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RESUMO

A dissertacdo apresentada, “Estudo da Viabilidade e Incorporacdao de Myrtus spp. em
diferentes produtos alimentares”, foi realizada com base no desenvolvimento de novas
formulagdes alimentares, tendo como objetivo valorizar nutricionalmente os alimentos,
com o extrato de Myrtus spp., recorrendo as boas praticas de gestdo da qualidade e
seguranca alimentar.

O Myrtus spp., vulgarmente conhecido em Portugal por Murta, Murteira, Murtinho ou
Murtinhos, é um arbusto perene que pode atingir 1.5 metros de altura, exibindo flores
brancas, folhas verdes brilhantes e frutos comestiveis. Este desenvolve-se
espontaneamente por toda a drea do Mediterrdneo. As suas folhas e flores
providenciam um sabor aromatizante que pode ser incluido em muitos cozinhados.
Contudo, encontra-se atualmente com um baixo reconhecimento sendo necessario
apostar no seu estudo de forma a avaliar o seu verdadeiro potencial.

Neste estudo foram realizadas varias analises ao murtinho, no que respeita a
propriedades de natureza fisica e quimica e em particular a alguns compostos com
efeitos bioativos. O objetivo principal da presente dissertacdo foi avaliar as
propriedades fisico-quimicas do fruto, bem como dos compostos bioativos com
potenciais beneficios para a saude. Nesse sentido, foram avaliados quanto as suas
propriedades fisicas (dimensdes, massa especifica e porgdao edivel), propriedades
quimicas (humidade, acidez, °Brix e agucares totais), atividade antimicrobiana,
compostos fendlicos e atividade antioxidante, em diferentes extratos de polpas,
sementes, folhas e flores.

Os extratos foram ainda submetidos a uma simulagao das condigdes do trato digestivo,
para avaliar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos e atividade antioxidante,
tendo-se realizado alguns testes de viabilidade celular com células CACO-2.

No que diz respeito as propriedades fisicas analisadas, o murtinho in natura apresenta
um peso médio de 0.22 g £ 0.06, uma altura média de 9.89 mm + 0.71, um diametro
médio de 7.66 mm * 0.55, um calibre médio de 0.88 cm + 0.05 e um volume médio de
2.86 cm?® + 0.52. Relativamente ao nimero de sementes, apresenta uma média de 5.95

1 1.45 = 6 por fruto.
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Quanto as andlises quimicas, o murtinho apresenta baixo teor em sdlidos soluveis
totais, 1.80 % °Brix + 0.17 e baixa acidez, de 5.25 acido tartarico/100 g + 0.01. Foi
também determinada a capacidade antioxidante, pelos métodos do ABTS, DPPH e FRAP,
os polifendis totais, pelo método de Folin-Ciocalteau e a determinacdo da atividade
antimicrobiana relativamente a bactérias Gram — e Gram + (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Staphylococcus aureus).

Os resultados obtidos demonstram que a murta apresenta atividade antioxidante e
caracteristicas fisico-quimicas com relevante interesse para a formulacdo de novos
produtos alimentares. Estes atributos contribuirdo para a valorizacdo do produto e a sua
introducdo em alguns nichos de mercado, devido a sua histéria, sustentabilidade e por
se tratar de um recurso nacional.

Na ultima etapa foram realizadas diferentes formulacdes com a incorporacao de Myrtus
spp. em diversos alimentos, tais como, em enchido/chourico, em tempero/vinagre e em
cerveja, com o intuito de beneficiar das propriedades da planta, encontrando assim
formas mais naturais para o seu consumo. Com este estudo, concluiu-se que o murtinho
€ um pequeno fruto portador de um grande potencial em compostos bioativos

benéficos para a saude dos consumidores.

Palavras-chave: Myrtus spp., inovagao, planta silvestre comestivel, pequenos frutos,

controlo microbiolégico.
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ABSTRACT

The dissertation presented, “Feasibility Study and Incorporation of Myrtus spp. in
different types of food”, was based on the development of new formulations, aiming at
nutritional enhancement of food products with Myrtus spp., quality management
practices and food safety.

Myrtus spp., commonly known in Portugal as Murta, Murteira, Murtinho or Murtinhos,
is a perennial shrub that can reach 1.5 meters in height, displaying white flowers, bright
green leaves and edible fruits. It develops spontaneously throughout the Mediterranean
area. Its leaves and flowers provide a flavoring flavor that can be added to many
cookings. However, it is currently under-recognized and it is necessary to focus on its
study in order to assess its true potential.

In this study, several analyzes were performed on the myrtle, regarding its physical and
chemical properties and in particula, regarding some compounds with bioactive effects.
The main objective of this dissertation was to evaluate the physicochemical properties
of the fruit, as well as the presence of bioactive compounds with potential health
benefits. In this sense, they were evaluated for their physical properties (dimensions,
specific mass and edible portion), chemical properties (moisture, acidity, °Brix and total
sugars), antimicrobial activity, phenolic properties and antioxidant activity, in different
extracts of pulps, seeds, leaves and flowers.

The extracts were also submitted to a simulation of digestive tract conditions to evaluate
the bioaccessibility of phenolic compounds and antioxidant activity, via cell viability tests
with CACO-2 cells.

With regard to the physical properties analyzed, the murtinho in natura demonstrates
an average weight of 0.22 g # 0.06, an average height of 9.89 mm #+ 0.71, an average
diameter of 7.66 mm * 0.55, an average caliber of 0.88 cm * 0.05 and an average volume
of 2.86 cm? + 0.52. Regarding the number of seeds, it shows an average of 5.95 + 1.45 =
6 per fruit.

Concerning the chemical analysis, the myrtle had a low total soluble solids, 1.80 % °Brix

+0.17 and low acidity of 5.25 g tartaric acid/100 g + 0.01.

vii
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The antioxidant capacity was determined by the ABTS, DPPH and FRAP methods, and
total polyphenols by the Folin-Ciocalteau method. Antimicrobial activity with respect to
Gram - and Gram + bacteria (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus
aureus) was also assessed.

The results showed that the myrtle has antioxidant activity and physicochemical
characteristics with relevant interest for the formulation of new food products. These
attributes will contribute to the appreciation of the product and its introduction in some
niche markets, due to its history, sustainability and because it is a national resource.

In the last stage, different formulations were made with the incorporation of Myrtus
spp. in various foods, such as sausage/chorizo, seasoning/vinegar and beer, in order to
benefit from the plant, thus finding more natural forms for its consumption. With this
study it was concluded that murtinho is a small fruit carrying a great potential in several

bioactive compounds, that can bring great benefits to the health of consumers.

Key words: Myrtus spp., innovation, edible wild plant, small fruits, antioxidant capacity,

microbiological control.

viii



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Biodiversidade de Myrtaceae pelo seu caracteristico fruto de tom azul-escuro
(a), as suas caracteristicas folhas (b) e a sua caracteristica flér branca (c) (Retamales &
Scharaschkin, 2015) & (Vasconcelos, et al., 2017) ....coeveiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeieeeeeeeeeeeeeeeennen 29
Figura 2 — Fruto (a), folha (b) e fl6r (c) de Myrtus spp. (Purser, 2019).......ccceeeeevvvennneee. 30

Figura 3 — Distribuicao da espécie Myrtus spp. marcada a verde em Portugal (a) e a azul

NO MUundo (b) (HEYWOOd, 1996) ......cceuvrieieieeeeeeeiiiiieee et e e e e ear e e e e e eeeeesnnaaas 31
Figura 4 — Enquadramento regional da localidade de Agroal (EMICEP, 2019) .............. 32
Figura 5 — Imagens da praia fluvial do Agroal (EMICEP, 2019) ..........ceeeeeeeiiiiniinnnnnnnnn. 32
Figura 6 — Folhas infetadas com ferrugem da murta (Austropuccinia psidii) ................ 34
Figura 7 — Classificacdo dos antioxidantes, adaptado de Ratnam (2006) ..................... 35

Figura 8 — Classificacdo conforme as classes e subclasses dos compostos fendlicos,
adaptado de Fraga (2009) .....ccoveurririeiieeeeeiieettiieeeeeeeeeeeeerbreeeeeeeeeeeear e e e e eeeeeraara s 37
Figura 9 — Licores de murta, de Italia (a) e de Portugal (b) (B2C ECOMMERCE BRASIL,
2019) (NETEUIO, 20T19)..cuiiuuiiiieeiiiieeiiiiiieeeeeeeeeeetreeeeeeeeeeeetabeaeeeeessesasrbaeeeeeesesrsssrannes 41
Figura 10 — Mapa de Portugal Continental onde se encontra assinalado o local (Agroal)
de recolha das amostras sob estudo — Primeiro momento de colheita de amostra (Mapas
(o Ll o Ta dU T == F L0 i ) PPt 45
Figura 11 — Mapa de Portugal Continental onde se encontra assinalado o local (Leiria) de
recolha das amostras sob estudo — Segundo momento de colheita de amostra (Mapas
(o Ll o Ta dU T == F L0 i ) PPt 45
Figura 12 — Representa¢do demonstrativa da medicdo do diametro (a) e altura (b) da
baga, com recurso a um Paquimetro Digital INECO L150..............cceeeeeeiiiiiiiinnnnnnnn. 47
Figura 13 — Reta de calibragcdo do método de DNS com solugdes padrdao de D-glicose,
para quantificacdo de agucares redutores.........cccceeeeeeeeiiiic e 52

Figura 14 — Amostras liofilizadas das folhas (a), das sementes (b) e da polpa (c) da murta

Figura 15 — Amostras de polpa, semente e folha de murta sob catdlise acida (2 mL de
H2S0s a 2% (v/v) em metanol) (a) e, amostras apds 5 minutos de centrifugacdo a 1000

rpm, com sobrenadante contendo os esteres metilicos de dcidos gordos (FAME's) (b)53


file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705048
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705048
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705048
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705049
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705050
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705050
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705051
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705052
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705053
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705055
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705055
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705056
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705056
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705057
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705057
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705057
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705058
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705058
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705058
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705059
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705059
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705060
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705060
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705062
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705062
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705062

Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

Figura 16 — Andlise dos FAMES no cromatdgrafo gasoso (GC) Finnigan Ultra Trace.....54
Figura 17 — Extracao dos compostos fendlicos: trituracdo da polpa por pressdo manual
mecanica com o auxilio de almofariz e pildo (a), folha, semente e polpa em frascos de
vidro graduados com 0 SOIVENTE (D) ..uuuuuuuuiiiiii e 56
Figura 18 — Reta de calibracdo do acido galico para quantificacdo de compostos fendlicos
totais pelo MEtodo FOIIN-CIOCAItOU.............uuuuuuuu s 58
Figura 19 — Reta de calibracdo do 4cido ascérbico para a determinacdo da capacidade
antioxidante Pelo MELOAO ABTS .......ciiii it eeeeer s 60
Figura 20 — Reta de calibragdo do acido ascorbico, usando o solvente acetona a 70 % v/v,
para determinacdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH ..............cceevvuneee. 62
Figura 21 — Reta de calibracdo do acido ascérbico, usando o solvente etanol a 70 % v/v,
para determinacdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH ...........c.cccevvvuneee. 62
Figura 22 — Reta de calibracdo do sulfato ferroso para a determinacdao da capacidade
antioxidante Pelo MELOO FRAP .......coiii it e e e e e e ear s 64
Figura 23 — Extracdo no rotavapor Laborota 4000 (a) e identificacdo dos balGes da polpa,
semente e folha de Myrtus spp. ap0s a extracdo do solvente etanol a 70 % v/v (b)..... 65
Figura 24 — Diagrama da incorporacdo de Myrtus spp. em enchido/chourico.............. 71
Figura 25 — Enchido/chourico utilizando Myrtus spp. como conservante natural (b),
nitrato de potassio como conservante quimico (a) e sem adi¢cdo de conservante (c)...71
Figura 26 — Diagrama do procedimento de producao de vinagre com incorporagao dos
frutos (A) e folhas (B) de MYrtus SPP. ........ueueeuuuuuuu s 73
Figura 27 — Diagrama do processo de produg¢ao de cerveja artesanal de Myrtus spp...74
Figura 28 — Murtinho desidratado a uma temperatura de 60°C durante 72 horas....... 78
Figura 29 — Teor de Aglcares Redutores (mg/100g ms) em amostras de Polpa liofilizada,
Semente liofilizada e Folha liofilizada, obtidas a partir do método DNS ...................... 79
Figura 30 — Compostos Fendlicos Totais (mg GAE/100g) em amostras da Polpa in natura
(P), Polpa desidratada (PS), Semente desidratada (SS), Folha in natura (F) e Fl6r in natura
(L), com os solventes acetona a 70 % v/v e etanol a 70 % v/v, obtidos a partir do método
FOIIN-CIOCAITEAU ......eeeeeeiiiiiiieeee e e 83
Figura 31 — Capacidade Antioxidante Total (mg VCEAC/100g) em amostras amostras da

Polpa in natura (P), Polpa desidratada (PS), Semente desidratada (SS), Folha in natura

Xi


file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705063
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705064
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705064
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705064
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705065
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705065
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705066
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705066
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705067
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705067
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705068
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705068
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705069
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705069
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705070
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705070
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705071
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705072
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705072
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705073
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705073
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705074
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705075
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705078
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705078

Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

(F) e Flor in natura (L), com os solventes acetona a 70 % v/v e etanol a 70 % v/v, obtidos
A PArtir do MELOAO ABTS ... .t e e e e e e e et e e e e e e e eeeaanan e as 85
Figura 32 — Capacidade Antioxidante Total (mg VCEAC/100g) em amostras amostras da
Polpa in natura (P), Polpa desidratada (PS), Semente desidratada (SS), Folha in natura
(F) e Flor in natura (L), com os solventes acetona a 70 % v/v e etanol a 70 % v/v, obtida
I o[ Tt (o T gT=] doTe [ TN D o] =] o IO PPPPPPPPRt 87
Figura 33 — Capacidade Antioxidante Total (UM FeSO4/g) em amostras da Polpa in natura
(P) e da Polpa desidratada (PS), obtida a partir do método FRAP ........ccceeeevvvvvvrvrnnnnn... 89
Figura 34 — Reta de correlacdo entre os compostos fendlicos totais e a atividade

antioxidante total realizada através do ensaio ABTS, para o solvente acetona a 70 % v/v

Figura 35 — Reta de correlagdo entre os compostos fendlicos totais e a atividade

antioxidante total realizada através do ensaio ABTS, para o solvente etanol a 70 % v/v

Figura 36 — Reta de correlagdo entre os compostos fendlicos totais e a atividade

antioxidante total realizada através do ensaio DPPH, para o solvente acetona a 70 % v/v

Figura 37 — Reta de correlagdo entre os compostos fendlicos totais e a atividade

antioxidante total realizada através do ensaio DPPH, para o solvente etanol a 70 % v/v

Figura 38 — Atividade antibacteriana da polpa, das sementes e das folhas de Myrtus spp.
Na estirpe StaPhYIOCOCCUS QUIEUS............ceeeiieeeeeeiccee e eeeeeee e e e e e e e e e e e eeeaaenaas 94
Figura 39 — Atividade antibacteriana da polpa, das sementes e das folhas de Myrtus spp.
NA €SEIrPe ESCRCIICRIA COli .......eeiiaeeeeeiiieee e e e e e e e e e eeaaaaaas 96
Figura 40 — Atividade antibacteriana da polpa, das sementes e das folhas de Myrtus spp.
na estirpe Klebsiellad pneumoniQe.............c...coeeeeuuiiieiiiieeeeeccee e eeeeeaaanaa 97
Figura 41 — Gréfico dos resultados de viabilidade celular das células CACO-2, submetidas
ao extrato de polpa de Myrtus spp., ao extrato das sementes de Myrtus spp. e ao extrato
da folha de Myrtus spp., em diferentes concentragdes, avaliados através do ensaio MTT,
aAPOS 6 horas de iNCUDAGAOD .......cciiiiiei e e e e e e e s 98
Figura 42 — Espectros 1D 1H RMN de extratos de Myrtus spp. A figura apresenta a regido

do espectro associada aos sinais provenientes de grupos aromaticos (6.00 a 8.00 ppm)

xii


file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705078
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705078
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705079
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705079
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705079
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705079
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705080
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705080
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705085
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705085
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705086
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705086
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705087
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705087
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705088
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705088
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705088
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705088
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705089
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705089

Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

para extratos de semente desidratada em etanol 70 % v/v (A); polpa desidratada em

acetona 70 % v/v (B); polpa em acetona 70 % v/v (C) e polpa em etanol 70 % v/v (D)

Figura 43 — Espectros 1D 1H RMN de extratos de Myrtus spp. A figura apresenta a regido
do espectro associada aos sinais provenientes de grupos aromaticos (6.0a 8.0 ppm) para
extratos de flér em acetona a 70 % v/v (A); flor em etanol a 70 % v/v (B); folha em
acetonaa 70 % v/v (C) e folhaem etanol @ 70 % V/V (D) ..uveeeeeerreeeieciieeeeeireeee e, 101
Figura 44 — Resultado do produto final do enchido com incorporacao de Myrtus spp.
APOS @ TUMAZEM ..t e e e et e et e e e e e e eeeas i aaeeeeeeeeeeassaaaeeens 102
Figura 45 — Identificacdo geral de bactérias e fungos (a), identificacdo das bactérias ao
pormenor (b), identificacdo dos fungos ao pormenor (c), Identificacdo de coliformes e
E.coli em todas as amostras de enchidos (d), enchido com murtinho (e), enchido com
NITrato de POTASSIO (F) coivveeiiiiiiiiiieiiieeeee e e e e e e e eea e e e eeeeeessaanen 103
Figura 46 — Produto inicial de vinagre de sidra (a) vs produto final de vinagre de sidra
com incorporacao do fruto de Myrtus SPP. (D) ceceeeeeeeeeeeiiiieeiiiiiiiicieeeeeeeeeeeee 104

Figura 47 — Produto final da cerveja artesanal de Myrtus Spp.......ccccccvvveeeeeeeeneennnnnn. 108

Xiii


file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705089
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705089
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705089
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705090
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705090
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705090
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705090
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705091
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705091
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705092
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705092
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705092
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705092
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705093
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705093
file:///C:/Users/Carolina%20Branco/Desktop/AnaBranco_TESEMYRTUS_VFINAL.docx%23_Toc27705094

Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco

Xiv



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Descricao e codificacdo atribuida a cada extracdo realizada nos murtinhos57
Tabela 2 — Resultados das Caracteristicas Biométricas de Myrtus spp. .......ccccceeeeeennnne. 76
Tabela 3 — Resultados das Caracteristicas Quimicas de Myrtus spp. .......cccceeeeeeeeeeennnn. 77
Tabela 4 — Composicdo dos acidos gordos (%) por ordem decrescente, presentes nas
amostras da POlPa d& MYItUS SPP. ...ceeeeeeeeeeeieeee e e e e e e e v 80
Tabela 5 — Composicdo dos acidos gordos (%) por ordem decrescente, presentes nas
amostras das SEMENTES A€ MYITUS SPP......eeuuuuueeeeeeeeeeeeetriiieeeeeeeeeeeerreeeeeeeeeeeearra e ns 81
Tabela 6 — Composicdo dos acidos gordos (%) por ordem decrescente, presentes nas
amostras das folhas de MYIrtUsS SPP. cccceeeeeeeeeriieeeieee e v 81
Tabela 7 — Teor de compostos fendlicos totais em diversos frutos, pelo método Folin-
CIOCAITOU ..ottt et e e e e e e sttt e e e e s e e s s bbb aaeeeeeeeens 84
Tabela 8 — Comparac¢do da capacidade antioxidante total da murta com diferentes
frutos, determinada pelo método ABTS, através de um estudo conduzido por Floegel, et
o] A 70 1 ) PRSP UPPPR RO 86
Tabela 9 — Comparac¢do da capacidade antioxidante total da murta com diferentes
frutos, determinada pelo método DPPH, através de um estudo conduzido por Floegel,
L A= T 20 ) DRSO PPORR PR 88
Tabela 10 — Comparagao da capacidade antioxidante total da murta com diferentes
frutos, determinada pelo método FRAP, através de um estudo conduzido por Denardin,
Lot e 1 A0 1 1) OO PORO R 90
Tabela 11 — Compilagdo dos resultados do Teor de compostos fendlicos totais
determinado via método Folin-Ciocalteu e atividade antioxidante total pelos métodos
ABTS e DPPH, com a extra¢do dos solventes acetona a 70 % v/v e etanol a 70 % v/v ..93
Tabela 12 — Avalia¢do da atividade antibacteriana utilizados na estirpe Staphylococcus
QUFEUS ...ttt e e ettt ettt e e ettt e e e eeba e e e tesa e e e eena e eeeena s eeeenaseeeananeeenannaaans 95
Tabela 13 — Avalia¢do da atividade antibacteriana dos antibiéticos utilizados na estirpe

SEAPAYIOCOCCUS QUIBUS ... e et eeeeeeee e e e e e e e e ettt ee e e e e e e esasraaaaeeeaeeesesesnnnn 96

XV



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

Tabela 14 — Resultados de viabilidade celular das células CACO-2, submetidas ao efeito
dos extratos da polpa, semente e folha de Myrtus spp., em diferentes concentragdes,
avaliados através do ensaio MTT apds seis horas de incubagado ..........evvvvvvvvvvvvvvevennnns 98
Tabela 15 — Resultados de pH e °Brix dos vinagres analisados..........ccccceeeveeeiicicnnnnnn. 105
Tabela 16 — Resultados dos métodos de Folin-Ciocalteau dos vinagres analisados.... 106
Tabela 17 — Resultados dos métodos de ABTS e DPPH dos vinagres analisados......... 107
Tabela 18 — Resultados de pH e °Brix das cervejas analisadas ..........cccoeeeeeeeeeiiccnnnnnn 109
Tabela 19 — Resultados dos métodos de Folin-Ciocalteau, ABTS e DPPH das cervejas

Y01 Lo F= LT 111

XVi



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco

XVii



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

LISTA DE SIGLAS

AA — Acido Ascérbico

Abs — Absorvancia

ABTS — Acido 2,2-azinobis (3 etilbenzotiazolina-6-sulfénico)

AB — Peptideo B-amildide

A\, — Atividade da agua

C — Concentragao

CFT — Compostos Fendlicos Totais

CH30H — Metanol

CIP — Ciprofloxacina

D — Diametro

DMEM — Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DNS — Acido 3,5-dinitrosalicilico

DPPH - Radical 2,2-difenil-1 picrilhidrazil

E. coli — Escherichia coli

ECACC — European Collection of Authenticated Cell Cultures (Colecdo Europeia de
Culturas de Células Autenticadas)

F — Folha in natura

FA — Fatty acid (acido gordo)

FAMES — Fatty acid methyl esters (Esteres metilicos de acidos gordos)

FAO — Food Agriculture Organization (Organiza¢ao da Alimentagdo e Agricultura)
FDA — Food and Drug Administration (Administracdo Federal de Alimentos e
Medicamentos)

FRAP — Ferric Reducing Antioxidant Power (Poder Antioxidante de Redugdo do Ferro)
GAE — Gallic Acid Equivalents (Equivalentes em Acido Galico)

GC — Cromatégrafo gasoso (Gas cromatograph)

H — Altura

H,0 — Agua

HCI - Acido cloridrico

ISO — International Standard Organization (Organizagao Internacional de Normalizagdo)

XViii



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

KNO; — Nitrato de potdssio

L— Flér in natura

L. casei — Lactobacillus casei

M. communis — Myrtus communis

MHA — Meio Agar Muller-Hinton

MTT — Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolio
MUFA — Monounsatureted fatty acids (Acidos gordos monoinsaturados)
Na;COs— Carbonato de sddio

NEAA — Aminoacidos ndo essenciais

NP — Norma Portuguesa

OMS — Organizagdao Mundial de Saude

PBS — Tampao fosfato salino

pH — Potencial hidrogenidnico

P — Polpa in natura

PEF — FracgGes enriquecidas de polifendis

Pi — Peso inicial

Pl — Percentagem de inibicao

PS — Polpa desidratada

PUFA — Polyunsatureted fatty acids (Acidos gordos polinsaturados)
RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

ROS — Reactive Oxygen Species (Espécies reativas de oxigénio)
SFA - Satureted fatty acids (Acidos gordos saturados)

SS — Semente desidratada

SSC — Soluble Solids Content (Teor de Sélidos Soluveis)

S. aureus — Staphylococcus aureus

TPC — Total phenolic content (Teor de fendlicos totais)

TPTZ - 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina

UE — Unido Europeia

UV - Ultra Violeta

VB — Vinagre de vinho branco controlo

VBM - Vinagre de vinho branco com incorporagao do fruto de Myrtus spp.

