se as solu¢fes de enzimas SG, SP e SC influenciavam a atividade inibitoria da
AChE, efetuaram-se estes controlos adicionais. Como é possivel verificar na Figura 3.4 os
extratos SG e SP ndo apresentaram atividade inibitéria significativa sobre a AChE, assim foi
possivel atribuir as inibicdes da AChE determinadas apenas aos CBs presentes nos extratos
BDG e BDP. Por outro lado, na quantificacdo do extrato SC este apresentou 22.78 % de inibicao
da AChE, assim sendo na quantificacdo da BDC foi necessério ter em consideracao a atividade
inibitéria, com a devida corre¢cdo o extrato BDC apresentou 31.04 % de inibicdo da AChE que

possa ser atribuido apenas aos CBs presentes nos extratos.
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Figura 3.5. Relacéo entre FT presentes nos extratos aquosos e a sua atividade inibitéria da AChE.
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Pelos resultados obtidos, foi possivel verificar que os extratos BDP e BDG sdo os que
apresentam maior atividade inibitéria sobre a AChE, de aproximadamente 65 %. Mas quando se
avalia a quantidade de FT presente nos extratos responsaveis pela inibicdo da AChE, como
representado na Figura 3.4 (marcador azul) e a Figura 3.5, a quantidade de FT presentes nos
extratos nos ensaios de inibicdo da AChE foi de 27.44 ug GAE para o extrato BDP e de
35.56 ug GAE para o BDG. Portanto obtendo-se para BDP a mesma inibicdo da AChE para
uma quantidade de FT inferior que no extrato BDG. Assim foi possivel supor que a extracao
assistida pelo enzima pancreatina consegue extrair CFs que exibem maior bioatividade de
inibicdo da AChE.

De uma forma aproximada, o extrato BDP apresentou 50% de inibicdo da AChE para uma
concentracdo de aproximadamente 20.8 pg GAE/mL, enquanto o extrato BDG necessitou de
uma concentracdo de aproximadamente 26.71 pg GAE/mL, neste tipo de quantificacdo nos
extratos que exibem compostos mais bioativos usa-se menor concentracdo para apresentarem

certa atividade, o que é o caso do BDP.

Ap6s pesquisa bibliografica relativa a estudos sobre a inibigdo da AChE em extratos de folhas e
talos de beterraba verificou-se que até ao momento ainda nao foram reportados estudos nesta
tematica.

3.1.4. Andlise e identificacdo dos compostos

3.1.4.1. Cromatografia liquida de elevada performance HPLC — DAD

Os extratos aquosos das folhas e talos de beterraba foram analisados através de uma
cromatografia liquida de elevada performance (HPLC-DAD) com uma coluna de fase reversa
RP-8, descrita em 2.2.2.1, os cromatogramas obtidos sdo apresentados na Figura 3.6.

O perfil cromatografico dos extratos foi muito semelhante em termos de nimero de compostos
separados no HPLC. Apéds a andlise dos cromatogramas dos extratos aquosos das folhas e talos

da beterraba, foi possivel identificar onze picos de intensidade nos diferentes extratos.

O cromatograma da Bdec foi o que apresentou menor quantidade de compostos isolados e com

picos com intensidades inferiores (Figura 3.6, Bdec).

Os extratos BDP e BDC (Figura 3.6) apresentavam um perfil cromatografico muito semelhante,
apenas variando na intensidade de absorvéncia dos diferentes picos, o extrato BDP exibe no
geral intensidades de absorvéncia superiores dos picos identificados.

Também foi importante real¢ar que os cromatogramas dos extratos BDP e BDC possuem uma
linha de base elevada relativamente aos outros cromatogramas, este fato pode estar relacionado
com a capacidade da digestao enzimatica catalisar a degradacao das paredes e das membranas
celulares, libertando fibras frequentemente denominadas por mucilagens, estas sdo uma mistura
de polissacaridos e outros polimeros presentes nestas estruturas das plantas (197). Como
consequéncia da presenca de mucilagens estes extratos apresentam cromatogramas com
elevagdo da linha de base (24). Uma sugestdo poderia ser a precipitacdo das mucilagens
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presentes nos extratos BDP e BDC, com etanol através do métodos descrito por Ghanem et al.

(197), mas implicaria uma nova etapa de processamento do extrato e utilizagdo de solventes
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Figura 3.6. Cromatograma dos extratos aquosos de folhas e talos de beterraba: Bdec (com ampliagcdo no
intervalo de tempos de reten¢do de 2.5 a 5 min), BCG, BDG, BCP, BDP, BCC e BDC.

Quando se comparou os cromatogramas dos controlos das digestées enzimaticas denotou-se
gue o BCC apresentava menor intensidade em todos os picos e com menor resolucao. Este fato
podera estar relacionado com as quatro horas de incubagdo do extrato o que pode conduzir a
deterioracdo dos CBs presentes no extrato.
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Relativamente ao extrato preparado por EAE com pepsina (BDG), verificou-se que quando
comparado com o seu controlo (BCG) este ndo apresentou diferencas na intensidade dos picos
separados, nem o isolamento de outros compostos. Isto pode explicar porque n&do exibem entre
si diferengas relevantes nas bioatividades anteriormente quantificadas, atividade antioxidante e
inibicdo da AChE. Também é importante realcar que foi efetuado o cromatograma do suco
gastrico (SG) e os compostos presentes absorvem muito pouco, nado influenciando nos
cromatogramas do extrato BDG, como é possivel visualizar no Anexo 2.1, Figura 6.4.

Nos cromatogramas BDP e BDC foi possivel verificar que ocorreram diferencas relativamente
aos controlos (BCP e BCC). Verificou-se um aumento consideravel na intensidade dos picos dos
compostos isolados, nomeadamente nos picos 3, 4, 5 e 6, e de forma mais evidente no 4 e 5,
isto pode explicar o aumento na generalidade das bioatividades quando os extratos sé&o obtidos
por digestdo enzimética com pancreatina relativamente aos controlos. Foi evidente o aumento
da atividade antioxidante em ambos o0s extratos relativamente aos seus controlos e, no caso do

extrato BDP, o aumento da inibicdo da AChE relativamente ao controlo BCP.

Quando se utilizou a solucdo contendo pancreatina, a SP e SC, verificou-se que estes
cromatogramas apresentam alguns picos. ApOs a sobreposicdo destes cromatogramas com 0s
dos extratos BDP e BDC (Anexo 2.1, Figura 6.5 e Figura 6.6), foi possivel observar que ao tempo
de retencdo 10 e 15 min e, sobreponiveis com os compostos 4 e 5 em BDP e BDC, 0s picos
presentes nos cromatogramas do SP e SC apresentam uma intensidade relativa muito inferior a
dos referidos compostos e, portanto assumindo-se que 0s picos ho cromatograma do extrato
BDP e BDC sdo compostos presentes no extrato e ndo interferéncias das solu¢des de enzimas

de extracao.

Na Tabela 3.4, estdo representadas as intensidades relativas dos picos maioritarios identificados

por HPLC-DAD dos compostos presentes nos extratos aquosos.

Tabela 3.4. Intensidade relativa dos sinais dos picos identificados obtidos por HPLC-DAD para os extratos
aquosos das folhas e talos das beterrabas.

Composto Bdec BCG BDG BCP BDP BCC BDC
1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
2 ND +++ ++ +++ ++ + ++
3 - + + + +++ + +++
4 - + ++ + +++ + +++
5 + + + + +++ + +++
6 - + + + + - +
7 - ++ ++ ++ +++ + +++
8 - - - + - - -
9 ND + + + + + +
10 - + + + + - +
11 = +++ ++ +++ ++ + ++
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O composto 1 estava presente em todos os extratos aquosos preparados de folhas e talos de

beterraba com um tempo de retencdo de aproximadamente 2.8 min e 0 seu espectro UV-Vis

(Anexo 2.2, Figura 6.7) apresentava méaximos de absorvéncia aos comprimentos de onda 213

nm e 270 nm, com elevadas intensidade de absorvéncia. No entanto, este pico estava melhor

resolvido no extrato Bdec.

Ao tempo de retencdo de aproximadamente 3 min foi identificado o composto 2. O espectro UV-

Vis do extrato BCG neste tempo de retencéo esta representado no Anexo 2.2, Figura 6.8, e

verificou-se que neste tempo de retencdo os extratos preparados apresentavam um composto

com o espetro UV-Vis com o comprimento maximo de absorvéncia aos 540 nm, na zona do

visivel.
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Figura 3.7. Cromatograma dos extratos Bdec, BCG, BDG, BCP, BDP, BCC e BDC no comprimento de onda

de 480 nm e 540 nm.
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Tendo em conta que as betalainas sdo conhecidas por estarem presentes na beterraba (148) e
gue absorvem na regido do UV-Vis de 540 nm e 480 nm, respetivamente as betacianinas e as
betaxantinas (157). Por esta raz&o tragcaram-se os cromatogramas dos extratos aquosos a estes
comprimentos de onda (Figura 3.7), o que permitiu evidenciar a presenca deste tipo de

compostos nos extratos ao tempo de retencdo de 3 min.

Da interpretagdo da Figura 3.7 foi possivel verificar que no extrato Bdec ndo apresentava
evidéncia de compostos com absorvéncia aos comprimentos de onda de 480 nm e 540 nm,
possivelmente ndo possuindo na sua composicdo este tipo de compostos em concentragdo
detetaveis. Este fato podera estar relacionado com deterioracdo devido a temperaturas elevadas
durante o periodo de tempo que decorreu a decoccédo o que ja foi verificado por outros autores
(198), e consequentemente a baixa bioatividade registada do extrato Bdec nos ensaios

efetuados.

De seguida, tragou-se os espetro UV-Vis nestes tempos de retencdo ao comprimento de onda

de 540 nm podendo ser visualizado na Figura 3.8.
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Figura 3.8. Espetros UV-Vis ao tempo de retencdo de 3.3 min, composto 2 (betacianina) nos extratos BCG,
BDG, BCP, BDP e BDC.

Foi possivel deduzir que o composto 2 pertencente a subclasse da betacianinas, com elevada
probabilidade de ser uma betanina, pois apresenta um espetro UV-Vis semelhante ao
referenciado pela bibliografia (199). Os extratos que apresentam maiores quantificacdes sdo os
BCG e BCP, Figura 3.7, pois apresentam intensidades de absorvéncia mais elevada ao
comprimento de onda de 540 nm. Este fato, leva a considerar que as extracdes assistidas com
enzimas (pepsina e pancreatina) ndo sdo vantajosas para a extracdo destes CBs. No entanto,
as extracdo das betalainas é favorecida numa raz&o solvente/extrato baixa, com a adicdo da
solucdo enzimética verifica-se 0 aumento desta razdo, como sugerido pelas intensidades de
absorvéncia entre os extratos BCG e BCP e os extratos BDG e BDP (200,201).
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Quanto as betaxantinas ja foram identificados em extratos de folhas e talos de beterraba em
menores quantidades que as betacianinas (64,157). ApOs analise da Figura 3.7 ndo foi possivel
detetar as betaxantinas nos cromatogramas com o comprimento de 480 nm.

Nos cromatogramas dos extratos da Figura 3.6 foi possivel identificar o composto 3, ao tempo
de retengcdo de aproximadamente 4.4 min, encontrando-se presente em todos 0s extratos
aquosos, mas com elevada intensidade de absorvéncia nos extratos BDP e BDC e com pouca
intensidade no Bdec, apresentando o comprimento de onda maximo aos 204 nm e 260 nm

(demonstrado no Anexo 2.2, Figura 6.9).

O composto 4 foi isolado em todos os extratos aquosos preparados, apresentando-se ao tempo
de retencdo de aproximadamente 9 minutos, mas os extratos BDP e BCP apresentam uma
intensidade elevada relativamente aos outros extratos. O UV-Vis deste composto pode ser
observado no Anexo 2.2, Figura 6.10, apresentou absor¢do maxima aos comprimentos de onda
de 204 nm e de 257 nm. A extracdo deste composto parece ter sido intensificada pela extracéo
com o enzima pancreatina. Tal como referido, apesar de ocorrer sobreposicdo de um pico do
cromatograma da solucdo de pancreatina (SP) e solucdo de pepsina e pancreatina (SC)
utilizadas para a preparacéo dos extratos BDP e BDC, respetivamente, no espectro UV-Vis pode
verificar-se que o composto maioritario presente a este tempo de retencdo ndo era proteina
(Anexo 2.2, Figura 6.5 e Figura 6.6), dado que o UV-Vis apresenta uma baixa absor¢cdo ao

comprimento de onda de 280 nm.

Nos cromatogramas da Figura 3.6 ao tempo de retencdo de aproximadamente 15 min foi
identificado o composto 5. Este composto isolado em todos 0s extratos aquosos, apresentava
uma intensidade de absorvéncia muito superior nos extratos BDP e BDC, relativamente aos
restantes extratos como também é possivel observar na Tabela 3.4. Tal como referido, apesar
dos cromatogramas do SP e SC apresentarem um pico a este tempo de retencéo verificou-se
gue o composto gque saia com este tempo de retencdo apresentava nos extratos BDP e BDC
intensidades muito superiores aos compostos presentes em SP e SC (Anexo 2.2, Figura 6.5 e
Figura 6.6), Através da interpretacdo do UV-Vis do composto 5 (demonstrado no Anexo 2.2,
Figura 6.11), verificou-se que este apresenta dois comprimentos de com absorvéncia maxima
aos 220 nm e aos 275 nm.

Para identificar a presenca de flavonoides nos extratos analisados, representou-se 0s
cromatogramas ao comprimento de onda de 340 nm verificou-se que estes CFs se encontravam
no intervalo dos tempos de retencdo entre 0s 16 min e os 27 min (Figura 3.9), assim foi possivel
identificar os compostos que nos cromatogramas dos extratos exibiam picos que correspondiam
aos flavonoides, nomeadamente do composto 6 a 11. Os cromatogramas dos extratos ao
comprimento de onda de 340 nm apresentavam um perfil semelhante, mas variando
consideravelmente na intensidade de absorvéncia dos picos nos diferentes extratos (Figura 3.9),
verificando-se que os extratos Bdec e o BCC apresentavam quantidades inferiores de
flavonoides e os extratos BDP e BDC apresentam picos de maior intensidade, nomeadamente

um aumento de intensidade do pico correspondente ao composto 7.
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Figura 3.9. Cromatograma dos extratos Bdec, BCG, BDG, BCP, BDP, BCC e BDC no comprimento de onda

de 340 nm.

Para efetuar a identificacdo dos CFs, efetuou-se a andlise por HPLC-DAD dos seguintes
padrdes: 4cido cafeico, &cido ferulico, acido galico, rutina, acido vanilico, &cido siringico, acido
clorogénico e vitexina. No Anexo 2.3, Figura 6.14 a Figura 6.20 podem ser observados os tempos

15
Tempo (min)

20 25

20 25

30

30

20 25

20 25

20 25
10
9 1
1
20 25
10
7 911
8
iy
20 25
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O composto 6 dos cromatogramas das Figura 3.6 e da Figura 3.9, com um tempo de retencéo
de aproximadamente de 16.7 min encontra-se presente em todos os extratos. Este composto
cujo espetro UV-Vis apresenta absorcao maxima aos comprimentos de onda de 213 nm, 270 nm
e 340 nm (Anexo 2.2, Figura 6.12), e, apresenta um espetro com um perfil caracteristico de uma
apigenina (33,202).

O composto 7 dos cromatogramas da Figura 3.6 e Figura 3.9 apresentava um tempo de
retencéo de aproximadamente 17 min, e dado que possui uma absor¢do maxima ao comprimento
de onda dos 340 nm podera ser um flavonoide (Figura 3.10) (33,202). Pode-se supor que este
composto é um apigenina glicosada, ou seja, um derivado da vitexina, e com a sobreposicdo dos
espetros UV-Vis dos extratos como o padréo vitexina verificou-se que todos apresentam o

mesmo perfil de absorgao, como é visualizado na Figura 3.10.

No entanto, a vitexina possui dois isdmeros a apigenina-6-C-glucosido e a apigenina-8-C-
glucosido, sendo denominado como isovitexina e a vitexina. De acordo com a bibliografia, estes
isdbmeros apresentam tempos de retencdo diferentes, a vitexina sai sempre em primeiro lugar
sendo o seu isémero (isovitexina) habitualmente identificado a tempos de retencéo superiores
aos da vitexina.(169).
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Figura 3.10. Espetros UV-Vis composto 7 (derivado da vitexina) nos extratos aquosos de folhas e talos de
beterraba e o padrao vitexina 1 mg/mL.

Como é possivel verificar pela analise da Tabela 3.4 os extratos BDP e BDC apresentam
intensidades de absorvéncias mais elevadas relativamente aos outros extratos para este
composto 7. Mais uma vez, foi possivel relacionar o aumento de intensidade do pico

correspondente a vitexina & extracéo assistida por pancreatina.

O composto 8 dos cromatogramas das Figura 3.6 e Figura 3.9, poderéa pertencer a classe dos
flavonoides e pela observacéo do espectro UV-Vis foi possivel verificar que absorve aos 255 nm
e 350 nm (Figura 3.11). Tendo em conta a bibliografia foi possivel supor que o composto 8 € um
o flavonol, possivelmente a quercetina (203), no entanto o pico deste composto esta presente

com intensidade muito reduzida em todos os extratos aquosos.
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Figura 3.11. Espetros UV-Vis composto 8 (quercetina) nos extratos aquosos de folhas e talos de beterraba.

O composto 9 com um tempo de retencdo de aproximadamente 19.20 min (Figura 3.6 e Figura
3.9), encontrou-se em todos o0s extratos com pouca intensidade, exceto no extrato Bdec que nao
possui este pico resolvido. Verificou-se que o espetro UV-Vis deste composto apresenta
absorctes maximas aos comprimentos de onda 213 nm, 270, e 340 nm (Anexo 2.2, Figura 6.13),

pode-se propor que este composto seja uma apigenina.

Nos cromatogramas da Figura 3.6, 0 composto 10 podera corresponder ao composto bioativo
a rutina, um flavonol. Esta identificacdo efetuou-se através da comparacao dos espectro UV-Vis
dos extratos com o padrdo da rutina 1mg/mL, e através do tempo de retencdo do padrdo rutina
que corresponde com os tempos de retencéo do composto 10 nos extratos aquosos preparados
(Anexo 2.3, Figura 6.14 a Figura 6.20.
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Figura 3.12. Espetros UV-Vis composto 9 (rutina) nos extratos aquosos de folhas e talos de beterraba e o
padréo rutina 1 mg/mL.

A rutina (composto 10) estd presente em todos 0s extratos aquosos preparados, no entanto
apresenta variacdes. A rutina (composto 10) foi quantificada recorrendo ao valor maximo de
absorvéncia do padrao (a 350 nm), sendo que a maior concentragdo foi obtida no extrato BCP,
contendo 1.98 mg/mL, e o extrato Bdec apresenta a menor concentragdo, como € possivel
verificar pela observacao da Figura 3.13.
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Figura 3.13. Quantificacdo da rutina (composto 10) nos extratos aquosos da beterraba.

Nos cromatogramas das Figura 3.6 e Figura 3.9 encontrou-se o composto 11 com elevadas
concentracdes em todos os extratos aquosos, exceto no Bdec e BCC. Através da comparacao
do espectro UV-Vis com o padrédo da vitexina 1 mg/mL (Figura 3.14), foi possivel identificar o

composto 11 como sendo o isémero da vitexina, um derivado da isovitexina.
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Figura 3.14. Espetros UV-Vis composto 11 (derivado da isovitexina) nos extratos aquosos de folhas e talos
de beterraba e o padréo vitexina 1 mg/mL.