VCEAC - Concentracdo equivalente de acido ascdérbico

Xix



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

VS — Vinagre de sidra controlo
VSF — Vinagre de sidra com incorporacao de folhas de Myrtus spp.
VSM — Vinagre de sidra com incorporacao do fruto de Myrtus spp.

o Syn — Alfa Sinucleina

XX



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco

XXi



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

INDICE

DEDICATORIA
AGRADECIMENTOS ...ttt ettt ettt e ettt e e e sttt e e e sttt e e s sabbeeessabbeeesenabbeeesennnbaeeeas I
RESUIMO ...ttt ettt ettt ettt e e e ettt e e e e ettt e e e s s ittt e e e esasbaeeeesasaeeeeenannes v
ABSTRACT ...ttt et ettt e ettt e e sttt e e s ettt e e e e abb e e e s ettt e e e s nabbeeeeeabaeeeeenans Vil
LISTA DE FIGURAS ...ttt e s e e s e e e e e X
LISTADE TABELAS ...ttt ettt e e e e s e e e e e e e e e e e e XV
LISTA DE SIGLAS ..ottt e e s e e s e e e e e nnneeeeas XVII
1. INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt et e eae st e et esttesaeesaesteseesnesneans 26
2. ENQUADRAMENTO TEORICO .....oouieviivieiieteieeeeeteet ettt 29
2.1. Taxonomia e Caracterizacdo da Espécie Myrtus SPP......ccccceevveveeeeeeeeevveevrrnennnn. 29
2.1.1. Morfologia € CaraCterizag@o.........cevvrvuueeieeeeiiieeiiiiieeeeeeeeeeeeteee e e e e eeeer s 29
2.1.2. Localizacdo e Prevaléncia GeografiCa........ccvvvevrveeeeeeiiiieeiiicieeee e 30
2.1.2.1. Caracterizacdo da Area Geografica em eStudO .......eoveeeeeeeveeeeeeeeeeeeeeneae 31
2.1.3. Propagacao da ESPECIE ..uuuuueeiieeieiieeiiiieeeeeeeeeeeetreee e e eeeeee e e e e e e eeearar s 33
2.1.3.1. Fatores que representam ameacas a propagacao da espécie.........cccuunn.... 33
2.2. Avaliacdo do Potencial do fruto proveniente da espécie Myrtus spp................ 34
2.2.1. Caracterizagao Fisico-quimica e nutricional do fruto..........cccvvvvvvvvvverieinennnns 34
2.2.1.1. Capacidade ANtioXidante ........cooeviiriiiiiii e 34
2.2.1.2. COMPOSICA0 FENOIICA ...uvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiietieeeeeeeseeeseseeesesesasssseseasssssssareraane 36
2.3. Avaliagdo do Efeito benéfico para a Salde e Bem-estar........ccccevvvvvvvvevvvvvrennnns 38
2.4. Utilizacao de Myrtus spp. € Comercializaga0........uuuceeeeiieiieiiiiiiiieee e, 40

2.4.1. Estudo da Viabilidade e Incorporacao de Myrtus spp. em produtos alimentares

.......................................................................................................................... 41

3. MATERIAL E METODOS ....oouivivitieieteteteeetetee ettt ettt eas s sens st sene e e 44
3.1. Recolha e preparagao de amMOSLras ......uuceeeeeeeeiiiiiiiiee e eeeeeeerieee e e e e e e e e raeee s 44
3.2. Caracterizagdo FiSiCO-QUIMICA.....ccciiiiiiiicee e e e 46
3.2.1. Determinacdao do PeSO MEdIO .......ccvviiuiieiiieeeeeccee e 46
3.2.2. Determinac¢do da Quantidade de Sementes ......cccceeeviieerviiiiiiiiee e, 46
3.2.3. Determinacdo do Didmetro e da Altura média......cccccovvvvviiviiceeeieeceeeiiicenn, 46

XXii



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

3.2.4. Determinacdo do Calibre e do Volume..........oovviviieeiiiiiiiiicceee e, 48
3.2.5. Determinacdo da Parte Edivel do fruto fresco.....cceeeeiieiiiiiiiiiceeeiiieeeee, 48
3.2.6. Determinacdo do Teor de HUMIdade ........ccovvvviiiiceeiiiiieecceee e, 49
3.2.7. Determinagao da Acidez dO SUMO.........uuueuvrrieeriiiriieeeeeeeereereaeeeeeeerseeeeseereeae... 49
3.2.8. Determinacdo do Teor de SAlidos SolUveis —SSC .......coovvvviiiieeeeeeeeeeeiieennen, 50
3.2.9. Determinagao do Teor de Agucares ReEAULOresS .........uuvvvvveveevereeeeerereeeeeerennnnns 50
3.2.10. Anélise do Perfil de ACIdOS BOrdOS ......cuecveuveeeiriieeceeieeeeeeeee et 52
3.3. Atividade ANtioXidante .....coccveeeiiiiiiiee e 54
3.3.1. Extracdo de Compostos FENGIICOS ....uuuueeeiiiiiiieiiiiicee e 55
3.3.2. Quantificacdo dos Compostos FeENdlicos TotaiS....ccceeeevrreeirriieieeeeeereriiiieennen. 57
3.3.3. Avaliacdo da Capacidade de reducdo do radical ABTS ........ceeeeeeeeirrvvivnennnnnnn. 59
3.3.4. Avaliacdo da Capacidade antioxidante pelo Método DPPH ...........ccccvvvennn.... 61

3.3.5. Avaliacdo da Capacidade antioxidante pelo Método de Reducdo do Ferro

(FRAP) « ettt ettt et ettt et et et et et et e e eseeeeeaeeeeee e et et et eeeeeseseeeseeeaeneaens 62
3.4. Avaliacdo da Atividade Antibacteriana........ccccvevvviieeniiiiiiieiiccceee e, 64
3.4.1. EStirpes DaCterianas......cuuuueeiiiiiiiiiiiiiieeee e e 65
3.4.2. Extracdo de compostos fENOLICOS ....uuvuueeeiiiiiiiiiiiiiicee et 65
3.4.3. Método de Difusd0o €M DiSCO ......uuvvieriiiiieeiiiiiie e 66
3.5. Teste de Viabilidade Celular..........c.ueieiiiiiieiiiiiiee e 67
3.5.1. Preparagao dOs Xtratos .....ceee i i iiiieiiiceee e eeceeree e e e s 68
3.5.2. Cultura das CEIUIAS .......ccoiiiiiiee it 68
3.5.3. ENSAIO MITT ittt assasssssaaaaeaes 69
3.6. Ensaio de Ressonancia Magnética NUCIEar............uvvvveviviiiiieeieeeiiieieieeeeeeeenenannns 70

3.7. Estudo da Viabilidade e Incorporacao de Myrtus spp. em produtos alimentares

.......................................................................................................................... 70

3.7.1. Em Enchido/chourigo (como conservante natural)..........ccceeevvvvveeeeeeeeeeeennnns 70
3.7.2. EM TEMPEIO/VINAGIE .. .eetiiiieeeeeeeeeecitieee e e e e e e e eectaraeeeeeeeeeeensssaaeaeeeeeeeennnees 72
3.7.3. EM Cerveja arteSanal ......uuuuceeii i s 73
3.8. Tratamento de Dados e Anadlise EstatistiCa.........ccoeuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 75

4. RESULTADOS E DISCUSSAO DE RESULTADOS.......cveuierireieriereeteereeresseseeve e v nenas 76
4.1. Caracterizagao FiSicO-QUIMICA ...euuvuuieeiiieeiiiiiicce et eeeeeens 76
4.1.1. Determinacao das Caracteristicas Biomeétricas........ccccceveeeeeeieiieeiiiiiiieeeeeeeenes 76

xXiii



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

4.1.2. Caraterizagdo QUIMICA ....cceeviiiiiiii 77
4.1.3. Determinagdo do Teor de Aglcares Redutores .........ccccceeeveeiiiiiiiieeeeeeee, 79
3.1.4. Andlise do Perfil de Acidos GOrdoS.........cveueueeueeereeeieeeteeeeeeeeee e 80
4.2. Atividade ANTioXidante ......coooviiiiiiiiiiiee e 82
4.2.1. Quantificagdao dos Compostos Fendlicos Totais........cccceeeeeieeiiiiiiiiiiieeeeee, 82
4.2.2. Avaliagao da Capacidade de redugao do radical ABTS .........ccooevviiiiiiininnnnnnn. 85
4.2.3. Avaliagao da Capacidade antioxidante pelo Método DPPH ................cceee.... 86

4.2.4. Avaliacdo da Capacidade antioxidante pelo Método de Reducdo do Ferro

4.2.5. Correlagdo entre os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante total

determinada pelos ensaios ABTS, DPPH € FRAP .......coeviiiiiiieeiiiiiceee e 90
4.3. Avaliacdo da Atividade Antibacteriana........cccceeeeeeeiiiiieeiiiiiieeeeeeeeeeeecee e eeeens 94
4.4. Teste de Viabilidade Celular..........coooiiiiiiiiiiieieeeee e 97
4.5. Ensaio de Ressondncia Magnética NUClar.......ccceeveeviiveiiiiiiiiiiiiieeiiiiieeeeeeeeees 99

4.6. Estudo da Viabilidade e Incorporacdo de Myrtus spp. em produtos alimentares

........................................................................................................................ 102

4.6.1. Em Enchido/chourico (como conservante natural)...........ccccccceeieiinnnn... 102
4.6.2. EM TeMPEIO/VINAGIE ..cccoeeeeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 104
4.6.2.1. S6lidos soluveis totais € ACIAEZ .......eeeiruiiieeiiiieee e 104
4.6.2.2. Quantificagdo dos compostos fendlicos totais..........cccceeeeeeeiiii. 105
4.6.2.3. Capacidade Antioxidante — ABTS € DPPH ......cooirriiiiiiiiieee e 107
4.6.3. Em Cerveja artesanal .....ooooeeveeiiiceee e 108
4.6.3.1. Teor alcodlico, SAlidos solUveis totais @ ACIAezZ........ccuveeeeviieieeiiriiieeeeennnnn. 109
4.6.3.2. Quantificacdo dos compostos fendlicos totais..........ccccoeeeeeeiii. 110
4.6.3.3. Capacidade Antioxidante — ABTS @€ DPPH ......cooivriiiiiiiiieee e, 111

5. CONSIDERACOES FINAIS .....oivietieteeteeteeteete et eteeteeteete et ereeaeeaeere e e eaeeseesseneeseereenas 113
BIBLIOGRAFIA .ot e et e e ettt e e e ree e e eeenn e e e e eena e e erenneaees 115
ANEXO | ettt ettt e ettt e e e e et e e e te e e e teb e e ren e eeena e 124
ANEXO 1 ettt e et e et e e ettt e e e e te e e e teb e e e ren e e e eena e 125
ANEXO I ettt e e et e et e e et eaa e e e e ten e e e tena e eerena e eeeennaaes 126

XXiv



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco

XXV



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

1. INTRODUCAO

Estima-se que, cerca de 27 mil espécies de plantas apresentem potencial para serem
introduzidas na alimentacdo humana, sendo que, apenas uma pequena parte é utilizada
na alimentacdo, o que se traduz na dependéncia excessiva de varias espécies (Romojaro,
Botella, Obdn, & Pretel, 2013). Algumas destas plantas comestiveis confinam-se a
pequenos nichos geograficos, sendo conhecidas e utilizadas apenas pela populacao local
havendo, no entanto, outras as quais ndo lhes é conferida qualquer utilizacdo (Leal,
Alves, & Hanazaki, 2018).

Define-se como planta comestivel aquela que possui uma ou varias partes que podem
ser consumidas, como a folha, a flor ou a semente. Para além do consumo direto da
planta pode obter-se através dela dleos, temperos e condimentos utilizados na
confeccdo de alimentos (Leal, Alves, & Hanazaki, 2018).

As plantas silvestres comestiveis fazem parte de um patrimdnio cultural e genético de
diferentes regides do mundo. A sua utilizacdo surgiu da necessidade de encontrar novos
alimentos em situacoes de escassez alimentar, que fornecem mais vitaminas, minerais
e oligoelementos, contribuindo assim para uma dieta equilibrada e rica
nutricionalmente (Pinela, Carvalho, & Ferreira, 2017).

Atualmente, a conservagao da biodiversidade, a utilizagao sustentdvel dos recursos e a
sua distribuicdo equitativa tém sido questdes levantadas pela humanidade. Tem-se
verificado um aumento no interesse de espécies silvestres, como forma de contribuir
para um maior consumo de recursos disponiveis, promovendo a sustentabilidade
ecoldgica e a diversificacdo dos habitos alimentares (Romojaro, Botella, Obdn, & Pretel,
2013).

Apesar das plantas comestiveis serem alimentos benéficos, é de salientar que o seu
consumo deve ser feito de forma controlada e segura, devido as substancias téxicas que
podem conter (Pinela, Carvalho, & Ferreira, 2017). Torna-se, desta forma, de maxima
importancia, a investigacao, a producdao e a comercializacao destes frutos de forma
normalizada, bem como, a disponibilizacdao de informac¢dao as populagdes acerca dos

mesmaos.
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Myrtus spp. € um arbusto verde que cresce principalmente em climas mediterraneos,
podendo chegar aos 2.4 metros de altura (Pirbalouti, Jahanbazi, Enteshari, & Malekpoor,
2010). Vulgarmente conhecida nacionalmente como murta, murtinho ou murtinhos,
pertence a familia Myrtaceae, que compreende aproximadamente 145 géneros e mais
de 5500 espécies (Aleksic & Knezevic, 2014). Carateriza-se pelas suas flores brancas,
delicadas e perfumadas, pelas suas folhas verdes brilhantes e a sua fruta de cor azul-
escura (Aleksic & Knezevic, 2014).

Devido ao seu valor nutricional, a sua cor distinta e a sua sustentabilidade, tem
potencial para ser produzido e introduzido no mercado dos pequenos frutos. Com o
passar dos anos, tem ganho notoriedade, existindo ja licores e cosméticos feitos a base
deste fruto (Figueiredo, et al., 2013). E um recurso nacional e com alguma
disponibilidade, pelo que se encontra subestimado (Pirbalouti, Jahanbazi, Enteshari, &
Malekpoor, 2010). Com recurso a incorporacdo de plantas silvestres comestiveis em
diferentes produtos alimentares, esta pode assim ser uma das respostas para o

problema de biodiversidade, sustentabilidade e nutricdo.

Objetivos de Investigacao

Objetivo Geral:

O presente estudo teve como objetivo avaliar as propriedades fisico-quimicas do
murtinho, bem como dos seus compostos bioativos com potenciais beneficios para a
saude e, as suas utilizagdes alimentares. Nesse sentido, o fruto foi avaliado quanto as
suas propriedades fisicas, quimicas, microbianas e fendlicas. Este trabalho teve ainda
como objetivo desenvolver novas formulagGes/inovagdes alimentares, com
incorpora¢do em enchidos/chourico, em cerveja e aromatizando vinagre, valorizando-
se assim nutricionalmente com o extrato do fruto e das folhas de Myrtus spp., alguns

produtos alimentares.
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Objetivos Especificos:

4

Caraterizar o murtinho (Myrtus spp.) da regido de Leiria através de anadlises fisicas e
quimicas;

Avaliar a capacidade antioxidante pelos métodos ABTS, FRAP, DPPH e teor de
compostos fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteau;

Avaliar a atividade antibacteriana do extrato de Myrtus spp. em trés estirpes de
bactérias, Escherichia coli, Klebsilella pneumoniae e Staphylococcus aureus;
Conhecer a bioacessibilidade dos compostos fendlicos totais e da sua atividade
antioxidante;

Desenvolver produtos alimentares, aromatizados e/ou com incorporacdo de

murtinhos.
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2. ENQUADRAMENTO TEORICO

2.1. Taxonomia e Caracterizagao da Espécie Myrtus spp.

Myrtus spp. é um arbusto verde conhecido nacionalmente como murta, murtinho ou
murtinhos, pertence a familia Myrtaceae (Figura 1), uma grande familia de
angiospermas com mais de 5500 espécies, divididas em duas subfamilias e 140 géneros
(Aleksic & Knezevic, 2014). No Chile, a familia é representada por 26 espécies e 10

géneros distribuidos do centro norte ao extremo sul da regido continental (Retamales &

Scharaschkin, 2015).

Figura 1 — Biodiversidade de Myrtaceae pelo seu caracteristico fruto de tom azul-escuro (a), as suas caracteristicas folhas
(b) e a sua caracteristica flér branca (c) (Retamales & Scharaschkin, 2015) & (Vasconcelos, et al., 2017)

2.1.1. Morfologia e caracterizacao

A murta é um arbusto sensivelmente pequeno, com 1.8 a 2.4 metros de altura (Mendes,
Gazarini, & Rodrigues, 2001), que se caracteriza por ter ramos densamente cobertos por
folhas lanceoladas e lustrosas. De aspecto muito ramoso e com ramos de sec¢ao
guadrangular, os seus rebentos sao pubescentes e glandulosos, tornando-se mais tarde

em glabros (Mendes, Gazarini, & Rodrigues, 2001).
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O fruto é de pequenas bagas elipsoides (Figura 2 (a)) de tons que, na maturacdo (em
meados de setembro), variam entre o azul-escuro e o negro, apresentando uma ligeira
coroacao as sépalas (Figueiredo, et al., 2013).

As folhas, de aspecto coriaceo, sdo brilhantes (Figura 2 (b)), lustrosas e muito
aromadticas quando esmagadas. Inserem-se de forma oposta e possuem diferentes
tamanhos, de 3 a 5 centimetros, apresentando uma forma ovado-lanceolada, de cor
verde-escuro na pagina superior e mais clara na inferior, mostrando inumeras
pontuacoes (Mendes, Gazarini, & Rodrigues, 2001).

As flores, solitarias e axilares, sdo compostas por cinco pequenas pétalas brancas e
caducas e numerosos estames (Figura 2 (c)). Sdo também aromadticas, delicadas e
perfumadas e florescem a partir do final da primavera/inicio do verdo (junho a outubro)

(Figueiredo, et al., 2013).

Figura 2 — Fruto (a), folha (b) e flor (c) de Myrtus spp. (Purser, 2019)

2.1.2. Localizagao e Prevaléncia Geografica

A espécie Myrtus spp. € uma parte comum da flora tipica do Mediterraneo. E nativa do
sul da Europa, norte de Africa e oeste da Asia, sendo também distribuido na América do
Sul, no noroeste do Himalaia e na Australia (Figura 3 (b)) (Aleksic & Knezevic, 2014).

Esta cresce espontaneamente em Espanha, Franga, Grécia, Turquia, Tunisia, Argélia,
Marrocos, Crodcia e Montenegro, entre outros paises com clima mediterraneo (Berka-

Zougali, Ferhat, Hassani, Chemat, & Allaf, 2012).
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Na Tunisia, cresce selvagemente a norte, nas areas costeiras, nas colinas internas e nas
areas florestais (Aleksic & Knezevic, 2014).

Em Italia, cresce ao longo da costa e nas colinas internas, sendo abundante
especialmente nas ilhas, onde representa uma das espécies mais caracteristicas
(Cannas, et al., 2013).

Em Portugal, a murta cresce de forma espontanea no centro e sul do pais (Figura 3 (a)),
sendo que estd também presente na ilha da Madeira e em cinco das ilhas dos Acores

(Faial, Pico, S. Jorge, Santa Maria e S. Miguel) (Figueiredo, et al., 2013).

Figura 3 — Distribui¢cdo da espécie Myrtus spp. marcada a verde em Portugal (a) e a azul no Mundo (b)
(Heywood, 1996)

2.1.2.1. Caracterizagdo da Area Geografica em estudo

O Agroal (Figura 4) é uma localidade no extremo sul da Unido de Freguesias da
Freixianda (concelho de Ourém) e da Sabacheira (concelho de Tomar), com as
coordenadas GPS 39.679065, -8.436291 — praia fluvial do Agroal (EMICEP, 2019).

Esta ndo é s6 uma praia fluvial termal de aguas frias, como é também uma nascente
perene de grande caudal, que alimenta o rio Nabao e, que abriga espécies de fauna e
flora Unicas na regido e no mundo. Conhecida pelas suas dguas milagrosas, foi avaliada

de “boa qualidade” pela Associa¢do de Defesa do Consumidorem 2014. (EMICEP, 2019).
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Figura 4 — Enquadramento regional da localidade de Agroal (EMICEP, 2019)

A dgua que abunda, vinda das rochas da montanha, brota com uma composi¢do quimica
rica em bicarbonatos cdlcicos, conferindo-lhe propriedades curativas extraordinarias
para doengas dermatoldgicas. A regidao envolvente é bastante seca e montanhosa, no
entanto, o curso do rio confere um microclima muito préprio aquele lugar, mais hiumido
e ameno (EMICEP, 2019).

A época balnear na praia fluvial do Agroal (Figura 5) tem inicio a um de julho e termina

a 15 de setembro.

Figura 5 — Imagens da praia fluvial do Agroal (EMICEP, 2019)
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2.1.3. Propagac¢ao da espécie

A murta pode ser encontrada numa variedade de ambientes, incluindo florestas
huamidas, pantanos, habitats ribeirinhos e matagais xeromoérficos costeiros, ou seja, em
solos bem drenados e férteis, mas com alguma humidade superficial (Pirbalouti,
Jahanbazi, Enteshari, & Malekpoor, 2010). E frequentemente usada em intervenc¢des
paisagisticas, devido as suas flores e aroma, mas também, pelo seu potencial de controlo
de erosdo dos solos. E também utilizada na execucdo de sebes e integra arranjos em
grupos de arbustos com distintas caracteristicas (Figueiredo, et al., 2013).

A maioria das espécies sdo endémicas do Chile e da Argentina e apresentam um tipo de

reproducdo hermafrodita (Santos, et al., 2017).

2.1.3.1. Fatores que representam ameagas a

propagacao da espécie

Um estudo recente realizado na Australia, segundo Soewarto, et al. (2019), mostra que,
a principal ameaca a espécie é a ferrugem da murta, Austropuccinia psidii, tratando-se
de um fungo invasivo que ataca as espécies da familia Myrtaceae. Esta propagacdo é
restrita as areas costeiras leste e sul da Australia, onde a maioria ocorreu em areas
residenciais ou jardins publicos, e uma minoria em dareas naturais. Quando o fungo
infecta o hospedeiro, os sintomas da doenca aparecerem em 12 dias e sdo
caracterizados visualmente pela formacao de pustulas cobertas por poros amarelos e
pulverulentos (Figura 6) (Soewarto, et al., 2019).

Atualmente, 1285 espécies de Myrtaceae apresentam risco de exposicao ao fungo
invasivo, o qual se prevé que diminuird para 1224 espécies no futuro, com as solucdes
previstas (Berthon, Esperon-Rodriguez, Beaumont, Carnegie, & Leishman, 2018). O uso
de marcadores moleculares preditivos para resisténcia a ferrugem da murta é
atualmente a abordagem mais econdmica e ecoldgica para controlar a doenga, no qual
se analisou o transcriptoma em trés espécies de Myrtaceae endémicas da Nova

Caledénia (Arillastrum gum-miferum, Syzygium longifoliuma e Tristaniopsis glauca) que
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apresentam respostas contrastantes ao patégeno nao infectado vs infectado (Soewarto,
et al., 2019).
Em Portugal ndo foram encontrados quaisquer registos desta infeccdo (Berthon,

Esperon-Rodriguez, Beaumont, Carnegie, & Leishman, 2018).

Figura 6 — Folhas infetadas com ferrugem da murta (Austropuccinia psidii)
(Roux, Greyling, Coutinho, Verleur, & Wingfield, 2013)

2.2. Avaliagao do Potencial do fruto proveniente da
espécie Myrtus spp.

2.2.1. Caracterizagao Fisico-quimica e nutricional do fruto

A qualidade nutricional de um fruto pode ser definida como a quantidade de compostos
bioativos saudaveis presentes na matriz do mesmo. Sendo, em alguns casos, definido
como uma combinacdo de atributos sensoriais, como a cor, a quantidade de agucar
presente, o nivel de acidez, o aroma, os atributos nutricionais, como os antioxidantes,

as vitaminas e os minerais presentes (Halliwell, 2011).

2.2.1.1. Capacidade Antioxidante

Os antioxidantes podem ser definidos como moléculas que protegem um alvo biolégico
do dano oxidativo e podem ser classificados em dois grandes grupos: enzimaticos

(enzimas, moléculas de baixa massa molecular e co-fatores enzimaticos) e ndo
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enzimaticos (obtidos de fontes alimentares), como representado na Figura 7 (Halliwell,
2011).

Estes sdo substancias que, em pequenas concentracdes, tém a capacidade de inibir ou
retardar a oxidacdo de um substrato, tanto de moléculas simples como polimeros e
biossistemas complexos (Halliwell, 2011).

Exemplos de antioxidantes enzimaticos sdo: glutationa redutase (GSH), catalase,
nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (NADPH) e proteinas ligantes de metais
(albumina, metalotioneina e ceruloplasmina). Os antioxidantes ndo enzimaticos podem
ser sintéticos ou naturais, sendo estes obtidos por via alimentar, como é o caso do
tocoferol, B-caroteno, vitamina C e compostos fendlicos (acidos fendlicos e flavondides)
(Ratnam, Ankola DD, Bhardwaj, Sahana DK, & Kumar, 2006).

Os antioxidantes podem também exercer um papel protetor quando sequestrarem
radicais livres presentes nos alimentos e/ou que se formem durante a digestdo
gastrointestinal, reduzindo desta forma, a formacdo dos compostos potencialmente

nocivos (Ratnam, Ankola DD, Bhardwaj, Sahana DK, & Kumar, 2006).

Antioxidantes
. Mao
Enzimaticos ' enzimaticos
Enzimas primarias Antioxidantes de baixo Co-fatores
(SOD, catalase, ' peso molecular antioxidantes
glutationa peroxidase)
. Polifenéis Minerais
Enzimas secundarias (Zinco e selénio)
(glutationa redutase,
desidrogenase)
(A.C.E.K) (licopeno, luteina, B-
caroteno)
Enmpnslns ]
organosulfurados

Figura 7 — Classificacdo dos antioxidantes, adaptado de Ratnam (2006)
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2.2.1.2. Composicao Fenolica

Relativamente aos compostos fendlicos (Figura 8), estes dividem-se em flavondides
(flavondis, flavonas, flavanonas, antocianinas e isoflavonas) e ndo flavondides (acidos
fendlicos, estilbenos, cumarinas e taninos). Estes compostos conferem cor, sabor,
adstringéncia e estabilidade oxidativa as plantas, sendo considerados compostos
bioativos ndo nutrientes, o que os torna uma parte importante da dieta (Fraga, 2009).
A murta apresenta na sua composicdo principalmente dleos volateis, taninos, acucares,
flavondides e acidos organicos, como os acidos citrico e malico, apresentanto alto teor
de limoneno, linalol e acetato de mirtenilo como componentes principais (Sumbul,
Ahmad, Asif, & Akhtar, 2011).

As suas folhas contém taninos, flavondides como derivados de quercetina, catequina,
miricetina e oleos volateis (Cakir, 2004). Os compostos volateis do dleo essencial
extraido das folhas sdo cerca de 47, sendo eles classificados em trés categorias
principais: terpenos (hidrocarbonetos monoterpenos e sesquiterpenos), terpendides
(monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados) e fenilpropandides (Anwar, Ahmed, Al
Awwad, Ansari, & Wagih, 2016). Estes compostos terpendides, estdo presentes nos
Oleos essenciais das folhas (0.19 - 0.37 %), do fruto (0.03 - 0.13 %) e das flores (0.21 -
0.26 %), em diferentes proporg¢ées (Sumbul, Ahmad, Asif, & Akhtar, 2011).

Os principais compostos do 6leo essencial sdo: 1,8-cineol (25.9 % no fruto e 39.5 % na
folha), acetato de miretila (6.6 % no fruto e 24.8 % na folha), a-pineno (9.7 % no fruto e
21.5 % na folha), linalol (36.5 % no fruto e 6.2 % na folha) e acetato de geranil (20.54 %
no fruto) (Sumbul, Ahmad, Asif, & Akhtar, 2011) & (Marzouk, Mhamdi, & Wannes, 2009).
Segundo Cakir (2004), a composi¢do de acidos gordos presente no fruto é de 72.1 % e
as sementes é de 64.1 %, sendo o 4cido oléico o mais predominante (69.5 %), seguindo
o palmitico (17.8 %) e o esteadrico (6.4 %).