O derivado da vitexina (composto 7) e o derivado da isovitexina (composto 11) foram

guantificados recorrendo ao valor maximo de absorvéncia do padrao vitexina, a 340 nm.

No entanto, a intensidade de absorvéncia do derivado da isovitexina (composto 11) nos
diferentes extratos apresentou algumas diferencas relativamente ao derivado da vitexina
(composto 7), como explicitado na Tabela 3.4, sendo que o derivado da isovitexina (composto
11) foi encontrada em maior concentracdo nos extratos controlo BCP e BCG e a vitexina

(composto 7) foi encontrada em maior concentracdo nos extratos das digestdes BDP e BDC.

Os isdmeros desta apigenina glicosada, derivado da vitexina (composto 7) e da isovitexina
(composto 11), variam na sua proporcdo dependendo do método utlizado na extracdo dos
compostos presentes nas folhas e talos da beterraba. Assim é possivel observar na Figura 3.15,
a isovitexina (barra cinza) é a flavona predominante nos extratos BCG, BDG, BCP e BCC,
enquanto que nos extratos Bdec, BDP e BDC a concentragdo da vitexina (barra amarela)

aumentou, sendo que apresenta valores semelhantes a isovitexina (barra cinza).
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Figura 3.15. Quantificacédo do derivado da vitexina (composto 7) e do derivado da isovitexina (composto 11)
nos extratos aquosos da beterraba.

O padrdo de acido ferdlico apresentou um pico sobreponivel ao tempo de retencdo de
aproximadamente 21.40 min a um pico presente nos cromatogramas de alguns extratos aquosos
de folhas e talos de beterraba (Anexo 2.3, Figura 6.14 a Figura 6.20). No entanto, verificou-se
gue o pico com este tempo de retencdo ndo estava bem resolvido, impossibilitando a sua

identificacéo.

E importante realcar que os CFs com maior intensidade de absorvéncia em todos os extratos
das folhas e talos da beterraba foram os derivados da vitexina e da isovitexina. No entanto, os
extratos BDP e BDC apresentaram 0s compostos 4 e 5 com elevadas intensidades de
absorvéncia.

3.1.5. lIdentificacdo do extrato aquoso de folhas e talos da beterraba com maior

bioatividade, aplicando a analise de componentes principais (PCA)

Os resultados da extracdo de CBs dos talos e folhas da beterraba foram analisadas usando a
analise estatistica por componentes principais (PCA). Esta analise foi 0til para explicar a
variancia das quantificacdes nos diferentes extratos preparados neste trabalho.

A andlise de componentes principais (PCA) realizada neste estudo permitiu relacionar todos os
dados obtidos sobre as variaveis: capacidade antioxidante (método de DPPH), atividade inibitoria
do enzima AChE e o doseamento em FT, proteinas (Pt) e hidratos de carbono (HC) nos
diferentes extratos analisados Bdec, BCG, BDG, BCP, BDP, BCC e BDC.

Com o PCA foi possivel extrair dois componentes principais, PCEX 1 e PCEX 2, que
representam as variaveis das quantificagcbes efetuados para caraterizar e quantificar as
bioatividades dos extratos aquosos. O PCEX_1 explica 79.02% da variancia das variaveis e
PCEX_2 explica 12.56% da variancia das varidveis. Ambos explicam quase a totalidade da
variancia dos dados.
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Tabela 3.5. PCA — Contribuicdes das variaveis FT, proteinas (Pt), hidratos de carbono (HC), atividade
inibitéria do AChE e atividade antioxidante (DPPH) dos extratos aquosos das folhas e talos da beterraba.
para o componente PCEX_1 e PCEX_2

PCEX_1 PCEX_2
FT (ug GAE/uL) 0.916 0.209
Proteinas (Pt) (mg BSA/mL) 0.949 -0.264
Hidratos Carbono (HC) (mg Glucose/mL) 0.922 -0.168
Atividade Antioxidante — DPPH (%) 0.885 -0.300
Atividade Inibitéria da AChE (%) 0.760 0.630

A Tabela 3.5 representa a matriz dos componentes que corresponde a correlagao das variaveis
com 0s componentes principais estimados. Verificou-se que a PCEX 2 aparentemente
representa a relacdo da atividade inibitéria da AChE com a composicdo em FT, enquanto a
PCEX_1 representa a conjugacao de todas as variaveis para os extratos, como demonstrado na
Figura 3.16.
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Figura 3.16. Distribuicdo das variaveis em estudo relativamente as variaveis extraidas através do PCA
(PCEX_1 e PCEX_2): AChE — Atividade inibitéria do enzima AChE (%); FT — Fendis totais (ug GAE/uL);
HC — Hidratos de carbono (mg Glucose/mL); Pt — Proteinas (mg BSA/mL); DPPH — Atividade antioxidante
pelo método DPPH (%).

Com base nestes dados foi possivel verificar, de acordo com a Figura 3.17, como o0s extratos
aquosos se apresentam em relagdo as componentes principais PCEX_1 e PCEX_2 e as
variaveis ao comparar com a Figura 3.16.
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Figura 3.17. Extratos aquosos posicionados em relacéo das varidveis PCEX_1 e PCEX_2.

Os extratos controlos das digestdes enzimaticas (BCG. BCP e BCC) agrupam-se num grupo
como se pode verificar na Figura 3.17, apresentando caracteristicas semelhantes com uma
contribuicdo positiva para PCEX_2 mas negativa na PCEX_1. O Bdec foi o extrato que apresenta
menor contribuicdo para PCEX_1 e segunda menor por parte da PCEX_2 dai a sua contribuicdo
negativa para ambos componentes principais. O extrato BDC apesar de apresentar uma
contribuicdo positiva para PCEX_1 mostra uma contribuicdo negativa para a PCEX_2, assim foi
possivel admitir que possui bioatividade como atividade antioxidante e uma atividade inibitéria
para AChE reduzida relativamente aos restantes. Por outro lado, foi possivel agrupar o extrato
BDG e BDP, sendo que o extrato BDG ja apresenta maiores bioatividades para estes dois
métodos estudados, pois apresenta contribuicdes positivas para PCEX_1 e PCEX_2. Por fim, o
extrato BDP exibe os melhores resultados para o PCEX 1 sendo este componente o que
contribuiu em maior percentagem para todos as varidveis em analise e ainda apresenta uma
contribuicdo positiva para PCEX_2. Assim foi possivel concluir que possui as melhores
caracteristicas dos extratos aquosos em estudo, por esta razdo foi o extrato aquoso BDP
selecionado para efetuar o estudo de fracionamento do extrato através da tecnologia de

membranas.

3.2. Separacédo e purificacdo do extrato BDP através da tecnologia de

membranas.

3.2.1. Caraterizagdo das membranas

As cinco membranas utilizadas nesta atividade experimental (AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35)
foram preparadas e caraterizadas seguindo os procedimentos descritos em 2.2.7.1 e 2.2.7.2,

utilizando uma instalacdo com duas membranas de acetato de celulose com uma éarea de
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membrana de 147.84 cm?. De seguida, serdo apresentados os valores obtidos e determinados
ao longo das atividades experimentais, tanto a nivel da permeabilidade hidraulica (Lp) e limite de

exclusdo molecular (MWCO).

3.2.1.1. Determinacdo da permeabilidade hidraulica (Lp)

Para a determinacéo da permeabilidade hidraulica foi necesséario realizar ensaios de permeacao
com agua desionizada e determinar experimentalmente o fluxo volumétrico do permeado (Jp) a
diferentes pressfes transmembranares (PTM), e através das equacgdes descritas em 1.5.2.1 foi
possivel relacionar graficamente estes dois parametros. Assim sendo, as PTM de 1, 1.5, 2, 2.5
e 3 bar, determinou-se a massa do permeado a um determinado tempo de recolha, e com estes
valores foi possivel calcular a fluxo volumétrico do permeado (Jp, kg/h.m?). Os valores de Jp
foram corrigidos através da Equacdo 1.2 para a temperatura de 25 °C. Estes valores estao

descritos no Anexo 3.
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Figura 3.18. Determinagdo da permeabilidade hidraulica para as membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e
AC35.

No gréafico da Figura 3.18 estdo determinadas as Lps para as diferentes membranas estudadas
neste trabalho experimental, ou seja, correspondem aos declives das retas que relacionam o Jp

com a AP.

Os valores de Lp aumentam com o incremento da quantidade de formamida usada durante a
preparacdo das membranas de acetato de celulose, dado que a formamida é a principal
responsavel pela porosidade apresentada na membrana (118,125,127). Os resultados obtidos

na Tabela 3.6 encontram-se de acordo com os determinados por Minhalma et al. (132).
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Tabela 3.6. Permeabilidade hidraulica (Lp) das diferentes membranas de UF.

Membrana AC20 AC22 AC25 AC28 AC35

Lp (kg/m?hbar) 1.886 2.491 10.802 23.788 56.869

3.2.1.2. Determinacédo do limite de exclusdo molecular (MWCO)

A capacidade de rejeicdo das membranas a solutos organicos neutros com massa molecular
conhecida permitiu determinar o limite de exclusdo molecular (MWCO) de cada membrana de
acetato de celulose preparada neste trabalho experimental. Para tal, procedeu-se a preparacao
de solucbes de PEG e DEX a 600 ppm e efetuou-se a sua permeacédo a PTM de 1 bar, como
descrito na Tabela 2.5, sendo registado a massa do permeado, o tempo de recolha do permeado,
a temperatura e determinada a concentragcdo dos PEG e DEX nos permeados e nas

alimentacdes (Anexo 4.2).

Para a quantificacdo da concentracdo dos DEX e PEG presentes nos permeados e alimentacdes
recorreu-se a um detetor IR, e a construcao de retas de calibracdo com padrdes para cada DEX
e PEG. No Anexo 4.1, da Figura 6.21 a Figura 6.28, estdo representadas as retas de calibracédo
dos solutos orgéanicos de referéncia utilizados, que relacionam a area do pico no cromatograma

(URIU*min) com a concentracao (ppm).

Com base nestes valores foi possivel determinar o coeficiente de rejeicdo aparente aos solutos
organicos para as respetivas membranas (Tabela 3.7), para este célculo recorreu-se a Equacao
1.3.

Tabela 3.7. Coeficiente de rejeicdo aparente aos solutos organicos para as diferentes membranas a PTM
de 1 bar, a temperatura de 25°C e caudal de circulagdo de alimentagdo de 180 L/h.

AC20 AC22 AC25 AC28 AC35
PEG 1500 67% 66% = = -
PEG 3000 89% 79% 62% - -
PEG 6000 97% 96% 75% = =
PEG 10000 - - 95% - -
PEG 20000 = - - = 34%
DEX 40000 - - - 93% 87%
DEX 70000 = - - 99% 92%
DEX 100000 - - - 100% -

Para calcular o limite de exclusdo molecular (MWCO) foi necessério representar graficamente o
log (f/ (1-f)) (Anexo 4.3) em funcdo da massa molecular (MM) dos solutos orgénicos para cada
membrana. Apés a construcéo das retas log (f/ (1-f)) vs MM (Anexo 4.4 da Figura 6.29 a Figura
6.33) foi possivel determinar os limites moleculares, igualando a reta obtida para cada membrana
ao valor 1. Os MWCOs das membranas de acetato de celulose preparadas podem ser

observados na Tabela 3.8.
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Tabela 3.8. Limites de exclusao molecular (MWCO) das membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35.

Membrana AC20 AC22 AC25 AC28 AC35
MWCO
(kDa) 3.8 4.6 8.6 32 62

Assim foi possivel efetuar o fracionamento do extrato aquoso de folhas e talos da beterraba
(BDP) através das diferentes membranas, sendo que o permeado AC20 vai apresentar 0s
compostos com menores massas moleculares. E os extratos resultantes das permeagfes da
membrana AC35 irdo apresentar todos os compostos que permeiam através da membrana mais
porosa, MWCO=62 kDa.

3.2.2. Ensaios de permeacédo do extrato BDP

ApOs a caraterizacdo das membranas foi possivel a realizagdo do fracionamento do extrato
aquoso BDP em modo de recirculacao total (i.e. com recirculagdo do permeado e do concentrado
para o tanque de alimentac&o) utilizando as membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as
PTM de 1, 2 e 3 bar.

Apo6s a preparacdo do extrato BDP foi efetuado a sua diluicdo em 1:1 com agua desionizada,
este extrato foi o utilizado nos ensaios de permeacdo pelas membranas preparadas. Nestes
ensaios foram recolhidas amostras da alimentacdo antes dos ensaios de permeacédo pelas
membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35, sendo denominadas as amostras AC20_A,
AC22 A, AC25 A, AC28_A e AC35_A, respetivamente. No final dos ensaios de permeacao

recolheu-se a amostra da alimentacdo correspondente a A_Final.

Com os dados experimentais obtidos, descritos no Anexo 5, foi possivel calcular o fluxo de
permeacdo a temperatura 25 °C (aplicando a Equacéo 1.2), estes sdo apresentados na Tabela
3.9.

Também se procedeu a determinacéo do Pr/PWP, este corresponde ao racio entre o fluxo a 25°C
obtido com fragbes permeadas e o fluxo de permeac&o obtido com agua pura. E utilizado como
indicador do desvio a idealidade, ou seja, permite comparar 0 comportamento do extrato utilizado
com o comportamento que se obtém para a agua (127). Este parametro foi determinado através
da Equacéo 3.1.

Pr  J,(25°C)

= Equacéo 3.1
PWP L, xAP

Na Tabela 3.9 pode verificar-se, como esperado, que os fluxos de permeac¢do aumentam com o
aumento da PTM e com o MWCO das membranas estudadas. No entanto, tal como Minhalma et
al. (132) verificaram, a polarizacdo de concentragao/colmatacdo das membranas a quando do
processamento de CFs, leva a uma reducdo significativa no fluxo de permeado, uma vez que a
acumulacao de solutos a superficie da membrana leva a formagéo de uma camada que funciona

como resisténcia adicional & permeacao, tal € verificado pelos valores baixos da razéo Pr/PWP.
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Minhalma et al. (132) observaram também que o aumento da PTM leva ao agravamento dos
fendmenos de polarizagao de concentragao/colmatacgédo e consequente diminui¢cao dos fluxos.

Tabela 3.9. Dados experimentais para as membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 relativos a
variacao do fluxo de permeacdo com a PTM a 25 °C (Jp 25°C) e Pr/PWP.

Fracdo Jp 25°C (kg/h.m?) Pr/PWP
AC20_1 0.689 37%
AC20_2 1.546 41%
AC20_3 2.528 45%
AC22_1 1.382 47%
AC22_2 2.913 50%
AC22_3 4.082 46%
AC25 1 8.453 78%
AC25 2 17.483 81%
AC25_3 23.957 74%
AC28_1 19.546 82%
AC28_2 32.876 69%
AC28_3 40.218 56%
AC35_1 36.905 65%
AC35_2 47.228 42%
AC35_3 51.654 30%

Neste trabalho, este comportamento foi verificado para as duas membranas de maior MWCO,
AC28 e AC35. No entanto, para a membrana de menor porosidade (AC20) verificou-se que o
aumento da PTM leva ao aumento da razdo Pr/PWP, o que demonstra que esta membrana é

menos sensivel aos fendbmenos de polarizacdo de concentracdo/colmatacao.
3.3. Caraterizacao das fracdes dos permeados do extrato BDP

3.3.1. Analise e Identificacdo dos compostos na alimentac@o e nos permeados obtidos

por tecnologia de membranas

3.3.1.1. Cromatografia liquida de elevada performance HPLC — DAD

As fragBes resultantes das permeacdes das cinco membranas as PTM de 1, 2 e 3 bar e das
amostras da alimentacdo foram analisadas através de uma cromatografia liquida de elevada
performance (HPLC-DAD) com uma coluna de fase reversa RP-8, como descrito em 2.2.2.1.
Como j4 referido em 2.1.2 (equipamentos), foi utilizado um HPLC-DAD e coluna RP-8 de outra

marca.

Apos a andlise das amostras da alimentacdo (AC20_A, AC22_A, AC25_A, AC28 A e AC35_A)
foi possivel verificar que apresentavam o mesmo perfil cromatogréfico e com intensidades iguais.
Por esta razdo serd apenas considerada a amostra da alimentacdo para a andlise dos
cromatogramas das fracdes resultantes das permeacdes. O cromatograma referente a
alimentacao, ou seja, o extrato BDP utilizado nos ensaios de permeacéo é apresentado na Figura
3.19.
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Figura 3.19. Cromatograma da intensidade de absorvéncia maxima da alimentacdo (extrato BDP) a
concentragdo de 5 mg/mL, com ampliagéo da regido dos flavonoides (15 ao 20 min) da intensidade de
absorvéncia a 340 nm.

O cromatograma da amostra da alimentacado, ou seja, do extrato BDP apresenta a globalidade
dos compostos que foram extraidos pela extragéo assistida com o enzima pancreatina. O mesmo
extrato ja tinha sido apresentado na Figura 3.6 BDP, no entanto, nesta etapa do trabalho com a
utilizacdo de outro equipamento permitiu visualizar outros compostos nomeadamente os 12 e
2%,e em particular na regido dos flavonoides, foi possivel separar os compostos 32, 4%, 53 e 69
(Figura 3.19).

Pela analise dos cromatogramas das fragBes dos permeados pelas membranas AC20, AC22,
AC25, AC28 e AC38 nas PTM de 1, 2 e 3 bar (Anexo 6.1, Figura 6.34 a Figura 6.38), optou-se
por fazer uma representacdo da variacdo da intensidade relativa de absorvéncia dos picos dos
compostos separados nas diferentes fragbes dos permeados e da amostra da alimentacéo.
Também é apresentado o comprimento de onda maximo de absorvéncia dos espetros UV-Vis
bem como o tempo de retencdo médio, na Tabela 3.10. Aparentemente ndo ocorreu muita
variacdo entre os perfis cromatograficos dos diferentes permeados, neste sentido as fracGes
recolhidas parecem ter mantido a maioria dos compostos presentes no extrato BDP, alguns dos
guais ja identificados como CBs, betalainas, CFs e flavonoides. No entanto, o HPLC-DAD apenas
consegue identificar compostos presentes no extrato de folhas e talos de beterraba (BDP) que
possuam um grupo croméforo forte (204), como é o caso dos CFs e as betalainas. Desta forma,
ndo consegue identificar todos os compostos presentes em extratos aquosos utilizando apenas

esta técnica.

No entanto, a quantificacdo de FT, proteina total e hidratos de carbono (Anexo 7, Tabela 6.5)
dos permeados e alimentagéo revelou que apds a permeacédo pelas membranas ocorreu reducao
no conteldo em hidratos de carbono e uma drastica redugéo (em média de 7 a 10 x) no contetido
em proteinas e outros compostos relacionados e quantificados pelo método de Bradford, como
referido anteriormente. Nos permeados verificou-se um enriguecimento em CBs, visto que ocorre

uma reducao significativa pelo menos em proteina.
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O cromatograma da amostra da alimentacao (Figura 3.19) foi 0 ponto de partida para a analise
das fracdes resultantes das permeacdes pelas diferentes membranas nas PTM 1, 2 e 3 bar, e foi
possivel visualizar 14 compostos isolados na amostra da alimentagédo, alguns dos quais ja

referidos no item 3.1.4.1.