Na Figura 8 estdo representados os compostos fendlicos e os sub-grupos em que se

dividem.
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Compostos
fendlicos

Estilbenos

Cumarinas

Taninos

——

Condensa-dos

Hidrolisaveis

Galico — p-cumarico |- Quercetina ||~ Apigenina Genisteina |~ Cianidina
ProtoFate— — Cafeico — Canferol — Luteolina Daidiceina | Delfinidina
chuico
Vanilico — Sinapico — Miricetina ||~ Naringenina [ Pelarginidina
—  Ferulico — Isoramnetina |Y< Hesperidina — Peonidina
— Catequina I Malvidina
— Espicatequina — Petunidina

| | Espigalhoca-

tequina

Galhocate-
quina

Galhotaninos

Elagitaninos

Figura 8 — Classificacdo conforme as classes e subclasses dos compostos fendlicos, adaptado de Fraga (2009)

2.2.1.3. Atividade Antibacteriana

As plantas sdao uma boa opgdo para obter uma grande variedade de compostos com

aplicacdao farmacoldgica, sendo amplamente utilizadas na medicina popular, pois

representam uma alternativa barata, acessivel e podem ser aplicadas a vdrias
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patologias. S3o varias as propriedades farmacoldgicas da murta, planta considerada
medicinal, sendo as suas diferentes partes usadas pelas suas propriedades antibidticas,
anti-sépticas, expectorantes, adstringentes, carminativas e hemostaticas (Pereira,
Cebola, & Bernardo-Gil, 2009).

As principais indicacOes terapéuticas relacionam-se com o tratamento de infecgdes,
sendo, no entanto, o seu uso muito mais vasto. Segundo um estudo de Bouzabata, et al.
(2013), no qual o objetivo era desenvolver a atividade antifungica dos dleos essenciais
de Myrtus nivellei, conhecida como a murta do Saara e usada pelos Touaregs contra
fungos responsaveis por infeccdes (diarreia e blenorreia), foi desenvolvida uma pomada
de 6leos essenciais de murta, para tratamento da dermatose. Gragas ao seu alto teor de
1,8-cineol (33.6 a 50.4 %) e de limoneno (17.5 a 25.0 %), foi possivel encontrar doses
apropriadas de dleo de Myrtus nivellei com atividade antifungica (Bouzabata, et al.,
2013).

Noutro ensaio sobre o efeito protetor da murta em queimaduras, foram administradas
100 mg/dia de extrato de murta a ratos, por via oral e tépica, durante dois dias. Os
resultados foram também bastante positivos, mostrando mais uma vez o efeito
antioxidante da murta, que ajudou a regenerar a pele, reduzindo significativamente os
danos induzidos pelas queimaduras na pele (Ozcan, et al., 2019).

Relativamente ao transito intestinal, foi igualmente realizado um estudo onde se
verificou que, consumindo sumo de murta, inibia de maneira significativa a motilidade
intestinal e o esvaziamento gastrico, induzindo uma protegdo significativa contra a
diarreia, atenuando também o stress oxidativo no intestino (Jabri, Rtibi, Sakly, Marzouki,

& Sebai, 2016).

2.3. Avaliacao do Efeito benéfico para a Saude e Bem-

estar

A murta é usada desde os tempos mais antigos para fins medicinais, bem como tempero
e em preparacdao de alimentos. As suas folhas sdo utilizadas em infusdo como

enxaguatdrio bucal, para o tratamento da candidiase, para o tratamento de doencas
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cronicas das vias respiratérias (bronquites) e das vias urinarias (cistites, pielonefrites e

uretrites) desde os tempos primordiais (Aleksic & Knezevic, 2014).

Na Turquia, o fruto e as folhas sdo usadas como remédio anti-séptico e anti-
inflamatorio, ja em Italia, o fruto é usado no tratamento de doencas infecciosas (Aleksic
& Knezevic, 2014). O d6leo essencial extraido das folhas é utilizado via oral para o
tratamento de dores de estbmago, hipoglicemia, disbiose, tosse, constipacdo e falta de
apetite, sendo também usado externamente para cicatrizacdo de feridas e no
tratamento de disturbios pulmonares (Aleksic & Knezevic, 2014).

Num estudo realizado com o objetivo de encontrar uma alternativa aos antifungicos no
tratamento de infec¢Oes fungicas, foi utilizado o 6leo essencial de murta, visto este
apresentar boa atividade antibacteriana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Helicobacter pylori e outras bactérias Gram negativas. Foi testada a sua atividade
antifungica contra trés diferentes espécies de Candida (C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilose), cujos resultados obtidos demonstraram uma boa atividade do extrato de
6leo de murta passadas 24 e 48 horas, chegando até a serem superiores aos do
antifungico testado (Cannas, et al., 2013).

Foi também realizado outro estudo, com o objetivo de determinar a importancia do
Oleo essencial de Myrtus communis no tratamento de hemorréidas, ao qual foi
demonstrado que, usando o 6leo essencial em creme, melhora significativamente o
sangramento, a dor permanente, a dor durante a defecacao, a irritagcdo anal e o prurido
anal em pacientes com hemorréidas tipo | e Il (Mahboubi, 2017).

E por ultimo, um estudo que visou melhorar o disturbio neurodegenerativo progressivo,
conhecido como doenga de Alzheimer, em que foram investigados os fatores que
desempenham um papel importante na patogénese da doencga e, comparados os efeitos
do tratamento de Galantamina (farmaco utilizado no tratamento da doenga de
Alzheimer) com os efeitos do tratamento de Myrtus communis. Os resultados
mostraram que o tratamento com M. communis melhorou a memdria a curto e longo
prazo, melhorou significativamente a reducdo da laténcia e o tempo de reconhecimento
de objetos induzidos, tendo-se verificado util na prevengao do stress oxidativo no tecido
cerebral, sendo tdo eficaz quanto o farmaco Galantamina. Pelas razGes apresentadas

considera-se M. communis como uma possivel nova abordagem terapéutica, que pode
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ser uma alternativa valiosa na prevencdo e tratamento da doenca de Alzheimer (Aykac,

et al., 2019).

2.4. Utilizagao de Myrtus spp. e Comercializagao

Atualmente, ao contrario de outros pequenos frutos, a murta ndo é comercializada nas
grandes cadeias de distribuicdo do setor agroalimentar, havendo, no entanto, produtos
com este fruto no mercado. Hoje em dia, as flores, os frutos, as folhas e as sementes da
murta sdo ja usados na cosmética e na alimentacdo, em muitos paises do Mediterraneo,
devido as suas caracteristicas aromaticas.

A nivel cosmético, as folhas sdo também muito utilizadas nas industrias de perfumaria
e cosmética, particularmente em Portugal e na Turquia (Aleksic & Knezevic, 2014). Sao
fabricados perfumes, sabonetes, cremes e mascaras de limpeza, champoos anticaspa,
aclaradores e tonicos reparadores para a pele. E também preparada uma &gua
aromatizada, de aroma mais delicado, conhecida como agua d’ Angel ou 4gua de Murta,
gue era particularmente famosa no século XVII (Figueiredo, et al., 2013).

A nivel alimentar, sdo usadas as flores frescas, de aroma delicado e sabor adocicado,
para aromatizar saladas de fruta ou guarnicdes, enquanto as folhas e bagas sdo usadas
em pratos de carne, especialmente para aromatizar carnes de sabor forte, como é o caso
do borrego e de algumas pecas de caga (Figueiredo, et al., 2013).

Em alguns paises, as folhas sdo também usadas para envolver a carne durante o
processo de cura. Os botdes florais, flores e frutos, devidamente secos, sdo conservados
em vinagre para uso culindrio, podendo ser consumidos frescos e/ou secos e usados
como aromatizantes em molhos e xaropes, tendo um paladar compardvel ao do zimbro
(Figueiredo, et al., 2013).

Foi testado um gelado de leite de cabra contendo Lactobacillus casei, ao qual foi
adicionada polpa de Myrtus communis a formulagdes probidticas, com o objetivo de
avaliar o seu potencial probidtico. Verificou-se que o nimero de L. casei diminuiu, o
valor de compostos fendlicos totais aumentou e nao foram detectadas quaisquer

alteracdes na sua atividade antioxidante (Oztiirk, Demirci, & Akin, 2018).
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Quanto ao fruto, ndo se encontra grande aplicacdo devido a sua amargura, o sabor é
muito intenso e bastante desagraddvel, ao invés do odor que é bastante agradavel,
sendo a sua aplicacdo culindria mais limitada a sua regido de origem, Italia (Aleksic &
Knezevic, 2014). Na ilha italiana Sardenha, é produzido um licor digestivo chamado
Mirto Liquore Di Sardegna (Figura 9 (a)), que se obtém por maceracao das bagas e folhas
de murta em dlcool, bagas essas que ddo uma cor Unica arroxeada. Este é caracteristico
pelo seu sabor adstringente, apresentando 30 % v/v de teor alcodlico (B2C ECOMMERCE
BRASIL, 2019). S3o-lhe atribuidas iniUmeras virtudes curativas, desde doencas da boca
ao sistema digestivo (Aleksic & Knezevic, 2014).

Em Portugal é também produzido um licor, de seu nome Licor Murta Serra do Caldeirdo
(Figura 9 (b)), produzido na serra do Caldeirdo, no Algarve. Este apresenta 20 % v/v de

teor alcodlico.

Figura 9 — Licores de murta, de Itdlia (a) e de Portugal (b) (B2C ECOMMERCE BRASIL, 2019)
(Neteuro, 2019)

2.4.1. Estudo da Viabilidade e Incorpora¢ao de Myrtus spp.

em produtos alimentares

Hoje em dia, ha uma procura crescente por produtos alimentares seguros e naturais
gue contribuam para a saude e bem-estar do consumidor. A inova¢dao na tecnologia
alimentar com recurso a incorporacao de plantas silvestres comestiveis em diferentes

produtos alimentares pode ser a resposta para o problema da biodiversidade,
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sustentabilidade e nutricdo. Sendo o murtinho um fruto que apresenta uma baixa
notoriedade é, no entanto, muito conhecido junto da populagdo nativa das zonas da sua
proliferacao.
Tendo este trabalho como objetivo a valorizacdo de Myrtus spp. de forma a estudar a
incorporacdo do fruto e da folha em produtos alimentares, surgiu a necessidade de
desenvolver novas formulacdes, designadamente:

1) incorporar Myrtus spp. em enchido/chourico (como conservante natural);

I1) incorporar Myrtus spp. em tempero/vinagre;

I11) produzir cerveja artesanal de Myrtus spp.

Habitualmente, sdo adicionados aos produtos alimentares conservantes quimicos para
garantir um prazo de conservacdo alargado, prevenindo o desenvolvimento de
microrganismos que causem doengas ao consumidor ou que ajudem na conservagdo da
aparéncia do produto. Contudo, a legislacdo referente aos conservantes quimicos tem
vindo a sofrer alteracGes e atualizacbes em consequéncia do conhecimento de
problemas de sensibilidade e toxicidade associados a utilizacdo destes produtos.

De forma a testar a eficacia da conservacdo natural de produtos alimentares contendo
Myrtus spp., realizou-se a experiéncia de incorporagdo em chourico/enchidos.
Relativamente ao vinagre, sendo muito utilizado em molhos e para temperar saladas, o
objetivo da incorporag¢ao do fruto neste foi torna-lo com um sabor agridoce, viscoso e
mais concentrado, semelhante a um vinagre balsamico. Foi utilizado vinagre de vinho
branco e vinagre de maga, incorporando o fruto e a folha.

Quanto a cerveja, considerada a bebida alcodlica mais consumida em todo o mundo,
tendo grande aceitagdo devido aos seus atributos sensoriais, quando ingerida de forma
moderada, esta contém valor nutritivo e diversidade de apresentacdao (Sampaolesi,
Gamba, & Antoni, 2019).

Atualmente, é notdrio o interesse pela cerveja artesanal, sendo que, cada vez mais se
véem novas formulagdes, levando a cerveja a emergir como uma bebida funcional, com
beneficios nos seus componentes, estando a industria da cervejaria artesanal em
crescimento em Portugal (Watson, Preedy, & Zibadi, 2018). A grande diferenca entre
cerveja artesanal e industrial é que, a artesanal ndao sofre qualquer processo de

pasteurizacado, filtracdes quimicas nem adicdo de aditivos quimicos para conservagao

42


https://blog.tudogostoso.com.br/noticias/vinagre-em-seus-diversos-tipos-e-usos/

Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

(Sampaolesi, Gamba, & Antoni, 2019). A cerveja pode ser mais doce ou mais amarga,
mais ou menos frutada, mais loira ou mais escura, com grande variedade de malte,
l[upulo e leveduras usadas, sendo o niumero de combinagdes extenso. Os principais
ingredientes da cerveja sdo o lUpulo e a cevada, dos quais derivam os polifendis da
cerveja, sendo o xanthohumol um polifenol especifico, que é encontrado
exclusivamente no lupulo, e que tem sido estudado gracas aos seus efeitos benéficos no
cancro, em doencas cardiovasculares e em inflamagdes (Watson, Preedy, & Zibadi,
2018). Rica em carbohidratos, aminoacidos, minerais e compostostos fendlicos, o seu

consumo moderado demonstra impactos benéficos no sistema imunolégico humano.
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3. MATERIAL E METODOS

A planta Myrtus spp. € um arbusto que se desenvolve maioritariamente em pinhais, no
entanto, é também muito utilizado em zonas urbanas, gracas 4 sua resisténcia ao clima.
Deste modo e considerando que as condi¢des climatéricas, a poluicdo e o solo tém uma
grande influéncia no crescimento e desenvolvimento das plantas, sendo muitas vezes
determinante na sua composicao fisico-quimica, tornou-se pertinente mencionar que a
planta Myrtus spp. foi apanhada no Agroal e nao no pinhal de Leiria, devido ao grande
incéndio que queimou mais de 70 % do territério no passado verao de 2017.