Os compostos isolados 1, 2, 4, 5, 6, 7, 10 e 11 ja tinham sido identificados no cromatograma da
Figura 3.6 BDP, os respetivos espetros UV-Vis podem ser observados no Anexo 6.2, Figura 6.39
a Figura 6.46.

Como ja referido anteriormente, o composto 2 pode tratar-se de uma betacianina (Figura 6.40)
e encontrou-se presente em todas as fragcdes analisadas com intensidade relativa semelhante
(Tabela 3.10). Os picos com os tempos de retencéo correspondentes dos compostos 6, 7, 10 e
11 encontram-se dentro da regido dos flavonoides, tal foi possivel como anteriormente efetuar a
identificacdo do compostos 7 (Anexo 6.2 Figura 6.44) e do 11 (Anexo 6.2 Figura 6.46) como
derivado da vitexina e o derivado da isovitexina, respetivamente (através da comparagéo com o
padrdo vitexina), enquanto o composto 10 (Anexo 6.2 Figura 6.45) devido a comparagdo com
os padrdes foi possivel efetuar a sua identificacdo como o flavonol rutina, como pode ser

observado no Anexo 6.3, Figura 6.52.

No entanto, ndo foi possivel a visualizagdo no cromatograma da Figura 3.19 os picos
correspondentes aos compostos 3, 8 (quercetina) e 9 anteriormente identificados no
cromatograma do extrato BDP da Figura 3.6, o que podera dever-se as condi¢cdes de corrida

cromatografica terem sido diferentes.

Verificou-se pela observacdo do cromatograma da Figura 3.19 que apresenta picos, que nao se
encontravam resolvidos no cromatograma anterior da Figura 3.6 BDP, com os tempos de
retencdo e aos quais foi atribuida a notacdo de correspondentes compostos 17), 2%, 3%, 43, 53 e
6%.

Nos permeados AC20_1 e AC20_2 verificou-se a diminuicdo de intensidade do pico
correspondente ao composto 1% relativamente a alimentacdo. Por outro lado, todas as fraces
resultantes das permeacgfes do extrato BDP apresentaram aumento de intensidade para os
compostos 2%, 53 e 11 (derivado da isovitexina), enguanto os picos correspondentes aos
compostos 6 e 7 (derivado da vitexina) diminuiram de intensidade comparativamente a
alimentacdo (extrato BDP). Também se verificou que o composto 42 apenas foi identificado no

cromatograma da alimentacgédo (extrato BDP).

O composto 12 apresenta um tempo de retencdo de aproximadamente 3.6 min, e verificou-se
gue estava presente no geral em todas as fra¢des analisadas com elevada intensidade, exceto
nas fragbes AC20_1 e AC20_2 (Tabela 3.10). O UV-Vis correspondente a este composto pode
ser visualizado no Anexo 6.2, Figura 6.47, denota-se que absorve principalmente aos 265 nm e
aos 480 nm. Com base neste padrao de comprimento de onda maximo e no seu tempo de
retencao, foi possivel supor que o composto 12 é uma betaxantina (205).
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Tabela 3.10. Intensidade relativa dos sinais dos picos obtidos por HPLC-DAD para as frac@es resultantes das permeacdes pelas membranas AC20, AC22, AC25, C28 e
AC35 nas PTM de 1, 2 e 3 bar e a respetiva alimentagao. Intervalo de intensidade de absorvéncia: ([l 3.0 — 2.0; (##%): 2.0- 1.0; (++): 1.0 — 0.5; (+): 0.5 — 0.20; (-):
0.20 - 0.15; (ND) :< 0.15.

Composto (,’) Améx Aliment. AC20_1 AC20_2 AC20_3 AC22_1 AC22_2 AC22_3 AC25_1 AC25_2 AC25_3 AC28_1 AC28_2 AC28_3 AC35_1 AC35_2 AC35_3

min
1 3.3 220; 280
19 3.6 265; 480
2 5 270; 535
29 5.11 223; 275
4 8.89  204; 257
5 12.08  218;280
224; 275;

39 14.67
340
6 1548  270; 340
214; 270;

7 16.4
337
254; 267;

10 17.06
354
43 17.26  270; 340
59 17.95  269; 345
214; 270;

11 18.94
337

6% 19.7 295; 323 - - - - - - - - - - - - - - - -
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Ao tempo de retencdo de aproximadamente 5.10 min foi possivel a visualizagdo do composto
2%, apresenta um UV-Vis com o comprimento de onda maximo a 223 nm e a 275 nm (Anexo 6.2
Figura 6.48).

O composto 3% foi isolado em todas as fragbes com uma fraca intensidade de absorvéncia
(Tabela 3.10). Como mencionado anteriormente, pertence a classe dos flavonoides pois absorve
aos 340 nm (202), apesar de ser com menor intensidade, como pode ser observado no Anexo 6
Figura 6.49.

O composto 4? pode ser visualizado no cromatograma da Figura 3.19, com um tempo de
retencdo de aproximadamente 17.06 min, ndo foi isolado nas fracdes dos permeados, apenas
foi visualizado nos cromatogramas da amostra da alimentacdo (AC20_A), onde ja se encontrava
um pico de reduzida intensidade, como demonstrado na Tabela 3.10. O espetro UV-Vis deste
composto pode ser observado no Anexo 6, Figura 6. 50, apresentando comprimento de onda

maximo aos 270 nm e 340 nm.

Enquanto o composto 5%, que corresponde ao pico do cromatograma da Figura 3.19 com um
tempo de retencdo de 17.95 min, pela analise do espetro UV-Vis deste composto (Anexo 6.2
Figura 6.51) foi possivel supor que se trata de uma apigenina (pertencente a classe das

flavonas).

No cromatograma da Figura 3.19 ¢ visualizado o composto 6%, com um tempo de retencéo de
aproximadamente 19.70 min, estd presente em todas as fracdes estudadas. Através da
sobreposicdo dos espetros do UV-Vis do composto 62 com o padréo do acido ferdlico (Anexo
6.3 Figura 6.52), foi possivel a identificacido do composto 6 como um derivado do acido ferdlico,
como visualizado na Figura 3.20.
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Figura 3.20. UV-Vis referente ao pico do composto 6% presente nas fracdes resultantes das permeacdes
pelas membranas AC20, AC22, AC25, C28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e na amostra da alimentagao
a concentracao de 5 mg/mL e o padréo &cido ferulico a concentragao de 1 mg/mL.

Com base nestes resultados efetuou-se a quantificacdo nos permeados e na alimentacdo do
derivado da vitexina (composto 7), rutina (composto 10), do derivado da isovitexina (composto
11) e do derivado do &cido ferdlico (composto 69), relacionando a intensidade de absorvéncia

méxima dos padrdes (1 mg/mL) com as intensidades dos picos correspondentes nos
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cromatogramas, estes valores podem ser visualizados na Tabela 3.11 e representados para
simplificac@o na Figura 3.21. Para os derivados da vitexina (composto 7) e isovitexina (composto
11) foi utilizado por aproximagéo o padrdo vitexina comercial através do valor de absorvéncia do
espetro UV-Vis a 340 nm. Enquanto o valor de absorvéncia do espetro UV-Vis utilizado na

quantificacao da rutina e do derivado do &cido ferdlico foi de 350 nm e 323 nm, respetivamente.

Tabela 3.11. Quantificacfes do derivado da vitexina (composto 7), da rutina (composto 10) e derivados da
isovitexina (composto 11) e &cido ferdlico (composto 6%) (ug/mg EXS) nas fracdes resultantes das
permeacdes pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs 1, 2 e 3 bar e da amostra da
alimentacéo.

o _ ; o Deriv. Ac.
Deriv. Vitexina Rutina Deriv. Isovitexina .
Ferulico
Fracbes (composto 7) (Composto 10) (Composto 11)
(Composto 63)
(Hg/mg EXS) (Hg/mg EXS) (Hg/mg EXS)
(hg/mg EXS)
AC20 1 14.463 7.592 23.016 3.406
AC20_2 36.799 5.831 1.127 4.127
AC20_3 19.454 11.138 29.189 5.153
AC22 1 15.611 5.274 23.873 4.167
AC22_2 20.448 7.511 23.967 4.979
AC22_3 19.011 6.180 27.409 4.164
AC25_1 15.612 11.791 32.635 1.211
AC25_2 17.592 14.433 37.034 0.974
AC25_3 17.029 12.700 32.723 2.196
AC28_1 24.604 12.867 36.499 3.752
AC28_2 26.624 14.801 39.038 4.143
AC28_3 22.432 13.385 36.740 3.435
AC35_1 22.212 13.718 39.611 3.193
AC35_2 22.467 13.693 36.278 3.137
AC35_3 23.251 11.261 31.949 3.540
Alimentacéo 27.630 8.464 25.107 4.037

Pelas quantificacdes efetuadas e através da observacao da Tabela 3.11 e Figura 3.21 foi possivel
verificar que no geral ocorreu o enriguecimento das fragbes permeadas pelas membranas AC25
(barras cinza), AC28 (barras laranja) e AC35 (barras azuis) em rutina (composto 10) e no
derivado de isovitexina (composto 11) relativamente a alimentac@o (barras verdes). Para o
derivado de vitexina (composto 7) s6 se verificou este enriquecimento para a membrana AC20 a
PTM 2 bar, no entanto para o derivado do acido fertlico (composto 6%) ndo ocorreu um evidente
aumento nas fracdes permeadas, até porque a quantidade registada para este composto foi

muito baixa.
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Figura 3.21. Quantifica¢cdes do derivado da vitexina (composto 7), rutina (composto 10), do derivado da
isovitexina (composto 11) e derivado do acido fertlico (composto 6) (ug/mg EXS) nas fragGes resultantes
das permeacdes pelas membranas AC20, AC22, AC25, C28 e AC35 as PTMs 1, 2 e 3 bar e da amostra da
alimentacéo.

3.3.2. Doseamento dos compostos bioativos (CBs) na alimentacdo e nos permeados

obtidos por tecnologia de membranas

As fracBes resultantes das permeacfes pelas diferentes membranas e o extrato utilizado na
alimentacao foram quantificadas em termos de FT, hidratos de carbono e proteinas, de acordo
com o procedimento experimental descrito em 2.2.3.1, 2.2.3.2 e 2.2.3.3, respetivamente, tendo-

se obtido os resultados descritos no Anexo 7.

Tanto as fragBes dos permeados como a alimentacéo foram quantificados usando a mesma
concentracdo de massa seca por mL de solugdo (10 mg/mL), na Figura 3.22 é possivel observar
o doseamento em FT. O valor da alimentacéo corresponde a quantificacdo média das amostras

recolhidas da alimenta¢&o ao longo dos ensaios de permeagéo.
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Figura 3.22. Concentracéo de FT (ug GAE/ulL) para as frag6es dos permeados e alimentagéo.
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Como seria espectavel a alimentagdo apresentou uma concentracao em FT ligeiramente mais
elevada comparativamente as fracdes dos permeados, ocorrendo algumas perdas de FT durante
o processo. Nas fracdes dos permeados correspondentes as membranas com menor MWCO
(AC20, AC22 e AC25) obteve-se menores concentragdes em FT que as membranas AC28 e
AC35. Apesar dos CFs apresentarem massas moleculares relativamente mais baixas que o
MWCO das membranas preparadas, umavez que os CFs tém capacidade de se ligarem a outras
moléculas (como oses, proteinas ou até mesmo ligados entre si) o que vai a afetar a sua rejeicao
pelas membranas (128). De acordo com os resultados obtidos por HPLC-DAD descritos
anteriormente, nas fracdes verificou-se a presenca de alguns CBs, ja identificados flavonoides
derivados da vitexina (composto 7), a rutina (composto 10) e o derivado da isovitexina (composto
11), o que corresponde a parte da contribuicdo para esta quantificagdo dos FT assumindo-se
assim a presenca de mais a identificar por espectrometria de massa.

No geral, pode verificar-se que as fracBes dos permeados na PTM de 3 bar apresentaram

maiores quantificacdes em FT relativamente as outras pressdes transmembranares.
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Figura 3.23. Concentracdo de proteina (mg BSA/mL) (barra verde) e de hidratos de carbono (mg
glucose/mL) (barra amarela) para os extratos dos permeados e da alimentacgéo.

Na Figura 3.23, pode verificar-se relativamente a quantificacdo das proteinas (barra verde na
Figura 3.23) que todas as frages dos permeados apresentaram uma concentra¢do muito inferior
em proteinas em comparacdo com a da alimentagdo. Ou seja, utilizando a tecnologia de
membranas foi possivel efetuar a separacdo da maioria das proteinas ou outros compostos
semelhantes presentes na alimentacao (extrato BDP). Relativamente a quantificacdo de hidratos
de carbono (barra amarela na Figura 3.23), verificou-se uma reduzida diminuicdo nas fracGes
dos permeados comparativamente a alimentacao.
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Tabela 3.12. Concentracdo das fracBes dos permeados e da alimentagdo em termos de massa seca, a
concentracdo de FT (ug GAE/mg EXS), proteina (mg BSA/mg EXS) e hidratos de carbono
(mg Glucose/mg EXS).

Hidratos de carbono

races OV B otsumgee (9 Gucosng
AC20_1 6.060 13.265 0.063 0.283
AC20_2 7.380 11.612 0.065 0.236
AC20_3 7.460 12.186 0.069 0.238
AC22_1 8.860 9.293 0.046 0.197
AC22_2 9.760 8.862 0.055 0.184
AC22_3 8.760 10.271 0.069 0.207
AC25_1 11.300 8.182 0.043 0.157
AC25_2 13.000 7.642 0.044 0.141
AC25_3 14.020 7.539 0.045 0.133
AC28_1 10.980 9.023 0.052 0.162
AC28_2 12.760 8.245 0.050 0.141
AC28_3 13.540 8.368 0.048 0.135
AC35_1 13.380 7.863 0.048 0.143
AC35_2 12.880 8.501 0.053 0.150
AC35_3 11.880 9.430 0.062 0.164
Alimentagao 14.225 11.962 0.350 0.149

Na Tabela 3.12 é possivel verificar que o extrato BDP, utilizado como alimentacdo para o
processo de membranas, possuia 11.962 ug GAE/mg EXS, os permeados da membrana AC20
apresentam maior concentracdo de FT e hidratos de carbono por massa seca enquanto que a
maioria dos outros permeados apresentou valores dentro da mesma ordem de grandeza. Tendo
em conta que as membranas AC20 rejeitam compostos com massas moleculares superiores a
3.6 kDa e que, quer os CFs presentes nos extratos quer os hidratos de carbono resultantes da
acdo da pancreatina, serdo de dimensodes reduzidas obtiveram-se fragdes mais enriquecidas em
FT e hidratos de carbono. No entanto, nas membranas de maior porosidade outros fendmenos
poderdo ter contribuido para se obterem valores ligeiramente inferiores de FT e hidratos de
carbono nos permeados, nomeadamente estes poderem ter sofrido interagdes com compostos

gue permearam membrana o que limitou a sua quantificacéo.

3.3.3. Determinacéo da atividade antioxidante — Capacidade de reduc¢é&o do radical DPPH

A determinacgédo da atividade antioxidante, através do método DPPH foi efetuada como descrito
no procedimento experimental em 2.2.4 para a alimentacdo e todos os permeados, e 0S

resultados estao descritos no Anexo 8 na Tabela 6.6.

Os valores indicados para a alimentacdo foram a quantificacdo média das amostras recolhidas
da alimentacéo ao longo dos ensaios de permeacgéao, apresentando esta atividade antioxidante

de aproximadamente 27 %, como € possivel observar na

A atividade antioxidante (barra cinza) das fragbes dos permeados resultantes das AC25, AC28
e AC35 nas PTMs de 1, 2 e 3 bar apresentaram um comportamento linear com a quantidade em

FT presentes nas diferentes fragdes, obtendo-se uma correlagcdo de 0.8253 (Anexo 8 na Figura
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6.53). Pela analise da no geral verificou-se que as fragdes resultantes das permeacdes pelas
membranas a PTM de 3 bar exibiram atividades antioxidantes mais elevadas (barra cinza).
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Figura 3.24. Quantificagéo da atividade antioxidante pelo método DPPH (barra cinza) e FT (marcador verde)
presentes nas fracdes dos permeados e das respetivas membranas.

Pela andlise da Figura 3.24, verificou-se ainda nas fracfes resultantes das permeacfes pelas
membranas AC20 e AC22 que os permeados resultantes da PTM de 3 bar exibiram maiores
atividades antioxidantes (barra cinza), no entanto apresentando concentracdes de FT (marcador
verde) semelhantes aos permeados das PTM de 1 e 2 bar. Este fato pode dever-se aos CFs que
foram isolados a PTM de 3 bar por estas membranas apresentarem maior atividade antioxidante

gue os CFs isolados as outras PTMs.

Numa aproximacao pode referir-se que a alimentagéo apresentou 50 % da atividade antioxidante
a uma concentracdo de FT aproximada de 3.1 pg GAE/mL de extrato (Anexo 8 na Tabela 6. 7),
valores semelhantes aos determinados anteriormente neste trabalho no item 3.1.2. Verificou-se
que todas as fra¢Bes dos permeados apresentaram concentragdes inferiores para exibirem 50%
da atividade antioxidante, principalmente os permeados a PTM de 3 bar, tendo sido os
permeados AC20_3 e AC22 3 a apresentaram melhores atividades bioldgicas com 50% da

atividade antioxidante a uma concentracéo aproximadamente 1.86 ug GAE/mL em FT.

3.3.4. Determinacédo da atividade inibitéria do enzima acetilcolinesterase (AChE)

Para a determinagcdo da atividade inibitéria do enzima AChE, recorreu-se ao procedimento
descrito em 2.2.5.1, sendo que os resultados obtidos estdo descritos no Anexo 9 na Tabela 6.8.
Esta quantificacdo foi realizada para os permeados a PTM de 3 bar e duas amostras da
alimentacdo, pois tal como referido anteriormente estas fracbes apresentaram atividade

antioxidante mais elevadas.
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Figura 3.25. Determinacéo da atividade inibitéria enzimatica da AChE (barra cinza) e a quantidade de FT
(marcador verde) presentes nas fracdes dos permeados para a PTM de 3 bar e da alimentac&o inicial e
final.

Verificou-se que a alimentacdo apresentou maior atividade inibitéria da AChE que os permeados,
sendo a fracdo do permeado da membrana AC20 a que apresentou a menor atividade inibitoria
da AChE. Assim foi possivel considerar que os FT isolados por esta membrana ndo apresentam
atividade significativa sobre a inibicdo da AChE.

Foi possivel ainda verificar que a fracdo do permeado da membrana AC22 apresentava a maior
percentagem de inibicdo do enzima AChE de 17.35 + 0.816 %, possuindo no entanto das
menores quantificacdes de FT (marcador verde). Assim, foi possivel supor que o permeado da
membrana AC22, apresenta maior atividade inibitdria, correspondendo aos FT que possuem

maior bioatividade.

Quanto a alimentac&@o aproximou-se 50 % da atividade inibitéria da AChE a uma concentracdo
de aproximadamente 33.26 pug GAE/mL (Anexo 9 na Tabela 6.8), valor superior ao determinado
anteriormente para o extrato BDP no item 3.1.2, onde este apresentou 20.79 ug GAE/mL para
50% da atividade inibitéria da AChE. Neste sentido, foi possivel atribuir esta perda de atividade
enzimatica a alguma deterioracdo dos compostos presentes na alimenta¢@o durante os ensaios
de permeacéo, ou & alteracdo do procedimento descrito no 2.2.1, pois na tentativa de extrair
maior quantidade de CBs, efetuou-se 3 lavagens do pelet resultante das centrifugacfes apos a

incubacéo.

O mesmo tipo de aproximacao indicou que as fragdes dos permeados apresentaram valores para
50 % da atividade inibitéria da AChE de aproximadamente 35 pg GAE/mL, com exce¢do do
permeado AC22_3 com 25.92 ug GAE/mL (Anexo 9 na Tabela 6.8). Validando desta forma que
o permeado com atividade biolégica mais elevada foi a fra¢&o resultante da permeacédo a PTM
de 3 bar pela membrana AC22.

A bioatividade quantificada neste permeado podera dever-se aos derivados da vitexina que
foram concentrados no permeado desta membrana com MWCO de 4.6 kDa como referido

anteriormente na Tabela 3.11 Na bibliografia foi reportado que as apigeninas C-glicosideas
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(vitexina e isovitexina) apresentam atividades demonstradas sobre a inibicdo da AChE, e
consequentemente sobre as doencas neurodegenerativas como o Alzheimer (206). Para além
disso, de acordo com Choi et al. (207), verificou-se que a isovitexina apresentava maior inibi¢cao
sobre AChE que a vitexina e nos permeados da membranas AC22 verificou-se um aumento da

concentracao da isovitexina (composto 11) o que poderd justificar a sua bioatividade.

3.3.5. Identificacdo da fracdo dos permeados com maior bioatividade, aplicando a analise
de componentes principais (PCA)

Quando a magnitude das variagcdes é pequena, por vezes torna-se pouco percetivel a variacao
dos dados, neste sentido é (til a utilizacdo do PCA que vai permitir a andlise estatistica da relacéo
entre os diferentes permeados. Os dados obtidos das quantificacfes das frac6es dos permeados
e das amostras das alimentagbes foram analisados utilizando uma andlise estatistica por
componentes principais (PCA). Esta andlise sera (til para explicar a variancia das quantificacbes

nas diferentes fracdes dos permeados e das amostras da alimentacéo.

A analise de componentes principais (PCA) realizada neste estudo permitiu relacionar todos os
dados obtidos sobre as varidveis: capacidade antioxidante (método de DPPH), o doseamento
em FT, proteinas (Pt) e hidratos de carbono (HC) nas diferentes fracdes de permeados: AC20 1,
AC20_2, AC20_3, AC22_1, AC22_2, AC22_3, AC25_1, AC25_2, AC25_3, AC28_1, AC28 2,
AC28 3, AC35 1, AC35 2, AC35 3 e nas amostras da alimentacdo: AC20_A, AC22_A,
AC25_A, AC28_A e AC35_A.

Com o PCA foi possivel extrair duas componentes principais, PCM_1 e PCM_2, que relacionam
os doseamentos efetuados para caraterizar as fracdes resultantes dos diferentes ensaios de
permeacdo e das amostras da alimentacdo. A PCM_1 extraida explicou 88.78 % da variancia
das variaveis e a PCM_2 apenas explicou 6.98 % da variancia das variaveis, no entanto ambos

0S componentes principais explicam quase a totalidade da variancia dos dados.

Tabela 3.13. PCA — Contribui¢des das variaveis FT, hidratos de carbono, proteinas e atividade antioxidante
(DPPH) para as fragbes dos permeados e amostras da alimentagdo, para PCM_1 e PCM_2.

PCM 1 PCM 2

FT (ug GAE / pL) 0.984 -0.096
DPPH (%) 0.888 0.458

Proteina (mg / mL) 0.956 -0.218
Hidrato de carbono (mg /mL) 0.939 -0.111

A Tabela 3.13 representa a matriz dos componentes que corresponde & correlagéo das variaveis
com 0s componentes principais estimados. Através da analise da Tabela 3.13 e da Figura 3.32
que representa a projecdo das varidveis relativamente as componentes principais, determinou-
se que a PCM_2 aparentemente representa a variagao positiva da variavel atividade antioxidante
— DPPH, enquanto a PCM_1 representa a conjugacao de todas as variaveis analisadas nas

fracOes dos permeados e nas amostras da alimentagéo.
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Figura 3.26. Distribuicdo das variaveis em estudo para as fracbes dos permeados e das amostras da
alimentacao relativamente as varidveis extraidas através do PCA (PCM_1 e PCM_2): FT —fendis totais (ug
GAE/uL); HC - hidratos de carbono (mg Glucose/mL); Pt — Proteinas (mg BSA/mL); DPPH — atividade
antioxidante pelo método DPPH (%).

Com base na Figura 3.27 foi possivel verificar como as fragcdes resultantes das permeacdes e
das amostras da alimentacdo se orientam e agrupam em relacdo aos componentes principais
PCM_1e PCM_2.
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Figura 3.27. Frag6es dos permeados e das alimenta¢des do posicionados em relacéo das variaveis PCM_1
e PCM_2.

As amostras das alimentages (AC20_A, AC22_A, AC25_A, AC28_A e AC35_A) agrupam-se no

grupo, A_A, como se pode verificar na Figura 3.27, pois apresentaram caracteristicas
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semelhantes com uma contribuicdo positiva para a PCM_1, e uma contribuicdo negativa para a
PCM_2, com excecdo das amostras da alimentacdo A_Final e AC20_A. Como as amostras da
alimentacdo formam o grupo A_A foi possivel justificar a utilizagdo da média dos dados obtidos
das amostras da alimentacéo, visto apresentarem uma variacédo de variancia reduzida, ou seja,

as alimentacdes em cada etapa de permeacédo apresentam caracteristicas semelhantes.

Analisando as fracdes resultantes das diferentes permeacdes, verificou-se que se agrupam em
dois grupos. Verificou-se que a maioria das fracdes dos permeados agrupam-se no grupo FP_1
e exibe uma contribuigdo positiva para a PCM_2 e uma contribuicdo negativa para a PCM_1,
enquanto o grupo FP_2 (constituidos pelas fragfes dos permeados AC20 1, AC20 2, AC22 1

e AC22_?2) apresenta uma contribui¢cdo negativa tanto para a PCM_1 como para a PCM_2.

No entanto, uma vez que se pretendia identificar a fracdo do permeado que apresentava as
melhores bioatividades, efetuou-se uma analise por PCA apenas considerando as fractes

correspondentes aos permeados dos diferentes ensaios sem considerar as alimentacdes.

A analise de componentes principais (PCA) realizada neste estudo permitiu relacionar todos os
dados obtidos sobre as varidveis: capacidade antioxidante (método de DPPH), o doseamento
em FT, proteinas (Pt) e hidratos de carbono (HC) nas diferentes fracGes de permeados com as
diferentes membranas nas diferentes PTMs: AC20_1, AC20_2, AC20_3, AC22_1, AC22_2,
AC22_3, AC25 1, AC25_2, AC25_3, AC28 1, AC28_2, AC28 3, AC35_1,AC35 2 e AC35_3.

Com o PCA foi possivel extrair duas componentes principais, PCMP_1 e PCMP_2, que
relacionam os doseamentos efetuados das fracdes resultantes dos diferentes ensaios de
permeacdo. Neste caso, a PCMP_1 justificava 84.42 % da variancia das varidveis enquanto a
PCMP_2 representava 9.82 % da varidncia das variaveis, assim sendo estas componentes

principais explicam quase a totalidade da variancia dos dados.

Tabela 3.14. PCA — Contribuigbes das variaveis FT, hidratos de carbono (HC), proteinas (Pt) e atividade
antioxidante (DPPH) para as frag6es dos permeados, para PCMP_1 e PCMP_2.

PCMP_1 PCMP_2
FT (ug GAE / pL) 0.984 -0.096
DPPH (%) 0.888 0.458
Proteina (mg / mL) 0.956 -0.218
Hidrato de carbono (mg /mL) 0.939 -0.111

Através da analise da Tabela 3.14 e da Figura 3.28, determinou-se que o PCMP_2
aparentemente representa a variavel atividade antioxidante — DPPH, enquanto o PCMP_1
representa a conjugacdo de todas as variaveis analisadas nas frag6es dos permeados e nas
amostras da alimentacao.
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Figura 3.28. Distribuicao das variaveis em estudo para as fragdes dos permeados relativamente as variaveis
extraidas através do PCA (PCMP_1 e PCMP_2): FT —fendis totais (ug GAE / uL); HC — hidratos de carbono
(mg Glucose / mL); Prot — proteinas (mg BSA /mL); DPPH — Atividade antioxidante pelo método DPPH (%).

Com base na Figura 3.29 foi possivel verificar como as fragcdes dos permeados das cinco
membranas de acetado de celulose as PTMs de 1, 2 e 3 bar se posicionaram relativamente as

componentes principais PCMP_1 e PCMP_2.
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Figura 3.29. Fracdes dos permeados do extrato BDP posicionados em relagdo das variaveis PCMP_1 e
PCMP_2.

Também foi possivel verificar na Figura 3.29, as fra¢cdes dos permeados das membranas com
MWCO menor (AC20 e AC22) as PTMs de 1 e 2 bar (grupo FP_2), apresentavam uma

contribuicdo negativa para a PCMP_1 e a PCMP_2. Nomeadamente, estas duas membranas
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apresentaram um comportamento muito disperso para as fragcdes dos permeados as trés PTMs,
ou seja, para AC20 e AC22 apenas as fracdes a pressao de 3 bar apresentaram contribuicéo
positiva para a PCMP_2. As diferentes fragcbes dos permeados das membranas AC25, AC28
apresentaram a tendéncia de agruparem pela porosidade que cada membrana apresenta, exceto
AC35 que a todas as pressfes apresentou contribuicdo negativa de PCMP_2 e contribuigdo
positiva de PCMP_1 (grupo FP_3).

Tendo em conta que a maioria das fracdes dos permeados a PTM de 3 bar foram as que
apresentaram uma contribuicdo mais elevada para a PCMP_1 que representa a generalidade
das variaveis foi possivel propor que as fracdes dos permeados que possuem uma variacao
positiva de todas as variaveis foram os permeados obtidos a PTM de 3 bar. Em particular,
relativamente a atividade antioxidante estas fragcdes tinham sido referidas anteriormente como
as que exibiram maiores atividades antioxidantes, por esta razéo, realizou-se a andlise PCA
recorrendo apenas as fracdes dos permeados a PTM de 3 bar adicionando-se a variavel da

atividade inibitéria da AChE das referidas fracdes.

A andlise de componentes principais (PCA) realizada nesta fase permitiu relacionar todos os
dados obtidos sobre as variaveis: capacidade antioxidante (método de DPPH), atividade inibitoria
da AChE, o doseamento em FT, proteinas (Pt) e hidratos de carbono (HC) nas diferentes fracGes
de permeados a PTM de 3 bar: AC20_3, AC22_3, AC25 3, AC28 3 e AC35_3.

Com o PCA foi possivel extrair duas componentes principais, PCMPIIl_1 e PCMPIIl_2, que
relacionam os doseamentos efetuados das fracdes dos permeados a PTM 3 bar. A PCMPIII_1
explica 64.86 % da varidncia das variaveis enquanto a PCMPIII_2 explica 21.98 % da variancia
das variaveis. Estes componentes principais explicariam quase a totalidade da variancia dos
dados.

Tabela 3.15. PCA — Contribui¢g6es das varidveis FT, hidratos de carbono, proteinas, atividade antioxidante

(DPPH) e atividade inibitéria da AChE para as fracdes dos permeados a PTM de 3 bar, para PCMPIII_1 e
PCMPIII_2.

PCMPIII_1 PCMPIII_2
FT (ug GAE / pL) 0.907 -0.242
DPPH (%) -0.485 0.863
Proteina (mg / mL) 0.954 0.301
Hidrato de carbono (mg / mL) 0.851 0.451
AChE (%) 0.743 -0.043

Pela interpretacdo da Tabela 3.15 e da Figura 3.30, determinou-se que o PCMPII_1
aparentemente representa a relagdo da variavel atividade inibitéria da AChE com a composi¢éo
em FT, proteinas, hidratos de carbono, enquanto a PCMPIII_2 representa maioritariamente a

variavel atividade antioxidante.
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Figura 3.30. Distribuicdo das varidveis em estudo para as fragdes dos permeados a PTM de 3 bar
relativamente as variaveis extraidas através do PCA (PCMPIII_1 e PCMPIII_2): FT —fendis totais (ug GAE
/ yL); HC - hidratos de carbono (mg Glucose / mL); Pt — proteinas (mg BSA /mL); DPPH — Atividade
antioxidante pelo método DPPH (%); AChE — Atividade inibitéria do enzima AChE (%).

Com base na Figura 3.30 foi possivel observar como as fracdes dos permeados das cinco
membranas de acetado de celulose a PTM de 3 bar se posicionam relativamente as

componentes principais PCMPIII_1 e PCMPIII_2.

Fragdes_Permeados_3bar

PCMPIII_2

-1,50000 -1,00000 -,50000 00000 50000 1,00000 150000
PCMPIII_1

Figura 3.31. Fracdes dos permeados a PTM de 3 bar do extrato BDP posicionados em relagéo das variaveis
PCMPIII_1 e PCMPIII_2.
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Através da analise do posicionamento das diferentes fragfes dos permeados a PTM de 3 bar
(Figura 3.31) foi possivel verificar que a fracdo AC20_3 apresentou uma contribui¢do negativa
para a PCMPIII_1 e nula para a PCMPIII_2, enquanto as fracdes AC28 3 e AC25_3 tém uma
contribuicdo positiva para a PCMPIII_1 e negativa para PCMPIIIl_2.

A fracdo AC22_3 apresentou uma contribuicdo negativa para a PCMPIII_1 e uma contribuicdo
positiva para a PCMPIIl_2, assim foi possivel correlacionar que esta fracdo apresenta menor
guantidade de FT, proteinas e hidratos de carbono e menor atividade inibitéria sobre a AChE,

mas apresenta uma maior atividade antioxidante.

No entanto, a fracdo AC35_3 apresentou melhor contribuicdo para a PCMPIII_1 e PCMPIII_2.
Este permeado possui a variacdo mais elevada para os PC, ou seja, foi a fragcdo com a atividade
antioxidante e a atividade inibitéria da AChE mais elevada, em suma, a que apresenta melhor
bioatividade. Ndo tendo sido esta fracdo a que apresentou maiores concentracdes de CFs este
fato podera ser atribuido a identidade dos CBs presentes neste permeado, nesse sentido foi
efetuada a analise dos compostos presentes nas fracdes permeadas a PTM de 3 bar por HPLC-
DAD e feita uma tentativa de identificacdo de compostos presentes por espectrometria de massa

de elevada resolucéo.

3.3.6. Anélise dos compostos identificados por HPLC-DAD permeados 4 PTM 3 bar e da

alimentacéao

Na Figura 3.32 estdo representados os cromatogramas que relacionam a fracdo resultantes das
permeacfes a PTM de 3 bar (AC20_3, AC22_3, AC25 3, AC28 3 e AC35_3) com a amostra da
alimentacdo (AC20_A), assim foi possivel visualizar as variacdes de intensidade de absorvéncia
para os diferentes picos identificados.

Através da observacdo dos cromatogramas da Figura 3.32, foi possivel verificar que o composto
2% foi isolado em todas as fragdes estudadas, no entanto nas fragées dos permeados resultantes
das permeacdes das membranas com menores porosidades (AC20 e AC22) apresentaram maior
intensidade de absorvéncia comparativamente & amostra da alimentacdo. Ou seja, o composto
23 foi concentrado pela tecnologia de membranas maioritariamente nas membranas de menor

porosidade.

No mesmo sentido, os compostos 4 e 5 foram isolados em todas as fra¢cdes com intensidade
de absorvéncia intermédia (Tabela 3.10) e verificou-se que os picos destes compostos nos
permeados das membranas AC20 e AC22, a PTM de 3 bar, apresentaram maior intensidade que

na alimentacao.

Quanto ao permeado da membrana AC20_3 este também apresentou maior intensidade do pico
correspondente ao composto 3%, composto que absorve a 340 nm, em comparagdo com a
alimentacdo, 0 mesmo ja ndo se verificou nos permeados das membranas com maiores

porosidades.
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Figura 3.32. Cromatogramas sobrepostos da intensidade de absorvéncia méxima das fragbes de
permeacdes AC20_3, AC22_3, AC25 3, C28_3 e AC35 3 e a fracdo de alimentacdo AC20_A, a
concentracdo de 5 mg/mL, com ampliagdo da regido dos flavonoides (15 ao 21 min) da intensidade de
absorvéncia a 340 nm.

Os compostos 6 (flavona) e 7 (derivado da vitexina) apresentaram a mesma relagdo entre a
intensidade de absorvéncia no permeado e na alimentagdo, ou seja, existe sempre maior

concentracdo destes CFs na alimentacdo que nos permeados, e verificou-se um aumento da
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concentracdo destes compostos nas fracdes dos permeados com o aumento da porosidade da
membrana (Figura 3.32). Por esta razédo, foi possivel concluir que esta flavona (composto 6) e
derivado da vitexina (composto 7) poderao estar ligados a outras moléculas o que dificultou a
sua permeagdo em qualquer das membranas. E importante realcar que a vitexina possui massa
molecular de 432.38 g/mol, mas pode estar ligada a outros glucésidos ou até com outras
moléculas de vitexina. Através da quantificacéo do derivado da vitexina (composto 7) verificou-
se que existe sempre uma maior concentragdo na alimentacdo do que nas fracbes dos
permeados, como demonstrado anteriormente na Tabela 3.11. No mesmo sentido, 0 composto
43 um flavonoide n&o foi isolado nas fragdes dos permeados, apenas foi encontrado na amostra

da alimentacéo (Tabela 3.10).

O composto 10, ou seja, a rutina, foi isolado em todas as fracdes estudadas com fraca
intensidade, apresentou um tempo de retencdo de aproximadamente de 17.06 min (Tabela 3.10).
No entanto, através da analise da Tabela 3.11 e Figura 3.32 foi possivel verificar que existem
maiores concentra¢cdes deste composto bioativo maioritariamente nos permeados resultantes
das membranas AC25, C28 e AC35.

Os compostos 5¥ e 11 (derivado da isovitexina) estdo presentes em todas as fragdes
analisadas, no entanto na amostra da alimentacdo apresentaram uma intensidade de
absorvéncia inferior a dos permeados (Tabela 3.10), exceto o permeado AC20_3 (Figura 3.32)
Apés a andlise da Tabela 3.11 foi possivel verificar um aumento da concentracdo do composto
11, derivado da isovitexina, relativamente a alimentacdo nos permeados resultantes das
permeacfes pelas membranas AC22, AC25, C28 e AC35. Ou seja, com a utilizacdo da
tecnologia de membranas pode ser possivel concentrar estes compostos nos permeados.

Finalmente, a concentragéo do composto 62 (derivado do Acido ferulico) verificou-se uma ligeira

concentracdo deste CFs nas membranas de menores porosidades (AC20 e AC22) (Tabela 3.11).

3.3.7. Cromatografialiquida acoplada a espectrometria de massa (LC-QTOF-MS)

As fracdes resultantes das permeacdes das cinco membranas a pressao de transmembranar de
3 bar e da amostra da alimenta¢&o, ou o extrato BDP foram adicionalmente analisados através
de uma cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-QTOF-MS) com uma
coluna RP-18, como descrito em 2.2.2.2, com o objetivo de identificar mais alguns dos compostos
presentes.

Nas Figura 6.56 e Figura 6.57 presentes no Anexo 11, é possivel observar os cromatogramas
completos das fracdes resultantes das permeacdes pelas diferentes membranas & PTM 3 bar e

da alimentag&o no modo de ionizagdo negativo e positivo.