O plano de trabalhos da planta Myrtus spp. inclui: caracterizacao fisico-quimica (pH,
calibre/granulometria, massa especifica e por¢do edivel), capacidade antioxidante
(método do ABTS, DPPH e FRAP), perfil nutricional (conteudo proteico e perfil lipidico),
polifendis totais (Folin-Ciocalteau) e a determinacdo da atividade antimicrobiana
relativamente a bactérias Gram negativas e Gram positivas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Staphylococcus aureus). Uma vez caracterizadas as matérias primas base,
diferentes formulagGes com Myrtus spp. serdo depois preparadas e testadas, em

chourico, vinagre e cerveja.

3.1. Recolha e preparacao de amostras

Para a realiza¢do desde trabalho foram recolhidas amostras de Myrtus spp. no Agroal
(Latitude: 39.679065, e Longitude: -8.436291), localidade pertencente ao distrito de
Leiria (Figura 10). As amostras foram colhidas junto ao pinhal que se encontra adjacente
a praia fluvial, no dia 15 de dezembro de 2018. Apds a colheita, os frutos e folhas foram
higienizados com d4gua destilada e armazenados a uma temperatura de

aproximadamente -16°C nas instala¢Ges do Politécnico de Leiria.
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=z,

Figura 10 — Mapa de Portugal Continental onde se encontra assinalado o local (Agroal) de recolha das
amostras sob estudo — Primeiro momento de colheita de amostra (Mapas de Portugal, 2019)

Ap6s a floracdo da planta Myrtus spp., foram novamente colhidas amostras, desta vez
no pinhal de Santa Clara (Latitude: 39.739448, e Longitude 8.811279), na freguesia de
Parceiros, localidade do distrito de Leiria (Figura 11). A recolha decorreu no dia 24 de

junho de 2019. Apés a colheita, as folhas e flores foram higienizadas com dgua destilada

e usadas para preparacdo de extratos.

Figura 11 — Mapa de Portugal Continental onde se encontra assinalado o local (Leiria) de recolha
das amostras sob estudo — Segundo momento de colheita de amostra (Mapas de Portugal, 2019)
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3.2. Caracterizagao Fisico-quimica

3.2.1. Determinag¢ao do Peso médio

Para avaliar o peso médio do fruto (equacdo 1) foram selecionados aleatoriamente 50
murtinhos, de forma a obter uma amostra heterogénea, sendo de seguida realizada a
pesagem dos mesmos em balanca analitica de precisdo Mettler Toledo, modelo AE200-

S.

Y Peso do fruto
n

Peso médio do fruto =

Equacao 1

Onde n representa o nimero de frutos que constituem a amostra, neste caso n = 50.

3.2.2. Determinag¢ao da Quantidade de Sementes

De forma a obter um valor médio da quantidade de sementes por fruto (equacgdo 2),
procedeu-se a contagem dos parametros referidos em 50 murtinhos, escolhidos

aleatoriamente.

Y. sementes por fruto
n

N° médio de sementes por fruto =

Equagao 2

Onde n representa o numero de frutos que constituem a amostra, neste caso n = 50.

3.2.3. Determinag¢ao do Diametro e da Altura média

De forma a obter um valor médio do didametro (equacdo 3) e da altura média da baga

(equacdo 4), procedeu-se a medicdo dos parametros referidos em 50 murtinhos,
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escolhidos aleatoriamente, com recurso a um Paquimetro Digital INECO modelo

101.01L150/E (Figura 12).

Y. Didmetro do fruto
n

Didmetro médio do fruto =

Equacao 3

Y Altura do fruto
n

Altura média do fruto =

Equacdo 4

50

Onde n representa o numero de frutos que constituem a amostra, neste caso n

para ambas as equacdes 3 e 4.

Figura 12 — Representa¢do demonstrativa da medi¢do do didmetro (a) e altura (b) da baga, com recurso
a um Paquimetro Digital INECO L150

Conforme demonstrado na Figura 12, a altura da baga indica o tamanho médio na

dimensdo longitudinal, enquanto o diametro indica o tamanho médio na dimensao

equatorial/transversal.
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3.2.4. Determinac¢ao do Calibre e do Volume

Apbs calculados os valores do peso médio, altura e didametro, calculou-se o calibre

(equacdo 5) e o volume médio do fruto (equacdo 6).

Altura do fruto + Didmetro do fruto
2

Calibre =

Equacao 5

4 ]
Volume = 1 3 Calibre3

Equacdo 6

3.2.5. Determinac¢ao da Parte Edivel do fruto fresco

A parte edivel de um alimento é expressa em percentagem e corresponde ao peso do
produto que pode ser utilizado como alimento, excluindo-se tudo o que ndo sera
ingerido. Corresponde a forma como o alimento serd consumido, ao seu
aproveitamento, aos habitos e gostos alimentares de cada individuo.

O valor calculado deve ser considerado como um valor indicativo, uma vez que na
pratica poderd haver variacdes dependendo dos fatores acima referidos (INSA, 2016).
Para a determinagdo da percentagem da parte edivel no fruto fresco (equagdes 7 e 8),
selecionou-se e pesou-se uma amostra constituida por 100 murtinhos. As sementes
foram removidas de forma manual com recurso a duas pingas e procedeu-se a pesagem
das mesmas em balanca analitica de precisdo Metller Toledo, modelo AE200-S. A analise

foi realizada em triplicado.

Peso Edivel da Amostra (Polpa/Sementes)

= Peso da Amostra fresca — Peso (Polpa/Sementes)

Equagao 7
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Peso edivel da Amostra

100
Peso da Amostra fresca X

% Edivel do fruto fresco =

Equacdo 8

3.2.6. Determinacao do Teor de Humidade

A determinacdo do teor de humidade foi realizada através da desidratacdo completa,
de uma amostra constituida por 5.0 g de fruto, em estufa Heraeus modelo D-6450 Hanau
a temperatura constante de 60°C durante aproximadamente 72 horas, sendo depois
colocada num exsicador, até o peso se manter constante.

Este método teve como objetivo medir a perda de peso, apds desidratacdo dos
murtinhos. Os resultados foram expressos em percentagem de teor de humidade

(equacdo 9).

Peso
x100

Teor de Humidade =

Equacdo 9

Onde APeso representa a diferenca entre o peso inicial da amostra e peso da amostra
apds a secagem na estufa e Pi representa o peso inicial da amostra. A analise foi

realizada em triplicado.

3.2.7. Determinac¢ao da Acidez do Sumo

O potencial hidrogenidnico (pH), corresponde a uma escala numérica (0-14 a 25°C),
utilizada para especificar a acidez ou basicidade de uma solucdo, introduzido por Peter
Lauritz Sorensen a 1909 (McNaught & Wilkinson, 2018).

A amostra de sumo de murtinho foi obtida por pressao manual mecanica, com o auxilio
de um almofariz e pilao, adicionando agua desionizada na diluicdo de 1:10 devido ao
pouco sumo produzido. Apds a obtengdao do sumo procedeu-se a leitura do seu pH
recorrendo a um potencidmetro de bancada Hanna instruments pH 212. A andlise foi

realizada em triplicado.
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3.2.8. Determinac¢ao do Teor de Solidos Soluveis — SSC

A quantificacdo dos sélidos solliveis (°Brix) ou SSC (Soluble Solids Content) consiste na
avaliagdo da quantidade dos compostos que se encontram dissolvidos no sumo da fruta.
A maior parte dos sdlidos solUveis sdo aglcares e por esta razao, a analise quantitativa
por refratometria é muitas vezes equiparada ao teor de agucar do sumo do fruto. Os
acucares sdo utilizados como referéncia na colheita, devido a facilidade que existe na
sua medicdo e também porque traduzem bem a percepcdo do sabor da fruta.

Os hidratos de carbono presentes, que conferem o sabor doce, sdo maioritariamente a
glicose, a frutose e a sacarose. Durante a fase de amadurecimento ocorrem reacdes que
vao influenciar os aspectos sensoriais como, a diminuicdo de acidos, o aumento de
acUcares e as alteracGes de cor e textura. Nesta etapa, verifica-se a ocorréncia da quebra
dos hidratos de carbono de reserva em agucares simples (mono e dissacarideos) o que
confere a fruta o sabor doce (Pinto & Morais, 2000).

A unidade de medida do contetddo de sdlidos sollveis é o grau Brix, introduzido por
Adolf Ferdinand Brix em 1831 (Harrill, 1998). O residuo seco soluvel (°Brix) foi
determinado de acordo com a NP-785 de 1985.

A amostra de sumo de murtinho foi obtida por pressdo manual mecéanica, com o auxilio
de um almofariz com pildo, adicionando agua desionizada previamente fervida, na
diluicdo de 1:10 devido ao pouco sumo existente. Seguidamente realizou-se uma
filtragcao simples em papel de filtro qualitativo, com 90 mm de diametro e refez-se o
volume inicial. Apds a obteng¢dao do sumo procedeu-se a leitura da percentagem de
sélidos soluveis e, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, colocou-se uma gota de sumo
sobre a superficie do prisma do refratémetro digital portatil HANNA HI 96813. Para a

realizacdo desta andlise procedeu-se a leitura do indice de refragcdao em triplicado.

3.2.9. Determinag¢ao do Teor de Agucares Redutores

Para determinar o teor de agulcares redutores existem varios métodos quimicos, nao
seletivos que fornecem resultados com elevado grau de confiabilidade, no qual o

utilizado foi o método DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico), adaptado de Garriga, Almaraz &
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Marchiaro (2017), descrito abaixo. Este método baseia-se na oxidacdo do grupo aldeido
(H—C=0 ) dos agucares redutores e simultanea redugdo do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) em 4cido 3-amino,5- nitrosalicilico. A monoamina produzida possui uma cor
avermelhada de absorvancia maxima a 540 nm, o que permite a quantificacdo dos
acucares redutores por espectrofotometria.

Esta determinacdo foi realizada em amostras liofilizadas, as quais foi retirada a
humidade contida através do congelamento da parte liquida, para posterior sublimacao
do gelo. A liofilizacdo é considerado o melhor método de secagem para a obtencdo de
produtos desidratados com elevada qualidade (Ratti, 2001).

Ap6ds a liofilizacdo da polpa, da semente e da folha, fez-se a hidrdlise de 1.00 g de peso
seco da amostra em 50 mL de acido sulfurico 0.25N, num banho termostatizado a 50°C,
durante uma hora. Juntou-se num tubo de ensaio de 10 mL, 1 mL de extrato da amostra
filtrada em filtro de 110 mm e 1 mL de reagente de DNS, agitando-se de seguida num
vortex. Os tubos foram colocados num banho termostatizado a 100°C durante cinco
minutos, sendo posteriormente arrefecidos e tendo-se completado o volume com 8 mL
de agua desionizada, agitando-se novamente num vértex. Por fim, leu-se a absorvancia
da solugdo a 540 nm, contra uma amostra controlo composta por tampao acetato pH
4.5 que sofreu o mesmo tratamento das restantes amostras sob analise.

A reta de calibragdo é obtida com solugdes-padrdo de glicose (0.0 mg/mL—5.0 mg/mL)
preparadas em tampado acetato pH 4.5 que sofrem o mesmo tratamento das amostras
de extratos. A andlise foi realizada em triplicado.

A quantificacdo do teor de agucares redutores (equac¢do 10) foi calculada através da

equacao correspondente a reta de calibragdo (Figura 13).

_ Abs +0.0473
N 0.0007

Equagao 10

Onde Abs representa o valor da absorvancia de cada amostra a 540 nm e C a

concentragdo em mg/L. O resultado final é expresso em concentragdo equivalente de
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glicose (mg/L), utilizando a reta de calibragdo, com a seguinte equagdo: Abs = 0.0007 C

-0.0473, tendo em conta a massa da amostra e o volume do extrato.

Reta de calibracao
0,8 4
06 - y = 0.0007x - 0.0473
3 R2=0.982
g 0,4 -
b3
& 02 -
<
0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracdo de glicose (mg/L)

Figura 13 — Reta de calibragao do método de DNS com solugdes padrao de D-glicose, para quantificagdo de
aclcares redutores

3.2.10. Analise do Perfil de Acidos gordos

Para a analise do perfil de acidos gordos, procedeu-se a transmetilacdo direta das
amostras seguindo um procedimento adaptado de Fernandez (2015).

Este foi realizado em triplicado e os ésteres metilicos dos acidos gordos (FAME’s) foram
obtidos por transmetilagao direta a partir de amostras liofilizadas e trituradas da polpa,
folhas e sementes da murta (Figura 14), sob catalise acida. Aos tubos de vidro com rosca,

adicionaram-se 2 mL de solugdo a 2 % (v/v) de H,SO4 em metanol (CH3OH) a 50 mg da

amostra liofilizada (mamostra) (Figura 15 (a)).

Figura 14 — Amostras liofilizadas das folhas (a), das sementes (b) e da polpa (c) da murta
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Seguidamente, os tubos foram devidamente fechados e colocados em banho-maria
(Banho termostatizado Precisterm, J.P Selecta) durante duas horas a 80°C. Apds o
arrefecimento, adicionou-se 1 mL de dgua MiliQ e 2 mL de n-Hexano, levando a mistura
resultante ao vértex durante 1 minuto e posteriormente, centrifugada (Eppendorf
Centrifuge 5810 R) a 1000 rpm durante cinco minutos. O sobrenadante ou fase n-hexano
gue continha os esteres metilicos de acidos gordos (FAMES) foi recolhida
cuidadosamente para vials de cromatografia gasosa (Figura 15 (b)), obtendo-se uma

solugdo incolor.

Figura 15 — Amostras de polpa, semente e folha de murta sob catélise dcida (2 mL de H,SO4 a 2% (v/v)
em metanol) (a) e, amostras apds 5 minutos de centrifugacdo a 1000 rpm, com sobrenadante
contendo os esteres metilicos de 4cidos gordos (FAME’s) (b)

A andlise dos FAMES (Figura 16) foi realizada no cromatégrafo gasoso (GC) Finnigan
Ultra Trace equipado com coluna capilar Thermo TR-FAME (60 m x 0.25 mm ID, 0.25 pum
de espessura da membrana), um auto sampler AS 3000 da Thermo Electron Corporation
e um detetor de ionizacdo de chama (FID), de acordo com Silva et al. (2017). As
temperaturas do injetor (a operar em modo splitless) e do detetor foram programadas
para 250°C e 280°C, respectivamente. A temperatura da coluna foi programada para um
valor inicial de 100°C durante um minuto, aumentando 10°C min? até aos 160°C,
mantendo-se a essa temperatura durante 10 minutos. Depois procedeu-se a um novo
aumento de 4°C min! até aos 250°C, onde se manteve por mais 10 minutos. O hélio foi
usado como gas de arraste, com um fluxo de 1.2 mL min. Para a chama do detetor
utilizou-se ar sintético e hidrogénio, com um fluxo de 350 e 35 mL min?,

respectivamente.
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Figura 16 — Andlise dos FAMES no cromatdgrafo gasoso (GC) Finnigan Ultra Trace

O software Xcalibur foi usado para controlar o instrumento, aquisicdo de dados e
analise dos dados (integracdo, tempos de retencado e areas de pico).

Os 4cidos gordos presentes nas amostras foram identificados por comparacdao dos
tempos de retengdo dos respetivos FAMES com o dos componentes da mistura Supelco
37 (Sigma-Aldrich, lote LRAB8645). A partir da mistura comercial Supelco 37
prepararam-se solu¢des padrdo e com base nos dados cromatograficos construiram-se
curvas de calibracdo de area do pico versus concentracdo de FAME (ug mL?) para os
diferentes acidos gordos. A identificacdo dos cromatdgrafos (Anexo lll), foi realizada
através da comparagao do tempo de reten¢dao dos picos das amostras com o padrdo
Supelco FAME Mix C8 — C24.

A determinacao do perfil dos acidos gordos foi realizada atribuindo-se que a fracao
correspondente a um determinado 4cido gordo é a razdo entre a respectiva area do pico

e a area total dos picos, representados em percentagem.

3.3. Atividade Antioxidante

O estudo da capacidade antioxidante do fruto na presente investigacao consistiu na
guantificacdo dos compostos fendlicos totais através do método de Folin-Ciocalteau e

na avaliagdo da capacidade antioxidante através dos métodos ABTS (acido 2,2-azinobis
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(3 etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), DPPH (2,2-difenil-1 picrilhidrazil) e FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power), descritos abaixo. As andlises referidas foram realizadas a

polpa, a semente, a folha e a flor do fruto.

3.3.1. Extracao de Compostos Fenolicos

Primeiramente realizou-se a extracdo dos compostos fendlicos na diluicdo de 1:10 (1
mL de soluto em 10 mL de solvente) a qual influencia a gama de avaliacdo da capacidade
antioxidante. Tendo-se verificado que em diversos estudos houveram diferentes
resultados consoante a extracdo realizada e, as solu¢des de acetona a 70 % v/v e de
etanol a 70 % v/v apresentaram bons resultados na extracdo de compostos fendlicos
(Fonseca, Santos, & Cunha, 2015), optou-se por estes solventes neste trabalho. Os
compostos fendlicos presentes no fruto foram extraidos de acordo com Ribeiro (2014),
com algumas adaptacgdes.

A extracdo foi realizada em 1.5g de amostra previamente higienizada com agua
destilada e posteriormente, pesada em balanca analitica de precisdo Metller Toledo,
modelo AE200-S. Foi depois triturada por pressdo manual mecanica com o auxilio de
almofariz e pildo (Figura 17 (a)). Seguidamente, foi colocada num frasco de vidro
graduado (Figura 17 (b)), ao qual se adicionou 15 mL de solvente, acetona a 70 % v/v ou
etanol a 70 % v/v. A mistura manteve-se em agitacdo em agitador magnético P selecta,
modelo Agimatic-N, durante duas horas, a 9000 rpm, a temperatura ambiente e
protegida da luz. Posteriormente, realizou-se uma filtragdo simples em papel de filtro
qualitativo com 90 mm de diametro — xinxing 202 moderate, para tubos de ensaio, e
mantidos a uma temperatura de aproximadamente -20°C. A analise foi realizada em

duplicado.
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Figura 17 — Extragdo dos compostos fendlicos: trituragdo da polpa por pressdo manual mecanica com o
auxilio de almofariz e pildo (a), folha, semente e polpa em frascos de vidro graduados com o solvente (b)

Relativamente a polpa e sementes desidratadas, inicialmente foram separadas
manualmente, com recurso a duas pincas, foram pesadas em balanca analitica de
precisdo Mettler Toledo, modelo AE200-S e tranferidas para capsulas, que foram
previamente mantidas em estufa Heraeus modelo D-6450 Hanau, para remoc¢do da
humidade a 70°C durante 20 horas. Apds este periodo, as amostras desidratadas foram
novamente pesadas para a realizagdo do método de extracdo.

Para as amostras de polpa ja desidratadas, foram pesadas aproximadamente 1.00 g
(peso final apds desidratacdo) e transferidas para um frasco de vidro rolhado, onde se
adicionaram 10 mL de acetona a 70% v/v ou etanol a 70 % v/v e foi levado a agita¢ado
magnética por duas horas a 9000 rpm. Posteriormente, procedeu-se a filtragcdo (papel
filtro 90 mm de diametro — xinxing 202 moderate) para tubos de ensaio e o
armazenamento sob refrigeragdo a -20°C. Em relagdo as sementes desidratadas, foram
pesadas cerca de 1.00 g de amostra (peso final apds desidratacdo) e foram transferidas
para um frasco de vidro rolhado. Adicionou-se entdo 10 mL de acetona a 70% v/v ou
etanol a 70 % v/v e o conteudo foi levado a agitagdo magnética por duas horas a 9000
rpm. Em seguida, foi realizada a filtracdao (papel filtro 90 mm de diametro) para tubos
de ensaio e o armazenamento sob refrigeracdo a -20°C. Este procedimento foi realizado
em duplicado.

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais (método Folin-Ciocalteu), assim

como para a determinac¢do da capacidade antioxidante (ABTS e DPPH), para os extratos
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do fruto inteiro, folhas, flores, sumo e polpa desidratada foi realizada nova diluicdo de
1:10 em duplicado. Para o método FRAP, foram utilizados os extratos iniciais.
No que diz respeito as extracdes obtidas para cada amostra, a codificacdo foi realizada

segundo a Tabela 1.

Tabela 1 — Descrigdo e codificagdo atribuida a cada extragdo realizada nos murtinhos

Siglas
DIESHICE Solvente acetona Solvente etanol
a70 % v/v a70 % v/v
Polpa in natura P1 P2
Polpa desidratada PS1 PS2
Semente desidratada SS1 SS2
Folha in natura F1 F2
Flor in natura L1 L2

3.3.2. Quantificagao dos Compostos Fenolicos Totais

A gquantificacdo dos compostos fendlicos totais utilizou o método colorimétrico de
Folin-Ciocalteau. Este método baseia-se na reducdo do reagente de Folin-Ciocalteau, em
meio alcalino, através da reagcdao com os compostos fendlicos presentes na amostra. Ao
ocorrer a reducdao do reagente, existe a transformacdo do fosfomolibdato-
fosfotungstato em molibdénio, que apresenta uma coloragdo azul, tornando assim
possivel a quantificagao do valor de absorvancia da solugao em espectrofotometro UV-
Vis. Quanto mais forte for a cor azul, maior serd a quantificacdo total dos compostos
fendlicos (Neves, Alencar, & Carpes, 2009). A implementacdo do método seguiu o
procedimento de Giao (2007) com algumas adaptacgdes.

Num tubo de ensaio foi adicionado 0.250 mL do extrato e 0.250 mL de reagente de
Folin-Ciocalteau. A solugao resultante foi agitada recorrendo a vortéx e posteriormente
adicionou-se 5.00 mL de carbonato de sdédio (Na,COs) e 7.00 mL de dgua desionizada. A
solucdo foi homogeneizada no vortéx e colocou-se em repouso durante uma hora, a

temperatura ambiente e protegida da luz. Por fim, realizou-se a leitura das solugdes, a
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760 nm em espectrofotometro Varian Cary modelo 50 Scan UV Visible. A amostra
controlo foi analisada tendo em conta o mesmo procedimento, substituindo apenas o
volume da amostra por dgua desionizada MilliQ.

A reta de calibracdo foi preparada com acido gdlico como padrdo e os resultados
correspondentes a quantificacdo total dos compostos fendlicos foram expressos em mg
equivalentes de acido galico GAE/g de fruto e mg GAE/mL de sumo. A analise foi
realizada em duplicado. A quantificacdo total de compostos fendlicos (equacao 11), é

calculada através da equacao correspondente a reta de calibracdo (Figura 18).

_ Abs — 0.0542
B 0.0023

Equacao 11

Onde Abs representa a absorvancia de cada amostra a 750 nm e C a concentra¢dao em
mg GAE/g.

O resultado final é expresso em concentracdo equivalente de acido galico (mg GAE/g),
utilizando a reta de calibracdo, com a seguinte equacgdo: Abs = 0.0023 C + 0.0542, tendo

em conta a massa da amostra e o volume do extrato.

Reta de calibracao
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Figura 18 — Reta de calibracdo do acido galico para quantificagdo de compostos fendlicos totais pelo método
Folin-Ciocalteu
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3.3.3. Avaliagao da Capacidade de reducao do radical ABTS

O método do radical catiénico ABTSe+ (acido 2,2-azinobis (3 etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)) foi utilizado para avaliar a capacidade antioxidante dos murtinhos, que tem
sido amplamente utilizado em alimentos e bebidas, devido a sua aplicabilidade em fases
aquosas. Este método, espectrofotométrico, determina a atividade antioxidante total
através da captura do radical. O ABTSe+ é um radical livre sintético que apresenta uma
coloracdo verde azulada. A capacidade antioxidante da amostra bioldgica depende da
sua capacidade para reduzir ou eliminar o radical livre (Floegel, Kim, Chung, Koo, & Chun,
2011).

Quanto maior for a descoloracdo verificada no ABTSe+ maior serda a atividade
antioxidante existente na amostra testada. Deste modo, a extensdo da descoloracdo
permite o calculo da percentagem de inibicdo (Pl), determinado em funcdo da
concentracdo e do tempo em relacdo ao padrdo, sob as mesmas condicdes (Re, et al.,
1999). O método utilizado decorreu de acordo com Giao (2007) com algumas
adaptacoes.

Para o procedimento do método ABTS, é necessario primeiramente a preparagao da
solucdo de ABTS concentrado. Assim, em ambiente escuro, foi preparada uma solugdo
de 10 mL de ABTS (7 mmol/L) e paralelamente foi preparada uma solu¢do de 10 mL de
persulfato de potdssio (K2520s) (2.45 mmol/L). Procedeu-se a jungdo das duas solugbes
e deixou-se em repouso durante 16 horas a temperatura ambiente, protegido da luz,
originando assim o radical ABTSe+,

Ap0ds o periodo de espera, realizou-se a filtracdo de cerca de 2 mL da solu¢ao de ABTS
concentrado, através de uma seringa com filtro (0.22 um) e diluiu-se a solu¢do com 200
mL de agua ultrapura MilliQ (com o frasco protegido da luz). Tendo como objetivo a
obtencdo de uma solugdo com valores de absorvancia, de 0.700 + 0.020 para um
comprimento de onda de 734 nanémetros (nm).

O método consistiu na adicdo de 1 mL da solu¢do do radical ABTS a 20 uL de extratos
na mesma cuvete (descartaveis, Brand standard — PMMA semi-micro, Sigma-Aldrich).
De forma a evitar o contacto com o oxigénio, colocou-se parafilm na cuvete e agitou-se

manualmente. Apds 6 minutos procedeu-se a leitura da absorvancia das solugdes, a 734
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nm, no espectrofotdmetro Varian Cary modelo 50 Scan UV Visible. A amostra controlo
foi realizada tendo em conta o mesmo procedimento, substituindo apenas a amostra
por agua ultrapura MilliQ. A reta de calibragdo (Figura 19) foi preparada com acido
ascérbico como padrdo e os resultados correspondentes a atividade antioxidante foram
expressos em mg equivalente em vitamina C (VCEAC/g de fruto). A andlise foi realizada
em triplicado com duplicados de cada solucdo.