Da andlise dos cromatogramas obtidos tanto em modo de ionizagdo positivo como em modo

negativo foi possivel verificar que apresentam um perfil semelhante.
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Ap6s a andlise dos cromatogramas verificou-se que apenas foi possivel a identificacdo de
compostos nos tempos de retencdo entre o0 minuto 1 e o minuto 10. Os picos presentes nos
outros tempos de retengdo encontravam-se sobre a influéncia da fragmentagéo da dgua Mill-Q.

Assim desta forma, efetuou-se a ampliacdo dos cromatogramas analisados dentro deste
intervalo do tempo de retencdo, sendo possivel a sua observacao nas Figura 3.33 e na Figura 3

34, correspondendo aos modos de ioniza¢do negativo e positivos, respetivamente.
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Figura 3.33. Cromatogramas do LC-MS em modo de ionizacdo negativo das fragdes, ampliagdo dos tempos
de retengéo entre 1 e 10 minutos: AC20_A - linha preta; AC35_3 — linha azul; C28_3 — linha vermelha;
AC25_3 —linha verde; AC22_3 — linha amarela; AC20_3 — linha rosa.

A identificacdo dos compostos foi possivel recorrendo ao software de analise dos cromatogramas
MS e MS? obtendo a possivel férmula quimica desse composto, selecionando a que apresentava
0 menor erro em ppm. De seguida, utilizou-se a plataforma PubChem para pesquisar compostos
com a respetiva formula quimica, e através das bases de dados como massbank e mzCloud
compararam-se os perfis de fracionamentos (m/z) desses mesmos compostos.

Os compostos que foram identificados estdo na Tabela 3.16 apresentando perfis de
fracionamento (m/z) semelhantes aos observados nas diferentes bases de dados. A identificagao
dos CFs referenciados pela bibliografia efetuou-se pela pesquisa nos diferentes cromatogramas
pelas respetivas massas exatas dos compostos, e foi ainda possivel comparar os perfis de
fracionamento de padrBes comerciais de compostos ja referidos como estando presentes nas
fracdes analisadas, nomeadamente a rutina identificada no HPLC-DAD como composto 10, o
acido ferdlico (composto 6¥) e os derivados da vitexina e isovitexina, compostos 7 e 11

respetivamente. Os compostos identificados através deste Ultimo método foram a rutina, o 4cido
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ferdlico, a vitexina-2”-O-ramnoside e vitexina que é referenciada na bibliografia como um

composto presente nas folhas e talos de beterraba em maior abundéancia (4,202).
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Figura 3 34. Cromatogramas do LC-MS? em modo de ionizagdo positivo das fragées ampliagdo dos tempos
de reteng&o entre 1 e 10 minutos: AC20_A - linha preta; AC35_3 — linha azul; C28_3 — linha vermelha;
AC25_3 —linha verde; AC22_3 — linha amarela; AC20_3 — linha rosa.

A presenca dos compostos identificados nas diferentes fracdes analisadas pode ser observada
na Tabela 3.17. No entanto, € necessério salientar que a ndo identificacdo de certos compostos
em determinadas fracdes pode estar relacionada com o limite de intensidade relativa de
fragmentacéo ser inferior a 20% ou pelo composto ndo sido fragmentado o que limitou a sua

identificag&o.

Foi possivel identificar como estando presentes no extrato das folhas e talos da beterraba dois
acidos orgéanicos: o acido mélico (M1) e o &cido citrico (M2). A identificacdo do &cido malico
(M1) foi s6 efetuada nos permeados AC22 e AC25, enquanto o acido citrico foi identificado em
todos os permeados (Tabela 3.17).Tanto o acido citrico como o acido malico desempenham
fungBes de transporte de micronutrientes nas plantas e encontram-se envolvidos na regulagao
de processos bioquimicos e fisioloégicos, também se encontram associados ao metabolismo
energético nas células vegetais (208), em particular o acido citrico tem propriedades
antioxidantes demonstradas (209,210). Os acidos organicos sdo amplamente utilizados
industrialmente como aditivos alimentares na preparacao de bebidas a base de frutas e vegetais,
sendo os principais &cidos organicos utilizados para realcar sabores da bebida os &cidos citrico
e tartarico. Além disso, o acido citrico é muito utilizado como acidificante em sucos de fruta,

porque o pH dos &cidos naturais presentes nas frutas ndo € suficiente para assegurar a

estabilidade microbiana a longo prazo (211).
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Tabela 3.16. Identificacédo dos CBs presentes nas frages de permeados e alimentacao inicial das folhas e talos da beterraba, através dos perfis de fragmentacéo MS".

Tr

Formula

Erro

. . . . . oo
Composto (min) quimica Mw (g/mol) m/z [H] m/z [H*] (opm) Intensidade MS?, m/z e Intensidade relativa (%)
Ac'd(oMT)a"Co 1.1 C4HsOs 134.087 133.1 0.0 65135 (84%) 115 (7); 72 (48); 71 (100); 59 (18)
Ac'd(cl’wcz')”'co 1.119e CeH3O7 192.027 191.01 0.1 55688 (54%) 111 (76); 87 (100); 57 (21)
[163.06 + . _ . . .
rcidop NH] 2 o1 16003 (59%) 163 (36); 134 (30); 119(&128)0), 96 (60); 93 (12); 72
- 180.
cumdrico M3 -9 CoHsOs 164.158 80.06
165.05 06 72750 (31%) 147 (9); 136 (54); 123(;439;); 91 (100);77 (18); 65
o 164.06 0.3 57222 (100%) 147 (14); 119 (4); 91 (3); 72 (66)
Fe“'('a'%“'“a 3.2 CoH10NOs 165.079
166.08 1.0 889126 (96%) 120 (98); 103 (40); 91 (16); 77 (33); 53 (13)
Betanina ou o ) )
sobetaning (Ms) 35 CaaHsNz0us 550.5 551.15 0.7 36108 (100%) 389 (100); 343 (7); 195 (3) 150 (11)
203.07 0.3 121672 (100%) 157 (3); 142 (29); 116 (100); 74 (37)
Triptofano (MG) 4.6 C11H12N205 204.089 . . . . .
205,00 0.7 530046 (95%) 188 (48); 159 (12); 146 ((gc)m), 115 (61); 91 (85); 74
Apigenina-6,8- 593.13 0.9 28960 (100%) 473 (3); 413 (91); 293 (57); 174 (3); 71 (10)
glucoside ou 6.1 Cy7H30015 594.518
Vicenin (M7) 595.17 0.7 83778 (100%) 433 (61); 397 (17); 313 (100); 271 (25); 85 (7)
Vitexina -2-0- ¢ , Ca7H30014 578,533 577.14 0.5 6097 (6%) 457 (7); 413 (100); 293 (45); 175 (18);117 (28)

ramnoside (M8)
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Tr Formula . + Erro . s . .
Composto (min) quimica Mw (g/mol) m/z [H] m/z [H*] (opm) Intensidade MS?, m/z e Intensidade relativa (%)
Schaftoside ou 563.12 1.2 100690 (100%) 413 (79); 293 (37); 173 (4); 117 (8)
Corymboside 6.2 C26H28014 564.1
(M9) 565.14 0.9 171164 (100%) 433 (24); 397 (17); 313 (75); 283 (19)
Vitexina (M10) 6.4  CaHz0010 432.281 431.08 0.2 20381 (100%) 311 (100); 161 (3); 117 (10); 79 (4)
Derivado d 679.13 0.5 49436 (100%) 635 (50); 575 (4); 455 (94); 293 (87); 174 (8); 59 (6)
Vi tixinaa ?M 1a1) 6.5  CaoHa201s 680.600
681.16 0.9 65419 (100%) 519 (28); 439 (4); 313 (100); 85 (10)
609.14 0.6 6448 (14%) 413 (6); 315 (100); 300 (20); 271 (46); 243 (28)
Rutina (MlZ) 6.5 C57H30016 610.54
611.15 1.9 11035 (16%) 479 (2); 317 (100); 181 (13); 75 (9)
Vitexina-6”-O- 649.12 0.3 156638 (100%) 605 (49); 545 (2); 455 (1(5%); 293 (91); 174 (9); 117
MalonyI-Z”-O- 6.7 Co9H30017 650.50
Xyloside (M13) 651.16 0.9 238095 (100%) 519 (25); 439 (7); 379 (8); 313 (100); 283 (23)
Acido ferdlico ¢ g CioH1004 194.180 193.05 0.3 7748 (30%) 178 (8); 156 (3) 134 (100); 106 (4); 102 (6);

(M14)
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Em todas as fragdes analisadas e no extrato BDP (Tabela 3.17), os aminoacidos identificados foram a
fenilalanina (M4) e o triptofano (M6). A fenilalanina e o triptofano pertencem a classe dos aminoacidos
essenciais, porque o homem e os animais ndo possuem os metabolismos necessarios para a sua
sintese, apenas consegue adquiri-los por ingestdo. E possivel encontrar estes aminoacidos nas
plantas, sendo sintetizados pela via do chiquimato. A maioria dos CFs nas plantas tem como precursor

a fenilalanina que através de uma reacao de desaminacao forma o acido cinamico (49).

Também foi identificado apenas nos permeados das membranas estudadas a betanina, ou do seu
isébmero, a isobetanina (M5). Este composto bioativo pode ser observado em elevadas concentracdes
na raiz da beterraba, mas também ja foi identificado nos extratos das folhas e talos da beterraba em
menor quantidade (157). Assim foi possivel concluir que o composto identificado através do HPLC-DAD
como uma betacianina (composto 2) € especificamente a betanina ou a isobetanina. Como referido
anteriormente a concentracdo deste composto aumentou em todas as fracdes relativamente a
alimentacdo (AC20_A). O fato de apenas se verificar a identificacdo deste composto nas fragcdes dos
permeados pode dever-se a sua concentragdo relativa na alimentagdo ser inferior. Estes CBs sdo
seguros e para além de apresentam atividades antioxidantes mais elevadas que o &cido ascorbico,
rutina, catequinas, B-caroteno e o a-tocoferol, também sdo compostos com propriedades promotoras
de saude (212).

Os &cidos fendlicos identificados foram o acido p-cumérico (M3) e o acido ferulico (M14), derivados
destes CBs ja foram identificados em folhas de beterraba acucareira (202). Na Tabela 3.17 € possivel
observar que o &cido p-cumarico (M3) foi apenas identificado no extrato BDP e nos permeados AC20_3
e AC22_3, e o &cido ferulico foi identificado em todos os permeados. O &cido p-cumarico desempenha
um papel importante na sintese de metabolitos secundarios, pois este € um precursor dos acidos
fendlicos (4cido cafeico, acido ferdlico, acido clorogénico e acido sinapico), dos flavonoides, lenhina,
entre outros metabolitos secundarios. O acido p-cumarico e em particular os seus derivados exibem
varias atividades bioldgicas, incluindo atividades anti-inflamatérias e anti-mutagénicas, entre outras, e

possuem atividades atenuantes sobre a aterosclerose, lesdes neuroldgicas, ansiedade, etc (213).

O &cido ferulico (M14) foi identificado através do HPLC-DAD como o composto 6%, mas o fato de
apenas ser identificado nas fracdes resultantes das permeacgdes podera dever-se a sua concentragao
relativamente & alimentagéo. Este facto parece contradizer os resultados obtidos na determinacéo da
concentracdo de acido ferulico por HPLC-DAD em que as diferengas entre a alimentacédo e as fracdes
permeadas ndo pareciam tdo evidentes, no entanto, a espectrometria de massa € uma técnica de
elevada resolucdo e o HPLC-DAD poderd ter erros associados principalmente na quantificacdo de
concentracgdes baixas como o caso deste composto. O &cido ferdlico e os seus derivados sédo CBs que
apresentam atividades sobre o stress oxidativo, incluindo cancro, diabetes e doencas

neurodegenerativas (214).
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Tabela 3.17. Identificagdo dos CBs nas diferentes fracfes de permeado e alimentacao inicial de folhas e talos de beterraba.
Composto Rt (min) Estrutura quimica Alimentacéo AC20_3 AC22_3 AC25_3 AC28_3 AC35_3
o OH
Acido mélico on
(M1) 11 Hu/uﬂ/ X X
noj o UE\;OH
Acido citrico (M2) 1.1e1.9 \T X X X X X
Acido p-cumarico 2 \ /
M3) 1.9 D_@_\_( X X X
[+
Fenilalanina (M4) 3.2 o1 X X X X X X
Ha
Betanina ou 35 mm o " " " « «
Isobetanina (M5) ’ ]
o Lo
{
Triptofano (M6 4.6 /\8“\ X X X X X X
p (M6) - N
Tu
Apigenina-6,8- \I J/T
glucoside ou 6.1 R X X X X X X
Vicenin (M7) Pars i,—£ J
T i T(
Vitexina -2”-O- 6.2 X X X M M X

ramnoside (M8)
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Composto Rt (min) Estrutura quimica Alimentagao AC20_3 AC22_3 AC25_3 AC28_3 AC35_3

Schaftoside ou

Corymboside 6.2 X X X X X X

(M9)

Vitexina (M10) 6.4 X

Derivado da 6.5 X X X X X X
vitexina (M11) "

Rutina (M12) 6.5 X X X X X X
Vitexina-6”-0O-

Malonyl-2”-O- 6.7 X X X X X X
Xyloside (M13)

Acido ferdlico 6.8 X X X X X

(M14)
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Verificou-se que nos cromatogramas de LC-QTOF-MS do extrato BDP (alimentacéo) e dos seus
permeados a PTM de 3 bar, existia uma regido corresponde aos flavonoides, a mesmo ja tinha
sido anteriormente identificada através do HPLC-DAD como a regido dos flavonoides. Os CBs
identificados em maior quantidade pertencem a classe dos flavonoides, nomeadamente a rutina
e derivados da vitexina. Este fato valida as identificacGes anteriormente efetuadas através dos
HPLC-DAD nas sec¢fes 3.1.4.1 e 3.3.1.1, em que foi possivel a identificagdo da rutina, como o

composto 10, do derivado da vitexina (composto 7) e do derivado da isovitexina (composto 11).

Como relatado em Lorizola et al. (169), identificou em folhas e talos de beterraba, elevadas
guantidades de derivados de vitexina, em particular a vitexina -2”-O-ramnoside e seus derivados
com massas moleculares de 650 g/mol e de 564 g/mol. No entanto, a amostra da alimentacéo
(extrato BDP) e dos permeados, ndo apresentaram elevada intensidade de fragmentacéo para a
massa molecular correspondente a vitexina -2”-O-ramnoside (M8). Também foram
identificados derivados da vitexina, como a apigenina 6,8-glucosideo ou vicenin (M7) com
massa molecular de 594, 5 g/mol, a schaftoside ou o isémero corymboside (M9) com massa
molecular de 564.1 g/mol, a vitexina (M10) com massa molecular de 432.2 g/mol, um derivado
da vitexina com massa molecular de 680.6 g/mol (M11) e a vitexina-6”-O-malonyl-2”-O-
xyloside (M13) com massa molecular de 650 g/mol. Estes compostos derivados da vitexina
apresentam perfis de ionizacdo caracteristicos com os ides (m/z) 413 e 293 em modo negativo

(169,202), como pode ser observado na Tabela 3.16.

Assim é possivel supor que os derivados da vitexina (composto 7) e da isovitexina (composto
11) presentes no extrato BDP e nos seus permeados reconhecidos anteriormente pelo HPLC-
DAD, podem ser alguns dos derivados da vitexina identificados pela espetrometria de massa. No
entanto, como as corridas cromatograficas, colunas e equipamento do HPLC-DAD e LC-QTOF-
MS séo diferentes, dificulta a identificagdo dos picos dos cromatogramas do HPLC-DAD com os
CBs identificados na espetrometria de massa, pois pode ocorrer alteragbes do perfil
cromatografico, pode ocorrer a inversdo dos picos dos compostos ja identificados, surgir novos

picos ou ndo ocorrer a resolucdo de um pico.

Na Tabela 3.17 é possivel observar que todos os derivados da vitexina (M7, M8, M9, M11 e M13)
foram identificados tanto no extrato BDP (alimentagdo) como nos permeados, engquanto a
vitexina (M10) apenas foi identificada na alimentacéo. Através da quantificacéo realizada através
do HPLC-DAD, como ja mencionado anteriormente, o composto 7, um derivado da vitexina,
apresentou sempre concentragdes inferiores nos permeados comparativamente a alimentacéo
(extrato BDP). Por outro lado, o composto 11 (denominado como o derivado da isovitexina)
apresentou sempre quantificagcdes superiores nos permeados, com a exce¢do do AC20 1,
AC20_2, AC22_1 e AC22_2, que na alimentagéo.

Também foi identificado o flavonol glicésido, a rutina (M12) que corresponde ao composto 10 na
andlise por HPLC-DAD. A rutina € amplamente investigada pois apresenta atividades bioldgicas
na prevencao e tratamento de diversas patologias, mas € um composto bioativo que possui baixa

solubilidade em solugfes aquosas e com baixa estabilidade (215). Este composto foi identificado
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na alimentag&o e em todos os permeados (Tabela 3.17), e como referido anteriormente, verificou-
se a concentragdo deste CBs nos permeados resultantes das membranas com MWCO superior
a 8.6 kDa (AC25, AC28 e AC35).

Através da identificagdo por LC-QTOF-MS foram identificados os seguintes CBs que exibem
elevadas atividades antioxidantes: betanina (212), derivados da vitexina (216), rutina (215), acido
ferdlico (214) e acido citrico (209,210). Através das quantificacdes efetuadas através dos
cromatogramas de HPLC-DAD foi possivel verificar que nos permeados AC20_3 e AC22_3 estao
presentes em concentragdes superiores os derivados do acido fertlico (composto 62 ou M14) e
o derivado da isovitexina (composto 11), podera corresponder a um dos derivados da vitexina
identificados pela espetrometria de massa. No entanto, o composto 2%, 4 e 5 identificados nos
cromatogramas da Figura 3.32, apresentavam elevada intensidade em relacdo ao cromatograma
da alimentacdo (extrato BDP), estes compostos poderiam explicar a elevada atividade

antioxidante exibida nos permeados AC20_3 e AC22_3.

3.3.8. Cultura de linha celular cancerigena humana — avaliacdo do potencial citotoxico
das fracdes dos permeados (AC22_3 e AC35_3) e da alimentacéo

A avaliacdo do potencial citotdxico das trés fracGes em estudo, permeados as pressfes
transmembranares de 3 bar resultantes das membranas AC22 e AC35 e a amostra da
alimentacéo (ou seja, do extrato BDP) (Anexo 10 Figura 6.54), foi realizada em células Hep-G2,
0 que permitiu determinar a sua hepatotoxicidade, através do método MTT (217,218), descrito
em 2.2.6.1. Os resultados obtidos para a determinacéo da citotoxidade estdo descritos no Anexo
10

Figura 6.55.

Tendo em conta que alguns dos compostos presentes nos extratos de plantas podem apresentar
toxicidade, nomeadamente alguns pigmentos € importante fazer esta avaliagdo. Um extrato é
considerado téxico para o ser humano quando apresenta um ICso de toxidade celular com uma
concentracdo de 0.1 mg/mL (219,220). No entanto como é possivel verificar pela anélise da
Tabela 3.18, os valores de citotoxidade celular a concentracdo de 1 mg/mL s&o muito inferiores
ao estabelecido pela bibliografia, assim desta forma foi possivel concluir que as fracdes
resultantes da permeacdo das membranas do extrato BDP ndo apresentam hepatotoxicidade
para o ser humano.

Tabela 3.18. Citotoxicidade celular para as fragfes resultantes das permeacdes pela membrana AC22 e
AC35 a PTM de 3 bar (AC22_3 e AC35_3) e da alimentacao (AC20_A).

Fracdo Citotoxicidade celular (1 mg/mL)

AC22_3 20.34 + 1.821

AC35_3 17.63 + 1.408
Alimentacao 13.02 + 2.698

No entanto, foi possivel verificar que a fracdo resultante da permeacao pela membrana AC22,
apresenta valores de toxicidade para a linha celular Hep-G2 ligeiramente mais elevado que a
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fracdo AC35_3. E a fracdo que apresenta um valor de hepatotoxicidade celular inferior foi a
amostra da alimentagcédo (AC20_A), ou seja, do extrato BDP. Este facto, pode estar relacionado
com a concentracdo de CBs com potencial citotoxico para as células, neste sentido o
enriguecimento dos permeados com compostos poderdo apresentar alguma toxicidade celular.
Ainda assim em face dos valores obtidos foi possivel supor que estes compostos sdo seguros

para serem incorporados na alimentacéo, como ja demonstrado em estudos anteriores (221).
3.4. Determinacdo dos parametros para caraterizacdo das membranas

3.4.1. Coeficientes de rejeicdo aparentes (f) aos FT, aos hidratos de carbono e as

proteinas

Ap6s os doseamentos de todas as fragfes recolhidas (permeados e alimentacao) foi possivel
determinar o coeficiente de rejeicdo aparente (f) dos FT, proteinas (Pt) e hidratos de carbono

(HC) utilizando a Equacédo 1.3. Os valores obtidos estdo demonstrados na Tabela 3.19.

Tabela 3.19. Determinacéo dos coeficientes de rejei¢cdo aparente (f) do FT, Pt e HC.

Fracdes f f f
(10 mg/mL) FT Pt HC
AC20_1 53% 92% 23%
AC20_2 50% 90% 22%
AC20_3 47% 90% 21%
AC22_1 52% 92% 22%
AC22_2 50% 89% 20%
AC22_3 48% 88% 19%
AC25_1 46% 90% 21%
AC25_2 42% 88% 18%
AC25_3 38% 87% 17%
AC28_1 41% 89% 21%
AC28_2 37% 87% 20%
AC28_3 32% 87% 18%
AC35_1 38% 87% 15%
AC35_2 36% 86% 14%
AC35_3 34% 85% 13%

Pela interpretacdo da Figura 3.35, verificou-se que as membranas possuem a capacidade de
separacao das proteinas presentes na alimentacado, e 0os permeados apresentaram um valor de
f de aproximadamente 90%. Relativamente aos hidratos de carbono, os permeados exibiram um
f aproximado de apenas 22%, enquanto que nos FT ja foi possivel separar cerca de metade da

guantidade de FT presente na alimentagéo (extrato inicial BDP).
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Figura 3.35. Determinacéo dos coeficientes de refeicdo aparente (f) para os FT (barra verde), proteinas
(barra cinza) e hidratos de carbono (barra laranja).

Também foi possivel verificar que os permeados resultantes das permeacdes as PTM de 3 bar
apresentaram valores de rejei¢cdes aparentes menores. Com o0 aumento da PTM aumenta o fluxo
de permeacéo do extrato, forcando os solutos a atravessarem as membranas estudadas, ndo se

verificando os efeitos de colmatacdo das membranas com este tipo de solutos.

Variando o MWCO das membranas de UF foi possivel efetuar a separacao de alguns compostos
presentes em extratos aquosos de plantas, assim como membranas com MWCO entre 50 e 100
kDa, podem ser utilizados para recuperar diferentes macromoléculas (tais como solidos
suspensos, hidratos de carbono complexos ou proteinas). Por outro lado, as membranas de UF
com MWCO entre 4 e 30 kDa normalmente sé@o eficazes para concentrar componentes de
elevado peso molecular (como taninos, proteinas e algumas fracdes de CFs elevado peso
molecular), enquanto as membranas de UF, de 1 a 3 kDa, sédo eficazes para concentrar
compostos de baixo peso molecular (como antocianinas, CFs de baixo peso molecular, hidratos
de carbono de baixo peso e peptideos), na realidade estas membranas estdo no MWCO

correspondente a um processo de NF (113).

Neste trabalho verificou-se a separacdo das proteinas com todas as membranas estudadas
neste trabalho experimental. No entanto apenas foi possivel a separacdo de 50% de FT para a
membrana com MWCO de 3.8 kDa e 4.6 kDa, diminuindo gradualmente com o aumento da

porosidade das membranas.

3.4.2. Coeficiente de refeicéo intrinseco (f) e coeficiente de transferéncia de massa (k)

Para determinar o coeficiente de rejeicao intrinseco (f) e o coeficiente de transferéncia de massa
(k) experimentalmente foi necessario obter os seguintes dados experimentais: o fluxo de

permeacdo (Jp) e o coeficiente de rejeicdo aparente (f) as PTMs de 1, 2 e 3 bar.

Para tal foi necessério efetuar a linearizagcao da Equacéo 1.8, e obtendo-se a seguinte equacao:

In (1 ;f> =In (1 ;,f,) + % X v, Equacao 3.2
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~ . . ~ . 1-
Com base nesta equacdo foi possivel efetuar uma regressdo linear, na qual o In (Tf)

corresponde aos valores da abcissa e 0 v, aos valores da ordenada. Desta forma, apds a

~ . ~ . . . 1-
construcdo da reta de calibracéo foi possivel determinar que In (Tf') corresponde ao valor na
. 1 . . ~
abcissa e o ~ao declive da reta de calibragéo.

Neste trabalho foram determinados os coeficientes intrinseco (f') e o0s coeficientes de
transferéncia de massa (k) para os fenais totais (FT), proteinas (Pt) e hidratos de carbono (HC).

Para construgdo das retas de calibragdo foi necessario efetuar a conversdo do fluxo de

permeacdo (Jp) para velocidade de permeacao (vy).

Com base nos valores experimentais referentes aos coeficientes de rejeicdo aparentes (f) e da
velocidade de permeacdo (v,) para os fenois totais (Anexo 12 na Tabela 6.9), proteinas (Anexo
12 na Tabela 6.10) e para os hidratos de carbono (Anexo 12 na Tabela 6.11) foi possivel a
representacdo grafica que permitiram a determinagéo dos parametros de coeficientes intrinsecos
(f) e o coeficiente de transferéncia de massa (v,) para os fendis totais (Figura 3.36), das

proteinas (Anexo 12 na Figura 6.58) e hidratos de carbono (Anexo 12 na Figura 6.59).
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Figura 3.36. Representag0es gréficas de v, vs In (174) para os fendis totais (FT) nas membranas: AC20,
AC22, AC25, AC28 e AC35.

Na Figura 3.37 estédo representados os valores dos coeficientes de rejeicao intrinsecos () e do
coeficiente de transferéncia de massa para os fenois totais (FT), proteinas (Pt) e hidratos de
carbono (HC).

100%

a) b)
80%
— -5
G 2.25x10 oo | 5% | sew \
E 3 50% | 4% | ey
= 2
5
x 1.40x10 :- 0%
1.07x10¢
1 75x10e | 3.38x10¢ 20%
0%
AC20  AC22  AC25  AC28  AC35
AC20 AC22 AC26  AC28  AC35
o g)0% | 9% o W% et gy 1 g0
3.33x105 )
2.39x10% 80%
3 S 6%
& &
x w  40%
1.45x10°
20%
o | 3.37x108
1.29x10 0%
AC20  ACZ2  AC25  AC28  AC35 ACZ0  AC2Z  ACZS  AC2E  ACH
.
e) 3.53x10° 1) 100%
2.99x10° 80%
- ~ 60%
&~
E <
¢ 1.343x109 « 0%
: w% | 2% | 2% | mu o |
A
20%
2.84x105 | 3.19x10%6
0%
Al ACzr  AC2s A2 AC3S AC20 AC22  AC25  AC28  AC35

Figura 3.37. Representacao grafica da determinacado dos (a) k dos FT, b) f dos FT; c) k das Pt; d) f das Pt;
e) k dos HC e f) f'dos HC para as membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35.

Verificou-se que os coeficientes de rejeigéo intrinseco (f’) diminuem com o aumento do MWCO
das membranas estudas para os FT, proteinas e hidratos de carbono (Figura 3.37). O coeficiente
de rejeicdo intrinseco (f') corresponde a concentracdo de soluto na camada superficial da
membrana (132), denotou-se que as proteinas apresentaram um coeficiente de rejeicdo
intrinseco (f’) superior aos FT e HC, este fato pode encontrar-se relacionado com a massa
molecular que estes compostos apresentam. Ou seja, quanto maior a massa molecular dos
compostos maior a rejei¢cdo destes pelas membranas, e verifica-se 0 aumento da concentracdo

destes solutos na camada adjacente a membrana.

Na Figura 3.37 € possivel verificar que o coeficiente de transferéncia de massa (k) aumenta com

0 aumento da porosidade das membranas.
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Na Tabela 3.20 estdo descritas as carateristicas das membranas de acetato de celulose
preparadas (AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35) para os seguintes parametros: permeabilidade
hidraulica (Lp), limite de rejei¢do a solutos organicos (MWCO), coeficiente de transferéncia de
massa (k) e coeficiente aparente intrinseco (f) para os fendis totais, proteinas e hidratos de
carbono.

Tabela 3.20. Dados da permeabilidade hidraulica (Lp), MWCO e coeficiente de transferéncia de massa (k)

e coeficiente de rejeicao intrinsecos (f) para os fendis totais (FT), proteinas (Pt) e hidratos de carbono (HC)
das membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35.

Membrana AC20 AC22 AC25 AC28 AC35
Lp (kg/m?.h.bar) 1.886 2.491 10.802 23.788 56.869
MWCO (kDa) 3.8 4.6 8.6 32 62
K e (m/s) 2.839x10® 3.193x10° 1.343x10° 3.526x10° 2.988x10°
K rr (M/s) 1.750x10® 3.380x10° 1.070x10° 1.400x10° 2.25x10°
k pt (M/s) 1.293x10® 3.370x10° 1.151x10° 3.330x10° 2.892x10°
f he 24% 24% 23% 23% 19%
f e 55% 55% 50% 49% 46%
f pt 93% 93% 91% 90% 90%

Os resultados obtidos para os coeficientes de rejei¢ao intrinseca (f’), aparente (f) e do coeficiente
de transferéncia de massa (k) sdo influenciados pelas matrizes organicas e inorganicas
presentes no extrato BDP. Os extratos aquosos de plantas sdo uma mistura complexa de CFs,
hidratos de carbono, acidos organicos, proteinas e minerais. Como resultado, estas
macromoléculas também desempenham um papel importante no coeficiente de transferéncia de
massa durante a UF do extrato, pois podem aumentar a viscosidade do extrato aquoso, interagir
com os CFs, potenciando fenémenos de polarizag&o de concentracdo/colmatacdo e aumentando

os coeficientes de rejei¢éo (128).

As membranas de UF estudadas neste trabalho permitiram o fracionamento do extrato aquoso
BDP, e foi possivel concluir gue com a membrana AC35, que apresenta um MWCO de 62kDa,
permitiu separar aproximadamente 85 % das proteinas totais presentes na alimentagéo.
Relativamente aos hidratos de carbono, a membrana estuda com menor porosidade (AC20)
apenas conseguiram separar aproximadamente 23 %, levando a considerar que os hidratos de
carbonos no extrato BDP apresentam massas moleculares reduzidas, que podera estar

relacionado com a acao catalitica do enzima pancreatina.

No entanto, as membranas estudas apresentaram a capacidade de separar os CFs presentes
no extrato BDP. Os coeficientes de rejei¢cdo aparentes para os FT variaram entre 53 % para as
membranas de menor porosidade (AC20 e AC22) & PTM de 1 bar e 38 % na membrana AC35
(MWCO de 62 kDa). No entanto, apesar os permeados das membranas AC20 e AC22 a PTM de
3 bar apresentarem menor conteddo em FT, comparativamente aos permeados da membrana
AC35 a PTM de 3 bar, estes apresentam atividades biolégicas semelhantes. Ou seja, os CBs
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gque as membranas AC20 e AC22 a PTM de 3 bar conseguem separaram apresentam maior
atividade bioldgica.
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Capitulo 4: Consideracodes Finais
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Esta dissertacédo teve como objetivo o desenvolvimento de um extrato aquoso de folhas e talos
de beterraba para posteriormente efetuar o isolamento de CBs. Este processo teve como base
apresentar uma pegada ecolOgica baixa, evitar o recurso a temperaturas elevadas e ser de
simples desenvolvimento. A metodologia utilizada para efetuar o isolamento de compostos
bioativos presentes no extrato aquoso de folhas e talos de beterraba foi a tecnologia por
membranas, utilizando um processo por ultrafiltracdo (UF). Este método esta demonstrado como
eficaz no isolamento de CBs e no fracionamento de extratos de plantas sem adi¢édo de solventes

organicos, com elevada eficiéncia e baixo custo (222).

As propriedades medicinais da raiz da beterraba séo estudadas intensamente pela comunidade
cientifica, enquanto as suas folhas e talos ndo tém sido alvo de similar interesse, apesar de
poderem apresentar carateristicas semelhantes. Assim, as folhas e talos da beterraba,
considerados um residuo agricola, podem tornar-se uma fonte interessante para efetuar extracao

de CBs, tais como betanina, acido citrico, acido ferdlico e derivados da vitexina.

Tradicionalmente, para a extracdo de CBs presentes em extratos de plantas recorre-se
habitualmente a agua quente, acidos, bases ou solventes organicos. Os CFs sdo geralmente
extraidos com a adicdo de um alcool, como o metanol ou etanol. No entanto, para a utilizacédo
destes extratos na industria alimentar ou farmacéutica seria necessaria uma etapa adicional para
evaporar estes solventes organicos, também se verifica que extratos hidraalcodlicos influenciam

os fluxos de permeacéo e a integridade das membranas durante o processo de filtracdo (222).

Em primeiro lugar, realizou-se um estudo para determinar o método de extracdo aquoso que
apresentasse as melhores atividades bioldgicas e com quantificacdes mais elevadas em CBs.
Para tal, desenvolveram-se 0s seguintes extratos aquosos: decocc¢éo (Bdec), extracdo assistida
pelo enzima (EAE) pepsina (BDG), EAE pancreatina (BDP) e EAE pepsina e pancreatina (BDC),
e 0s respetivos controlos BCG, BCP e BCC. Os extratos desenvolvidos com EAEs pretendiam
simular a digestéo, por esta razdo foram utilizados enzimas do trato gastrointestinal. Verificou-se
gue os extratos aquosos das folhas e talos da beterraba conseguiam-se extrair CBs com
atividades bioldgicas superiores aos reportados pela bibliografia, mas estes extratos utilizavam
solventes organicos. Também foi possivel verificar uma relacéo linear entre o conteddo em CFs

presentes nos extratos e a sua atividade antioxidante.

O extrato BDP apresentou as atividades antioxidantes (método DPPH) e a atividade inibitéria da
AChE mais elevadas, também se verificou que apresentava a maior quantificagdo em FT,
proteinas e hidratos de carbono. Com a EAE pancreatina verificou-se que apresentava a
capacidade de extrair maiores concentra¢des de compostos com menor quantidade de solvente.
A analise estatistica por PCA confirmou o extrato BDP como o que apresentava as melhores
carateristicas das varidveis analisadas. Por estas razbes foi 0 extrato aquoso de folhas e talos
de beterraba com digestao enzimética com pancreatina (BDP) selecionado para o isolamento e
purificacdo pela tecnologia de membranas.

Para efetuar o isolamento do extrato aquoso BDP recorreu-se a um processo de UF, no qual

foram preparadas cinco membranas de acetato de celulose com os seguintes MWCO: 3.8 kDa,
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4.6 kDa, 8.6 kDa, 32 kDa e 62 kDa. Efetuou-se a permeacdo do extrato BDP em modo de
recirculagdo total. Utilizando sempre a mesma alimentagédo, recolheram-se fragbes dos
permeados das cinco membranas nas PTMs de 1, 2 e 3 bar. Apds a quantificacdo em FT,
proteinas e hidratos de carbono, da atividade antioxidante (método DPPH) e da atividade
inibitéria da AChE, efetuou-se a analise estatistica através de PCA para determinar a fragédo
resultante das permeagfes que apresentava as melhores bioatividades. Foi possivel relacionar
as melhores atividades biologicas com o0s permeados resultantes a PTM de 3 bar,
nomeadamente das membranas AC22 e AC35. Também se verificou que de entre os permeados
os obtidos, as fracdes resultantes das permeacdes a PTM de 3 bar apresentaram quantificacdes

superiores em FT.

Com as membranas estudadas neste trabalho foi possivel efetuar o fracionamento do extrato
BDP os solutos em suspensao e a maioria das proteinas e compostos relacionados quantificaveis
pelo Coomassie R-250. Nos permeados foi possivel o isolamento de aproximadamente 50 % dos
FT e 20 % dos hidratos de carbono presentes no extrato. Os CFs sdo moléculas de baixa massa
molecular, entre os 100 g/mol e os 700 g/mol (52), no entanto, os valores obtidos para os
coeficientes de rejeicdo aparentes (f) dos FT para as membranas com os diferentes MWCO séo
elevados tendo em conta a massa molecular destes CFs. Este fato pode encontrar-se
relacionado com os CFs estarem ligados a macromoléculas encontradas na matriz biol6gica,
especialmente hidratos de carbono complexos, impedindo assim a sua permeac¢ao pelos poros

da membrana (52).

Relativamente a atividade antioxidante, verificou-se que os permeados do extrato BDP, AC20_3
e AC22_3, apresentaram a concentracao para 50 % de atividade antioxidante (método de DPPH)
de 1.86 ug GAE/mL em FT, enquanto o extrato original BDP apresentou 3.1 ug GAE/mL em
fendis totais, ou seja, a atividade antioxidante pode ser atribuida aos CBs isolados com a
utilizacdo das membranas com MWCO de 3.8 kDa e 4.6 kDa a PTM de 3 bar. Os CBs presentes
em maior quantidade nestes permeados foram o derivado do acido ferdlico (composto 6?) e dos
derivados da isovitexina (composto 11). Contudo, ocorreu um aumento consideravel dos
compostos 2%, 4 e 5, ou seja, a atividade antioxidante podera estar associada a estes compostos,

porém néo foi possivel efetuar a sua identificac&o.

O permeado do extrato BDP da membrana AC22 a PTM de 3 bar apresentou a atividade inibit6ria
da AChE mais elevada, com 50% desta atividade & concentragéo de 25.92 pg GAE/mL em FT,

validando que este permeado podera apresentar CBs com maior bioatividade.

Os perfis dos cromatogramas do HPLC-DAD do extrato BDP e dos diferentes permeados
estudados apresentaram modificacdes ligeiras, em termos de compostos separados e na
intensidade de absorvéncia dos picos, no entanto esta técnica de separac¢éo e identificacdo nao
consegue detetar todos 0os compostos presentes no extrato BDP. Este fato, pode sugerir que no
processo de permeacao pelas membranas se perdem outros compostos, e ndo apenas aqueles
que sdo separados nos cromatogramas da HPLC-DAD. Verificou-se o enriquecimento dos

permeados obtidos pelas membranas estudas em CBs, porque ocorreu a eliminagédo de
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compostos que se viu diminuirem na alimentacdo, como o caso das proteinas, no entanto
também pode ter ocorrido a separacao de CBs que poderiam estar ligados as proteinas.

Através do HPLC-DAD, foi possivel a quantificacdo dos CBs: rutina (composto 10), derivado do
Acido ferulico (composto 6¥) e de dois derivados da vitexina (vitexina — composto 7 e isovitexina
— composto 11). Denotou-se que a concentragdo do derivado do acido ferdlico (composto 6%)
era maior nos permeados resultantes das membranas com MWCO de 3.8 kDa e 4.6 kDa e o
derivado da isovitexina apresentou maiores concentracbes em todos os permeados, com
excecdo da membrana com MWCO de 3.8 kDa. Os permeados resultantes das permeac¢fes das
membranas AC25, AC28 e AC35 apresentaram concentracdes superiores do flavonol rutina. Mas
o derivado da vitexina apresentou sempre concentra¢des superiores na alimentacédo do que nos
permeados. As atividades biologicas dos permeados das membranas de porosidade (AC20 e
AC22) podem ser atribuidas ao derivado do acido ferulico e do derivado da isovitexina, bem como
a presenca de picos nestes permeados com maior intensidade dos compostos 2%, 4 e 5, mas

nédo foi possivel efetuar a sua identificagdo.

Os permeados resultantes das membranas com maior porosidade (AC28 e AC35) apresentaram
maior contetdo em CFs, e como demonstrado anteriormente, existe uma relagao linear entre a
atividade antioxidante e quantidade de CFs presentes no extrato. Mas 0 enriquecimento destes
permeados em rutina (composto 10) e no derivado da isovitexina (composto 11) foi importante

para a manutencao das atividades biolégicas.

Por outro lado, nenhum dos permeados estudado apresentou enriquecimento no composto
derivado da vitexina (composto 7), apesar deste composto estar reportado por possuir elevadas
atividades biolégica (148,205,207,216,223), neste trabalho nao foi possivel atribuir as atividades

biolégicas determinadas apenas a este composto.

Os compostos identificados por espetrometria de massa, no extrato BDP e nos permeados das
membranas foram: betanina (M5), acidos orgénicos (acido malico (M1) e citrico (M2)), os
aminoacidos (fenilalanina (M4) e triptofano (M6)), os acidos fendlicos (acido p-cumarico (M3) e
acido ferulico (M14)) e flavonoides (rutina (M12), vitexina -2"-O-ramnoside (M8), apigenina 6,8-
glucosideo ou vicenin (M7), a schaftoside ou corymboside (M7) e a vitexina-6"-O-malonyl-2"-O-
xyloside(M14)). Na sua generalidade, os permeados resultantes das membranas estudadas
permitiram a identificacdo mais simplificada por LC-QTOF-MS.

Para além disso, os resultados de citotoxicidade obtidos para o extrato BDP e os seus permeados
resultantes das membranas com MWCO com 4.6 kDa e 62 kDa a PTM de 3 bar permitiu concluir
gue nenhum é téxico para as células hepéaticas humanas e como tal, apresentam potencial para

poderem ser utilizadas como fontes seguras dos compostos fendlicos que contém.

As membranas de acetato de celulose apresentaram um aumento da permeabilidade hidraulica
(Lp) com o aumento da porosidade das membranas estudadas. Enquanto, os coeficientes de
rejeicdo aparente aos FT, proteinas e hidratos de carbono diminuiram com aumento do MWCO
das membranas e da TMP. Minhalma et al.(132) e Giacobbo et al. (128) verificaram o aumento
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dos coeficientes de rejeicdo aparentes para os FT e taninos com o aumento da TMP, mas este
fato foi atribuido & composicao do extrato utilizado neste estudos, aguas residuais do tratamento
da cortica e aguas residuais da industria viticola, respetivamente. Visto estes efluentes
apresentarem compostos fendlicos (taninos) de elevadas dimensfes e as membranas ficarem
mais suscetiveis a fendmenos de polarizacdo de concentragdo/colmatacéo. Por esta razéo foi
possivel supor que os CFs presentes no extrato BDP séo de menores massas moleculares, como
identificado na composicdo do extrato BDP em CFs que apresentam compostos de menores
dimensbes uma vez que o método de extracdo enzimatica por pancreatina hidrolisa as ligac6es

de hidratos de carbono, proteinas ou até mesmo entre os polimeros de CFs.

Relativamente, aos coeficientes de rejeigao intrinseco (f') para os FT, proteinas e hidratos de
carbono verificou-se que diminuiam com o aumento da porosidade da membrana, é importante
relembrar que este coeficiente relaciona a concentracdo de soluto presente na camada adjacente
da membrana com a concentracdo de soluto na alimentacdo. Enquanto, o coeficiente de
transferéncia de massa (k) aumentou com o aumento da porosidade das membranas. No

entanto, ndo se verificou fendmenos de polarizagéo de concentracdo nas membranas estudas.

Os extratos aquosos das folhas e talos da beterraba apresentam elevadas atividades biolégicas,
e utilizando as extracGes assistidas por enzimas foi possivel extrair maior quantidade de CBs,
em particular o enzima pancreatina. Com as membranas preparadas neste trabalho com
diferentes MWCO foi possivel verificar que os permeados resultantes destas membranas, apesar
de apresentarem perfis de cromatogramas por HPLC-DAD semelhantes, possuem atividades
biolégicas distintas, este fato pode ser atribuido as diferentes concentracdes de CBs presentes
em cada permeado. No entanto, verificou-se que os permeados a PTM de 3 bar apresentavam
maiores conteldo em FT e consequentemente maiores atividades antioxidantes. Mas os
permeados que apresentam tanto maiores atividades antioxidante e atividades inibitérias das
AChE foram o permeado AC22_3 (MWCO de 4.6 kDa) e o permeado AC35_3 (MWCO=62 kDa).
Desta forma, verificou-se que o permeado AC22_3 enriquecido em acido ferulico, betanina e
derivado da isovitexina apresentou bioatividades elevadas com menores quantidades em FT.
Por outro lado, o permeado AC35_3 apresentou maiores conteidos em FT e encontrava-se

enriguecido em rutina e derivado da isovitexina.

Com a aplicagdo da tecnologia das membranas foi possivel isolar CBs presentes no extrato BDP,
permitindo obter um permeado com elevada atividade antioxidante, que pode ser utilizado para

suplementar dietas ou incorporar produtos alimentares (massas, sucos ou molhos).
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Para dar continuidade a este trabalho seria interessante aprofundar a preparacdo do extrato
aquoso por digestao enzimaética, para tal, seria pertinente efetuar um estudo para determinar as
condig¢@es 6timas de extracdo de CBs, variando o tempo de incubacéo, ratio entre enzima/extrato
(222). Também se poderia avaliar se as lavagens do pelet resultante das centrifugacées
apresentam influéncia sobre a atividade inibitéria da AChE, visto ter-se verificado uma diferenga

relevante entre quantificacdes efetuadas com estas adaptacoes.

Este trabalho experimental permitiu analisar membranas com diferentes MWCO na separacao
do extrato BDP. No entanto, um processo integrado de membranas de MF, UF e NF em modo
de concentracao, permitiria efetuar a separacéo das proteinas, dos FT e dos hidratos de carbono
com maior eficacia. Assim, com a membrana de MF permitiria a separacédo dos solutos em
suspensao e proteinas, de seguida com a UF os CFs dos hidratos de carbono, e no final com as
membranas de NF permitiria obter um concentrado rico em CFs e um permeado com elevadas

concentracdes em hidratos de carbono (52).

Uma alternativa a este processo integrado de membranas seria a utilizacdo do modo de
diafiltracdo, com duas membranas com MWCO de 62 kDa e de 4.8 kDa. Assim permitiria
concentrar os compostos fendlicos que apresentassem melhores atividades biologicas neste

trabalho.

Para melhorar a identificacdo dos compostos presentes no extrato BDP, seria pertinente efetuar
a andlise do extrato e dos permeados num sistema integrado HPLC com um detetor DAD e com
espetrometria de massa acoplado. Assim permitiria a identificacdo dos outros compostos

presentes no extrato e nos permeados, nomeadamente os compostos 29, 4 e 5.

Também seria de interesse determinar se as membranas de acetato de celulose estabelecem
interagBes com os compostos presentes nas folhas e talos de beterraba, e efetuar uma avaliagéo
dos compostos que ficam adsorvidos nas membranas apos 0s ensaios de permeacao, atraves
do método FTIR.

Para a caraterizacdo do extrato do BDP e dos permeados resultantes das permeacdes pelas
membranas estudadas seria pertinente avaliar o potencial de inibicdo da HMG-CoA redutase e

da capacidade de inibicdo de permeacéao do colesterol na barreira gastro intestinal.
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Anexo 1. Quantificacdo dos CBs presentes nas folhas e talos da beterraba

(Beta vulgaris L.)

Anexo 1.1. Reta de calibracdo dos FT
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Figura 6.1. Curva de calibragdo para a quantificagdo dos FT. utilizando o acido gélico (GAE) como padréo

Anexo 1.2. Reta de calibracdo dos hidratos de carbono
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Figura 6.2. Curva de calibracdo para a quantificacéo dos hidratos de carbono. utilizando a glucose como

padréo.
Anexo 1.3. Reta de calibracdo das proteinas
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Figura 6.3. Reta de calibracéo para o doseamento das proteinas. utilizando como padrdo a BSA

Marcia Patricia de Melo Rodrigues



Extratos aquosos de folhas de talos de Beta vulgaris L. — Isolamento de compostos bioativos utilizando a tecnologia
de membranas \Y

Anexo 2. Cromatografia liquida de elevada performance (HPLC-DAD) dos
extratos aquosos das folhas e talos da beterraba

Anexo 2.1. Cromatogramas dos extratos aquosos das folhas e talos da beterraba e da

solucéo de pepsina (SG), solucéo de pancreatina (SP) e solugcdo de pepsina e pancreatina
(SC)
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Figura 6.4. Cromatograma sobrepostos dos extratos BCG, BDG e SG.
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Figura 6.5. Cromatograma sobrepostos dos extratos BCP, BDP e SP.
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Figura 6.6. Cromatograma sobrepostos dos extratos BCC, BDC e SC.
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Anexo 2.2. UV-Vis dos compostos maioritarios presentes nos extratos aquosos das folhas
e talos da beterraba.
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Figura 6.7. UV-Vis referente ao pico do composto 1 presentes nos extratos aquosos.
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Figura 6.8. UV-Vis referente ao pico do composto 2 presentes no extrato BCG.
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Figura 6.9. UV-Vis referente ao pico do composto 3 presentes nos extratos aquosos.
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Figura 6.12. UV-Vis referente ao pico do composto 6 presentes nos extratos aquosos.
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Figura 6.13. UV-Vis referente ao pico do composto 9 presentes nos extratos aquosos.
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Anexo 2.3. Cromatogramas dos extratos aquosos das folhas e talos da beterraba e dos
padrdes vitexina, rutina e acido feralico
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Figura 6.14. Cromatograma do extrato Bdec sobreposto com os cromatogramas dos padrdes vitexina, rutina
e acido fertlico.
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Figura 6.15. Cromatograma do extrato BCG sobreposto com os cromatogramas dos padrdes vitexina, rutina
e acido ferdlico.
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Figura 6.16. Cromatograma do extrato BDG sobreposto com os cromatogramas dos padrdes vitexina, rutina
e acido ferdlico.
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Figura 6 17. Cromatograma do extrato BCP sobreposto com os cromatogramas dos padrdes vitexina, rutina
e acido ferulico.
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Figura 6.18. Cromatograma do extrato BDP sobreposto com os cromatogramas dos padrdes vitexina, rutina
e acido fertlico.
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Figura 6.19. Cromatograma do extrato BCC sobreposto com os cromatogramas dos padrdes vitexina, rutina
e acido ferulico.
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Figura 6.20. Cromatograma do extrato BDC sobreposto com os cromatogramas dos padrdes vitexina, rutina
e 4cido ferdlico.

Marcia Patricia de Melo Rodrigues



Extratos aquosos de folhas de talos de Beta vulgaris L. — Isolamento de compostos bioativos utilizando a tecnologia

de membranas X
Anexo 3. Valores registados experimentalmente e determinagéo do fluxo
de permeacao a 25°C (Jp)
Tabela 6.1. Valores registados experimentalmente para a massa de agua recolhida, o tempo do ensaio, a
temperatura da agua, e determinacéo dos caudais massicos (Q), do fluxo de permeacéo (Jp) e do fluxo a
25 °C para as membranas AC20, AC22; AC25, AC28 e AC35.
Membrana AP (bar) m (@) Tempo (h)  Q (kg/h) (kg/Jhp/mZ) T (°C) (Jkg /ﬁ?;cz)
1 1.71 0.033 0.0513 1.735 17 2.095
15 1.69 0.025 0.0676 2.286 17 2.762
AC20 2 2.24 0.025 0.0896 3.030 17 3.660
25 1.97 0.0167 0.1182 3.998 17.5 4.770
3 2.36 0.0167 0.1416 4.789 18 5.646
1 2 0.033 0.06 2.029 15 2.574
15 2.15 0.025 0.086 2.909 15 3.689
AC22 2 2.97 0.025 0.1188 4.018 14.5 5.160
25 2.39 0.0167 0.1434 4.850 15 6.152
3 2.88 0.0167 0.1728 5.844 15 7.413
1 8.74 0.033 0.2622 8.868 14 11.529
15 9.37 0.025 0.3748 12.676 15 16.078
AC25 2 12.22 0.025 0.4888 16.531 14 21.493
25 10.68 0.0167 0.6408 21.672 15 27.489
3 12.24 0.0167 0.7344 24.838 14.5 31.895
1 19.74 0.033 0.5922 20.028 16 24.789
15 22.37 0.025 0.8948 30.262 16 37.456
AC28 2 27.9 0.025 1.116 37.743 17 45.590
25 24.98 0.0167 1.4988 50.690 17 61.228
3 29.26 0.0167 1.7556 59.375 18 70.005
1 45.03 0.033 1.3509 45.688 17 55.186
15 51.23 0.025 2.0492 69.305 16 85.778
AC35 2 45.72 0.0167 2.7432 92.776 16.5 113.435
25 59.36 0.0167 3.5616 120.455 17 145.497
3 68.69 0.0167 4.1214 139.3872 17 168.360
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Anexo 4. Determinacéao do limite de exclusdo molecular (MWCO)

Anexo 4.1. Retas de calibracdo dos solutos orgéanicos
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Figura 6.21. Representacgédo da area do pico do detetor HPLC-IR vs concentragcdo do PEG 1500 g/mol.
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Figura 6.22. Representacao da area do pico do detetor HPLC-IR vs concentragdo do PEG 3000 g/mol.
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Figura 6.23. Representagéo da &rea do pico do detetor HPLC-IR vs concentracdo do PEG 6000 g/mol.
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Figura 6.24. Representacgéo da area do pico do detetor HPLC-IR vs concentragdo do PEG 10000 g/mol.
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Figura 6.25. Representacgédo da area do pico do detetor HPLC-IR vs concentragdo do PEG 20000 g/mol.
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Figura 6.26. Representacéo da area do pico do detetor HPLC-IR vs concentragdo do DEX 40000 g/mol.
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Figura 6.27. Representagéo da &rea do pico do detetor HPLC-IR vs concentra¢do do DEX 70000 g/mol.
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Figura 6.28. Representacgédo da &rea do pico do detetor HPLC-IR vs concentracéo do DEX 100000 g/mol.
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Anexo 4.2.Valores experimentais para a determinacdo do limite de exclusdo molecular

(MWCO)

Tabela 6.2. Valores experimentais de massa soluto, tempo de ensaio e temperatura, caudal méssico (Q),

fluxo de permeacéao (Jp), fluxo a 25 °C para as membranas AC20, AC22; AC25, AC28 e AC35.

Membrana Amostra (bA;) m (9) Te(r:)po Q (kg/h) (kgfhp/mz) T (°C) (ig/ﬁ?:g)

PEG 1500 1 3.52 0.083 0.042 1.429 20 1.606

AC20 PEG 3000 1 3.56 0.083 0.043 1.445 18 1.703
PEG 6000 1 5.1 0.083 0.061 2.070 27 1.977

PEG 1500 1 6.29 0.083 0.075 2.553 21 2.802

AC22 PEG 3000 1 6.6 0.083 0.079 2.679 21 2.940
PEG 6000 1 6.44 0.092 0.070 2.376 24 2.431

PEG 3000 1 19.17 0.083 0.230 7.780 17 9.397

AC25 PEG 6000 1 18.86 0.083 0.226 7.654 16 9.474
PEG 10000 1 19.13 0.083 0.230 7.764 15 9.848

DEX 40000 1 46.38 0.083 0.557 18.823 19 21.666

AC28 DEX 70000 1 46.08 0.083 0.553 18.701 19 21.526
© DEX1000000 1 4597  0.084 0550 18595 19 21.403

DEX 20000 1 76.69 0.050 1534 51.874 20 58.300

AC35 DEX 40000 1 70.19 0.050 1.404 47.477 20 53.359
DEX 70000 1 70.07 0.050 1.401 47.396 20 53.267

Anexo 4.3. Valores experimentais relativos aos coeficientes de rejeicdo aparente aos

solutos organicos obtidos relativos as areas dos picos das alimentacdes e permeados e

as suas respetivas concentracdes.

Tabela 6.3. Areas dos picos obtidos através do HPLC-IR e concentracdo obtida com a utilizacdo das
respetivas retas de calibrag6es dos padrdes.

A’refa A[eg Concentragdo Concentragao
Membrana Amostra me_dla meédia Alimentacé&o Permeado f log (f/(1-f))
PEG (Da) alim _ perm (opm) (opm)
(MRIU*min)  (URIU*min)

1500 11.511 3.716 612.988 202.445 66.97% 0.307

AC20 3000 10.291 2.484 562.803 148.698 73.58% 0.445
6000 11.103 0.233 616.219 23.771 96.14% 1.397

1500 8.716 2.708 476.757 158.168 66.82% 0.304

AC22 3000 10.243 0.989 546.174 58.812 89.23% 0.918
6000 11.347 0.003 618.801 17.122 97.23% 1.546

3000 11.729 4.505 624.463 243.993 61.59% 0.205

AC25 6000 11.058 2.785 603.450 164.656 74.82% 0.473
10000 10.647 0.530 591.361 39.936 95.02% 1.281

40000 10.928 0.747 700.832 38.856 93.17% 1.135

AC28 70000 10.803 0.137 604.417 9.994 98.73% 1.890
100000 11.314 0.048 580.101 14.417 99.58% 2.375

20000 10.429 6.877 587.800 384.926 34.06% -0.287

AC35 40000 10.696 1.355 685.740 78.423 87.33% 0.838
70000 10.503 0.792 587.648 46.504 92.46% 1.088

Marcia Patricia de Melo Rodrigues



Extratos aquosos de folhas de talos de Beta vulgaris L. — Isolamento de compostos bioativos utilizando a tecnologia

de membranas

Anexo 4.4. Determinac¢do do limite de exclusdo molecular (MWCO)

Figura 6.29.

Figura 6.30.
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Figura 6.31. Representacgédo grafica do MWCO para a membrana AC25.
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Figura 6.32. Representacéo grafica do MWCO para a membrana AC28.

| -
¥
-0,

Figura 6.33. Representacao grafica do MWCO para a membrana AC35.
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Anexo 5. Dados experimentais dos ensaios da permeagédo do extrato BDP

Tabela 6.4. Dados experimentais dos ensaios de fracionamento do extrato BDP utilizando as membranas
AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35, as PTMs 1, 2 e 3 bar, para a massa de permeado recolhido, tempo de
recolha, temperatura, e a correspondente determinagdo de caudal méssico (Q) e fluxo de permeacéao (Jp).

Fracao

(10 mg/mL) AP (bar) m (g) Tempo (h) Q (kg/h) Jp (kg/h.m?) T (°C)
AC20_1 1 10.98 0.667 0.016 0.557 16.0
AC20_2 2 6.77 0.183 0.037 1.249 16.0
AC20_3 3 15.47 0.250 0.062 2.093 17.0
AC22_1 1 11.28 0.333 0.034 1.144 17.0
AC22_2 2 5.80 0.083 0.070 2.354 16.0
AC22_3 3 16.39 0.168 0.098 3.298 16.0
AC25 1 1 32.84 0.167 0.197 6.664 15.0
AC25 2 2 27.17 0.067 0.408 13.783 15.0
AC25_3 3 37.23 0.067 0.558 18.887 15.0
AC28 1 1 37.97 0.083 0.456 15.410 15.0
AC28_2 2 26.18 0.033 0.785 26.563 16.0
AC28_3 3 41.02 0.042 0.984 33.295 17.0
AC35_1 1 45.17 0.050 0.903 30.553 17.0
AC35_2 2 29.61 0.025 1.184 40.057 18.0
AC35_3 3 44.23 0.033 1.327 44.876 19.0
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Anexo 6. Cromatografia liquida de elevada performance (HPLC-DAD) das
fracOes resultantes das permeacdes AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as
PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra da alimentacao

Anexo 6.1. Cromatogramas das fracfes resultantes das permeacfGes pelas membranas
AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35.

o i

Temps retencse (min)

Figura 6.34. Cromatograma sobrepostos das fracdes AC20_1, AC20_2 e AC20_3 na concentragéo de 5
mg/mL.
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Figura 6.35. Cromatograma sobrepostos das fracdes AC22_1, AC22_2 e AC22_3 na concentragdo de 5
mg/mL.
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Figura 6.36. Cromatograma sobrepostos das fracdes AC25_1, AC25 2 e AC25_3 na concentracéo de 5
mg/mL.
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Figura 6.37. Cromatograma sobrepostos das fracfes AC28_ 1, AC28_2 e AC28_3 na concentracdo de 5
mg/mL.
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Figura 6.38. Cromatograma sobrepostos das fracdes AC35_1, AC35_2 e AC35_3 na concentragéo de 5
mg/mL.

Anexo 6.2. UV-Vis dos compostos identificados nas fracdes resultantes das permeacdes
pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra
da alimentacédo

Composto 1

M
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Abs Méx (mUA)
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Figura 6.39. UV-Vis referente ao pico do composto 1 presentes nas fracdes resultantes das permeagtes
pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra da alimentacao
a concentracao de 5 mg/mL.

Marcia Patricia de Melo Rodrigues



Extratos aquosos de folhas de talos de Beta vulgaris L. — Isolamento de compostos bioativos utilizando a tecnologia
de membranas XIX

06
05 Composto 2
04
03

02

Abs Max { mUA)

535 nm
0.1 270 nm

200 250 300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 6.40. UV-Vis referente ao pico do composto 2 presentes nas fragcfes resultantes das permeacdes
pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra da alimentacéo
a concentracéo de 5 mg/mL.
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Figura 6.41. UV-Vis referente ao pico do composto 4 presentes nas frages resultantes das permeacdes
pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra da alimentagéo,
com ampliagdo do comprimento de onda 240 nm a 280 nm a concentragdo de 5 mg/mL.
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Figura 6.42. UV-Vis referente ao pico do composto 5 presentes nas fragfes resultantes das permeacdes
pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra alimentacéo a
concentragdo de 5 mg/mL.
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Figura 6.43. UV-Vis referente ao pico do composto 6 presentes nas fracfes resultantes das permeacdes
pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra da alimentacéo
a concentracdo de 5 mg/mL e o padréo vitexina a 1mg/mL.
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Figura 6.44. UV-Vis referente ao pico do composto 7 presentes nas fragfes resultantes das permeacdes
pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra da alimentacéo
a concentracdo de 5 mg/mL e o padr&o vitexina a concentragdo de 1 mg/mL.
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Figura 6.45. UV-Vis referente ao pico do composto 10 presentes nas fracdes resultantes das permeacdes
pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra da alimentacgao
a concentracao de 5 mg/mL e o padréo rutina a concentracéo de 1 mg/mL.
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Figura 6.46. UV-Vis referente ao pico do composto 11 presentes nas fracdes resultantes das permeacdes
pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra da alimentacéo
a concentracao de 5 mg/mL e o padréo vitexina a concentracdo de 1 mg/mL.
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Figura 6.47. UV-Vis referente ao pico do composto 12 presentes nas fragGes resultantes das permeagées
pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra da alimentacéo
a concentracéo de 5 mg/mL.
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Figura 6.48. UV-Vis referente ao pico do composto 2% presentes nas fracdes resultantes das permeacoes
pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra da alimentacao
a concentracdo de 5 mg/mL.
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Figura 6.49. UV-Vis referente ao pico do composto 3 presentes nas fracdes resultantes das permeagdes

pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra da alimentacéo
a concentracéo de 5 mg/mL.
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Figura 6. 50. UV-Vis referente ao pico do composto 42 presentes nas fracoes resultantes das permeagées

pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra da alimentacéo
a concentracéo de 5 mg/mL
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Figura 6.51. UV-Vis referente ao pico do composto 5% presentes nas fracdes resultantes das permeagdes

pelas membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 as PTMs de 1, 2 e 3 bar e da amostra da alimentacao
a concentracao de 5 mg/mL.
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Anexo 6.3. Cromatogramas da amostra da alimentacdo (extrato BDP) e dos padrbes
vitexina, rutina e acido ferulico

3
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%2 Ac. Ferdlico
§-5 Vitexina
2 —Rutina
) _)w%if -

0 -—~JL Al
0 5 10 Tempo refngzo (min) 20 25 30

Figura 6.52. Cromatograma da amostra da alimentacao (extrato BDP) sobreposto com 0s cromatogramas
dos padrdes vitexina, rutina e acido ferdlico.
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Anexo 7. Quantificacdo dos FT, proteinas e hidratos de carbono presentes
nas fracdes das permeacdes das membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e
AC35 e das amostras da alimentacao

Tabela 6.5. Quantidade de FT, proteinas e hidratos carbono de presentes nas frages das permeacfes das
membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 e das amostras da alimentagéo.

(1?;(’;?(:'” FT (ug/uL) Proteinas (mg/ml) Hidrat(();;j/?nCL?rbono
AC20_1 0.080 + 0.006 0.381 + 0.047 1.700 * 0.0933
AC20_2 0.086 + 0.006 0.478 £ 0.039 1.734 + 0.1524
AC20_3 0.091 + 0.004 0.518 + 0.031 1.755 + 0.0804
AC20_A 0.170 + 0.005 4.932 + 0.064 2.176 + 0.0966
AC22_1 0.082 + 0.005 0.406 + 0.037 1.725+0.1198
AC22_2 0.086 + 0.001 0.537 +0.064 1.780 + 0.2052
AC22_3 0.090 + 0.003 0.603 +0.128 1.795 + 0.1385
AC22_A 0.174 + 0.006 4.973 £ 0.089 2.265+0.1268
AC25_ 1 0.092 + 0.001 0.488 + 0.022 1.762 £ 0.2827
AC25_2 0.099 + 0.010 0.576 £ 0.054 1.825 +0.1237
AC25_3 0.106 + 0.002 0.633 + 0.050 1.849 + 0.1052
AC25_A 0.171 + 0.004 4.924 + 0.048 2.063 + 0.0616
AC28_1 0.099 + 0.001 0.567 +0.018 1.768 £ 0.1197
AC28_2 0.105 + 0.005 0.632 + 0.100 1.791 + 0.0883
AC28_3 0.113 + 0.007 0.644 + 0.022 1.818 £ 0.1118
AC28_A 0.171 + 0.002 5.002 + 0.077 2.115+0.136
AC35_1 0.105 + 0.007 0.646 + 0.041 1.908 £ 0.217
AC35_2 0.109 + 0.004 0.685 + 0.057 1.929 £ 0.334
AC35_3 0.112 + 0.008 0.731 + 0.022 1.945 +0.114
AC35_A 0.164 + 0.003 5.031 + 0.042 2.159 + 0.106
A_Final 0.171 + 0.008 5.004 + 0.066 1.900 + 0.031
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Anexo 8. Atividades antioxidantes através do método de DPPH para as

fragcdes do permeados das membranas e das amostras da alimentacé&o

Tabela 6.6. Quantificagdo da atividade antioxidante (método DPPH) para as frag6es dos permeados das

membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 e das amostras da alimentacao.

Fracdes (10 mg/mL)

Atividade antioxidante (%)

AC20_1 16.64 + 0.766
AC20_2 17.62 £ 0.756
AC20_3 24.41 £ 1.025
AC20_A 28.84 +£ 0.686
AC22_1 14.52 + 0.819
AC22_2 18.61 +0.734
AC22_3 24.60 + 0.699
AC22_A 27.82 £ 0.501
AC25 1 21.60 £ 0.350
AC25 2 23.09 £ 0.601
AC25_3 22.55 + 0.891
AC25 A 27.58 + 0.447
AC28_1 21.51 +£0.935
AC28_2 21.92+1.124
AC28_3 22.43 £ 0.936
AC28_A 26.08 £ 0.924
AC35 1 21.78 £1.154
AC35 2 23.77 £ 0.956
AC35_3 24.29 +1.520
AC35 A 26.16 + 3.880
A_Final 28.13 £ 0.979
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Figura 6.53. Relac&o entre FT presentes no permeados e na alimentacéo e a sua atividade antioxidante.
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Tabela 6. 7. Quantificacéo da concentracdo em FT para 50% da atividade antioxidante (método DPPH) para
as fragcdes dos permeados das membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35 e da alimentacgéo.

Fracbes IC 50 Atividade antioxidante (ug GAE/mL)
AC20_1 2.415
AC20 2 2.432
AC20_3 1.862
AC22 1 2.835
AC22_2 2.324
AC22_3 1.829
AC25 1 2.140
AC25 2 2.152
AC25_3 2.344
AC28 1 2.303
AC28_2 2.400
AC28_3 2.526
AC35_1 2.415
AC35_2 2.303
AC35_3 2.306
Alimentacé&o 3.103
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Anexo 9. Quantificacdo da atividade inibitéria enzimatica da
acetilcolinesterase (AChE) nas fracdes dos permeados paraa PTM de 3 bar
e das amostras da alimentacao.

Tabela 6.8. Quantificagdo da atividade inibitéria enziméatica da AChE e concentra¢do em FT para 50% da

atividade inibitéria enzimatica da AChE nas fragdes dos permeados das membranas AC20, AC22, AC25,
AC28 e AC35 para a PTM de 3 bar e da alimentagéo inicial e final.

Fracdes (10 mg/mL) Atividade Ini?}i/;r);’;ria da AChE IC 50 AtividgciiAeEz;rr:]tli_t))xidante (g
AC20_3 11.96 + 1.690 37.994
AC22_3 17.35+£0.816 25.922
AC25_3 16.17 £ 1.432 32.688
AC28_3 17.38 +1.994 32.586
AC35_3 16.46 + 1.350 34.030
AC20_A 22.20+0.730 37.798
A_Final 30.69 £+ 1.863 28.734
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Anexo 10. Determinacédo da hepatocitotoxidade celular em células Hep-G2

Figura 6.54. Microplaca em células Hep-G2, para determinacédo da citotoxidade das frages AC22_3 a 1
mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL e 0.1 mg/mL, AC35_3 a 1 mg/mL e 0.5 mg/mL, e a AC20_A a1l mg/mLe
0.5 mg/mL.

35.00
30.00
2500
20.00
15.00

10.00

5.00 ND

0.00
AC22_3 AC22 AC22_3 AC22_3 AC35_3 AC35_3 AC20_A AC20_A
1mg/mL 0.5mg/mL  0.25mg/mL  0.1mg/mL 1mg/mL 0.5mg/mL 1mg/mL 0.5mg/mL

Figura 6.55. Citotoxicidade celular em células Hep-G2 nas fragdes AC22_3 a 1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.25
mg/mL e 0.1 mg/mL, AC35_3 a1 mg/mL e 0.5 mg/mL, e a AC20_A a 1 mg/mL e 0.5 mg/mL.
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Anexo 11. Cromatogramas de LC-MS" nos modos de ionizagdo negativo e
positivos das fragcdes resultantes das permeacdes pelas membranas AC20,
AC22, AC25, AC28 e AC35 a PTM de 3 bar e da alimentagdo, AC20_A
(extrato BDP)

Figura 6.56. Cromatogramas do LC-MS" em modo de ionizag&o negativo das fragbes: AC20_A —linha preta;
AC35_3 - linha azul; AC28_3 —linha vermelha; AC25_3 —linha verde; AC22_3 —linha amarela; AC20_3 —
linha rosa.
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Figura 6.57. Cromatogramas do LC-MS" em modo de ionizagdo positivo das fragbes: AC20_A — linha preta;
AC35_3 —linha azul; AC28 3 —linha vermelha; AC25_3 —linha verde; AC22_3 — linha amarela; AC20_3 —
linha rosa.
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Anexo 12. Determinacdo dos coeficientes intrinsecos e coeficiente de
transferéncia de massa das membranas AC20, AC22, AC25, AC28 e AC35

para os FT, proteinas e hidratos de carbono.

Tabela 6.9. Dados experimentais referentes aos FT para a construgdo das retas de calibracdo para

determinacéo dos coeficientes de rejeicao intrinseco (f) e coeficiente de transferéncia de massa (k).

Fracbes

Jp 1 25°C

(10 mg/mL) frr in (1%;”)) (kg/h.m?) p (kg/m?) Vp Fr (MFS)
AC20_1 0.533 0.131 0.689 998.99 1.549 x 107
AC20_2 0.502 -0.008 1.546 998.99 3.473 x 107
AC20_3 0.472 0.114 2528 998.82 5.820 x 107
AC22_1 0.522 -0.086 1.382 998.82 3.183 x 107
AC22_2 0.497 0.010 2913 998.99 6.545 x 107
AC22 3 0.477 0.091 4.082 998.99 9.172 x 107
AC25_1 0.459 0.166 8.453 999.14 1.853 x 10
AC25_2 0.418 0.330 17.483 999.14 3.832 x 10
AC25_3 0.381 0.485 23.957 999.14 5.251 x 10
AC28_1 0.409 0.370 19.546 999.14 4.284 x 10
AC28 2 0.372 0.524 32.876 998.99 7.386 x 10
AC28_3 0.324 0.737 40.218 998.82 9.260 x 10
AC35_1 0.371 0.527 36.905 998.82 8.497 x 10
AC35_2 0.346 0.638 47.228 998.64 1.114 x 10°
AC35_3 0.331 0.706 51.654 998.45 1.248 x 10°%

Tabela 6.10. Dados experimentais referentes as proteinas (Pt) para a construcéo das retas de calibragéo
para determinacao dos coeficientes de rejeicao intrinseco (f) e coeficiente de transferéncia de massa (k).

womgmy T WCRS) fghmn ey v
AC20_1 0.923 -2.484 0.689 998.99 1.549 x107
AC20_2 0.904 -2.237 1.546 998.99 3.473 x107
AC20_3 0.895 -2.147 2.528 998.82 5.820 x10”
AC22_1 0.917 -2.407 1.382 998.82 3.183 x107
AC22_2 0.892 -2.107 2.913 998.99 6.545 x107
AC22_3 0.878 -1.975 4.082 998.99 9.17 x107
AC25_1 0.902 -2.217 8.453 999.14 1.853 x10®
AC25_2 0.884 -2.031 17.483 999.14 3.832 x10°
AC25_3 0.873 -1.923 23.957 999.14 5.251 x10°®
AC28_1 0.887 -2.059 19.546 999.14 4.284 x10°®
AC28_2 0.874 -1.937 32.876 998.99 7.386 x10°
AC28_3 0.872 -1.915 40.218 998.82 9.260 x10°¢
AC35_1 0.871 -1.909 36.905 998.82 8.497 x10°°
AC35_2 0.863 -1.841 47.228 998.64 1.114 x10°
AC35_3 0.854 -1.766 51.654 998.45 1.248 x10°
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Tabela 6.11. Dados experimentais referentes aos hidratos de carbono (HC) para a construcéo das retas de
calibracéo para determinacao dos coeficientes de rejeicdo intrinseco (f) e coeficiente de transferéncia de

massa (k).
Fracdes (1 - ch)) Jp He 25 °C 3
(10 mg/mL) Jue S (kg/h.m?) p (kg/m) Up e (ms)
AC20_1 0.234 1.186 0.689 998.99 1.549 x 10”7
AC20_2 0.222 1.253 1.546 998.99 3.473 x 107
AC20_3 0.208 1.336 2.528 998.82 5.820 x 107
AC22_1 0.221 1.260 1.382 998.82 3.183 x 107
AC22_2 0.197 1.406 2.913 998.99 6.545 x 107
AC22_3 0.191 1.444 4.082 998.99 9.172 x 107
AC25 1 0.208 1.339 8.453 999.14 1.853 x 10°®
AC25 2 0.179 1.522 17.483 999.14 3.832 x 10
AC25_3 0.170 1.588 23.957 999.14 5.251 x 10
AC28 1 0.207 1.346 19.546 999.14 4.284 x 10
AC28 2 0.196 1.410 32.876 998.99 7.386 x 10°®
AC28 3 0.184 1.491 40.218 998.82 9.260 x 106
AC35_1 0.147 1.757 36.905 998.82 8.497 x 106
AC35_2 0.138 1.832 47.228 998.64 1.114 x 10°®
AC35_3 0.131 1.894 51.654 998.45 1.248 x 10°®
0 AC20 AC22
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Figura 6.58. Representages graficas de v, com In (1_7”) para as proteinas (Pt) nas membranas: AC20,

AC22, AC25, AC28 e AC35.

Marcia Patricia de Melo Rodrigues

XXXI



Extratos aquosos de folhas de talos de Beta vulgaris L. — Isolamento de compostos bioativos utilizando a tecnologia

de membranas XXXII
AC20 AC22
20 20
19 19
18 18 y=313215x +1.1727
17 y =352219x +1.131 17 R = 0.9357
o 16 R*=1 =16
= 15 =15
z 14 £ 14
13 13
12 / 12

10
10
0.0E+001.0E-07 2.0E-07 3.0E-07 4.0E-07 5.0E-07 6.0E-07 7.0E-07 00E+00  20E-07 40807 60207 BOEO7 10506

v, (mis) v, (mis)
AC25 AC28
:
) =74438x +1.2115 19
ol Re= 3(_9717 18 y=28347x +1.2177
r 17 R2 = 0.9588
£ g5
D I 15
ERY! Eq4 (}//__o""o
13 3
12 12

[i,CIE+CICI 10E-06 20E-06 30E-06 40E-06 50E-06 G6OE-06
v, (mis)

10
00E+00  20E-06 40E-06 6.0E-06 8.0E-06 1.0E-05
v, (mis)

AC35

13y =33469x +1.4694
18 R2=0.9831

In{1-51)

C‘I,DE+UU 5.0E-06 1.0E-05 15E-06
v, (ms)
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