Para calcular a capacidade antioxidante do fruto (equacdo 13) é necessario previamente

calcular a percentagem de inibicdo (equacdo 12).

B Absr — Abs a

PI = 1
Absr x 100

Equacdo 12

Onde Abs r representa a absorvancia inicial da solucdo de ABTS e Abs a representa a

absorvancia da solucdo resultante apds 6 minutos.

_ PI-2.0694
~ 486.28

Equacdo 13

O resultado final foi expresso em concentra¢cdao equivalente de acido ascérbico (mg
VCEAC/g), utilizando uma reta de calibragdo, com a seguinte equagdo: Abs = 486.28 C +

2.0694, tendo em conta a massa da amostra e o volume do extrato.

Reta de calibragao
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100 - y = 486.28x + 2.0694
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Figura 19 — Reta de calibracdo do acido ascdrbico para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo
método ABTS
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3.3.4. Avaliagao da Capacidade antioxidante pelo Método

DPPH

O estudo de remocao do radical DPPHe foi realizado de acordo com o método descrito
por Brand-Williams (1995) com algumas modifica¢des. O radical DPPHe sofre reducao
pelos antioxidantes, com mudanca de coloracdo violeta para amarela, proporcional a
concentracdo da substancia redutora da amostra. Assim, preparou-se uma solucdo de
DPPH com 0.0039 g em 100 mL de acetona a 70 % (v/v) que se diluiu numa proporc¢do
de 1:2 para que a absorvancia se situasse na faixa de 0.500 + 0.040, correspondente a
solugdo controlo. Em tubos de vidro rolhados foram introduzidos 3.90 mL da solugdo de
DPPH, diluida com 0.100 mL de extrato, e agitou-se em vortex, permanecendo em
repouso, protegido da luz, a temperatura ambiente por 30 minutos. A absorvéancia foi
lida a 515 nm, utilizando cuvettes de vidro, num espectofotometro Varian Cary modelo
50 Scan UV Visible, utilizando-se amostra controlo composta por acetona a 70 % v/v e
etanol a 70 % v/v com amostra controlo de solucdo de DPPH diluida (absorvancia: 0.500
+ 0.040).

As andlises de cada amostra foram realizadas em duplicado, para as diferentes réplicas
de extratos da planta e calculadas de modo a formar um ponto de referéncia.

O resultado final foi expresso em concentra¢cdao equivalente de acido ascérbico (mg
VCEAC/g), utilizando uma reta de calibragdo, com a seguinte equagdo: Abs =598.3 C +
1.9505 (para o solvente de acetona a 70 % v/v) (Figura 20) e Abs = 575.91 C + 8.2846
(para o solvente de etanol a 70 % v/v) (Figura 21), tendo em conta a massa da amostra

e o volume do extrato.
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Reta de calibracdo - Solvente acetona a 70 % v/v
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Figura 20 — Reta de calibrag&o do acido ascérbico, usando o solvente acetona a 70 % v/v, para determinacdo da
capacidade antioxidante pelo método DPPH

Reta de calibragdo - Solvente etanol a 70 % v/v
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Figura 21 — Reta de calibragio do acido ascérbico, usando o solvente etanol a 70 % v/v, para determinacdo da
capacidade antioxidante pelo método DPPH

3.3.5. Avaliagao da Capacidade antioxidante pelo Método

de Reduc¢ao do Ferro (FRAP)

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que, presente em
baixas concentragbes, quando comparada com um substrato oxiddvel, atrasa ou inibe a
oxidacdo desse substrato de maneira eficaz (Shami & Moreira, 2004). O método usado
foi uma adaptacdo de Pulido (2000), que descreve o método FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) como uma alternativa desenvolvida para determinar a reducdo do

ferro em fluidos biolégicos e solugdes aquosas de compostos puros. Sendo este um
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procedimento adaptado para a determinacdo da atividade antioxidante total em frutas,
apenas foi usado o extrato da polpa da murta.

Para obter o reagente FRAP, é necessario realizar diversas solugdes primeiramente:
solucdo de metanol a 50 % v/v, solucdo de acetona a 70 % v/v, solugdo de HCl 40 mM,
solucdo de 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM, solucdo de cloreto férrico 20 mM
e tampdo acetato 0.3 M (pH 3.6), conforme Rufino, et al. (2006).

A solugdo de TPTZ foi preparada dissolvendo-se 3.12 g de TPTZ (0.01 mol) em 5.00 mL
de HCl 40 mM e completou-se o volume para 1.00 L em baldo volumétrico, com HCI 40
mM. Em seguida, realizou-se a homogeneizacdo e o conteudo foi transferido para um
frasco de vidro ambar, devidamente etiquetado, armazenado sob refrigeragdo, por um
periodo maximo de um més.

O reagente FRAP foi obtido a partir da combinacdo de 25 mL de tamp3ao acetato 0.3 M,
2.5 mL de solugdo de TPTZ 10 mM e 2.5 mL de uma solugdo aquosa de cloreto férrico 20
mM, o qual foi utilizado imediatamente apds a sua preparacao.

O procedimento foi realizado em ambiente escuro, no qual se transferiu uma aliquota
de 90 plL de extrato da amostra para tubos de ensaio, acrescentou-se 270 pL de agua
ultra pura MilliQ e misturou-se a 2.70 mL da solucdo de reagente FRAP. De seguida,
homogeneizou-se num vortéx e, manteve-se em banho-maria a 37°C durante 30
minutos. Apds decorrido o tempo, foi realizada a leitura a 595 nm, em
espectrofotémetro Varian Cary modelo 50 Scan UV Visible, utilizando o reagente FRAP
como branco para calibrar o mesmo. As analises de cada amostra foram realizadas em
duplicado, para as diferentes réplicas de extratos da murta e calculadas de modo a
formar um ponto de referéncia.

A atividade antioxidante (equacao 14) é calculada através da equagdo correspondente

a reta de calibragdo (Figura 22).

_ Abs—0.1339
N 0.0007

Equagao 14

Onde Abs corresponde a absorvancia correspondente a 1000 uM de sulfato ferroso e C

a concentrac¢do corresponde a diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1000 uM. O
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resultado foi dividido por 1000 para ter o valor em gramas e, sequencialmente, foi

efetuada uma nova divisdo por 1000 para encontrar o resultado final (z) (equagdo 15),

onde:

Z : 1000

~1000x1

Equagdo 15

O resultado final foi expresso em concentragdo equivalente de sulfato ferroso (LM),
utilizando uma reta de calibracdo, com a seguinte equacdo: Abs = 0.0007 C + 0.1339

(Figura 22), tendo em conta a massa da amostra e o volume do extrato.

Reta de calibracao
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Figura 22 — Reta de calibragao do sulfato ferroso para a determinagao da capacidade antioxidante pelo método
FRAP

3.4. Avaliacao da Atividade Antibacteriana

Para avaliar a atividade antibacteriana do murtinho foram utilizados extratos da polpa,
da semente e da folha de Myrtus spp. com etanol a 70 % v/v. A avaliagdo foi efetuada in

vitro pelo método de difusdao em disco, e estudado o seu efeito sobre diferentes estirpes

de bactérias.
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3.4.1. Estirpes bacterianas

A atividade antibacteriana do extrato de etanol a 70 % v/v do fruto, semente e folha
foram testados individualmente em trés estirpes de bactérias, Gram + (Staphylococcus
aureus ATCC 29213) e Gram - (Escherichia coli ATCC 25922 e Klebsiella pneumoniae ATCC
27749).

3.4.2. Extracao de compostos fenolicos

Primeiramente realizou-se a extracdo dos compostos fendlicos, a qual influencia a
avaliacdo da capacidade antioxidante, utilizando o solvente etanol a 70 % v/v. Os
compostos fendlicos presentes no fruto foram extraidos de acordo com Ribeiro (2014),
com algumas adaptacgoes.

A extracdo foi realizada em 1.00 g de amostra, obtido por pressdo manual mecanica,
com recurso a almofariz e pildo, previamente pesada em balanca analitica de precisdo
Metller Toledo, modelo AE200-S. Seguidamente, foi colocada num frasco de vidro
graduado, ao qual se adicionou 10 mL de solvente, etanol a 70 % v/v. A mistura manteve-
se em agitacdo em agitador magnético P selecta, modelo Agimatic-N, durante uma hora,
a temperatura ambiente e protegida da luz. Posteriormente, foi centrifugada em
centrifugadora Centrifuge 5810 R, a uma velocidade de 1400 rpm durante 15 minutos.
O conteudo foi transferido para baldes, devidamente pesados, e colocados de forma

individual no rotavapor Laborota 4000 (Figura 23(a)), de modo a realizar a evaporagao

do solvente e assim determinar uma concentragao conhecida (Figura 23(b)).

L

Figura 23 — Extracdo no rotavapor Laborota 4000 (a) e identificacdo dos baldes da polpa,
semente e folha de Myrtus spp. ap0s a extragdo do solvente etanol a 70 % v/v (b)
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3.4.3. Método de Difusao em Disco

A atividade antibacteriana foi avaliada recorrendo ao método de difusao em disco, de
acordo com a adaptacado do procedimento de Djihane (2017). Nestes ensaios utilizou-se
o meio Agar Mueller-Hinton (MHA) preparado de acordo com as indicacdes do
fornecedor. Apds esterilizacdo, foram vertidos cerca de 15 mL do meio em placas de
Petri esterilizadas obtendo-se assim uma camada-base. Através das coldnias isoladas
das culturas de bactérias, com auxilio de uma ansa esterilizada, realizou-se uma
suspensdo para cada bactéria em solucdo estéril de NaCl 0.85 % m/v até atingir uma
densidade otica correspondente a turbidez padrdao de 0.50 na escala Mcfarland (cerca
de 1.5x10%® bactérias/mL). Apds a solidificacdo da camada-base, procedeu-se ao
espalhamento da suspensdo bacteriana, por toda a superficie de Muller-Hinton Agar
(MHA), recorrendo a uma zaragatoa estéril. De seguida, foram colocados discos de papel
de filtro qualitativo com 8 mm de didmetro, esterilizados, contendo volumes conhecidos
de extrato, a distancias equitativas na superficie do agar inoculado.

Para estudar a atividade antimicrobiana do extrato de etanol a 70 % v/v foram utilizados
discos com quatro volumes diferentes, 1.00 mg, 2.00 mg, 3.00 mg e 4.00 mg, de modo
a avaliar o efeito da concentragdo dos componentes desses extratos. De forma a avaliar
o possivel efeito do solvente etanol a 70 % v/v na atividade antibacteriana do extrato,
este foi utilizado como controlo negativo, tendo sido colocado 4.00 mg de etanol a 70 %
v/v num disco de papel de filtro que depois de evaporado foi colocado na superficie do
agar. Os antibidticos ciprofloxacina 5 pg (CIP 5) e cefotaxima 30 pg (CTX 30) foram
utilizadas como controlo positivo permitindo-nos avaliar e quantificar os halos de
inibicao desenvolvidos.

Por fim, as placas de Petri foram incubadas a 37°C e foram observadas apds 24 horas,
de forma a verificar a existéncia de halos de inibicdo do crescimento bacteriano. A
avaliacdo do crescimento nas respectivas placas, foi realizada através de leituras visuais,
através de comparag¢dao com o controlo negativo e positivo e da medi¢cdo dos halos
desenvolvidos.

De forma a comprovar a esterilidade do meio de Muller-Hinton Agar (MHA),

mantiveram-se duas placas de Petri sem inéculo nas mesmas condi¢des do ensaio e
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durante o mesmo periodo de tempo. Para comprovar a capacidade reprodutiva das
estirpes bacterianas foram também mantidas duas placas de Petri inoculadas por
espalhamento, com cada estirpe, nas mesmas condicdes e durante o mesmo periodo de

tempo do ensaio.

3.5. Teste de Viabilidade Celular

Foram realizados ensaios de viabilidade celular com o intuito de avaliar a resposta de
linhas celulares animais, na presenc¢a do sumo do fruto murtinho.

De forma a avaliar o efeito do sumo nas células recorreu-se ao ensaio com brometo de
3-(4.5-dimetiltiazol-2yl)-2.5-difenil tetrazolio (MTT), realizado segundo as indica¢Oes
descritas no Kit No 11465001 — Sigma-aldrich, em culturas celulares tumorais CACO-2
do adenocarcinoma colorectal humano da European Collection of Authenticated Cell
Cultures (ECACC, UK). Estas células, CACO-2, possuem a capacidade de se diferenciarem
de forma espontanea em condicdes de cultura, apresentando caracteristicas
semelhantes as de enterdcitos humanos maduros. Apesar da sua origem cdlica, estas
células expressam uma morfologia e funcionalidade semelhante as células do intestino
delgado. A monocamada CACO-2 apresenta varios recetores, enzimas metabdlicas e
transportadores (Kamiloglu, Capanoglu, Grootaert, & Van Camp, 2015).

O ensaio MTT é um método colorimétrico comummente utilizado com a finalidade de
avaliar a proliferagdo celular e a citotoxicidade. O MTT é um corante que através da
reducdo dos seus sais tetrazdlicos origina cristais formazan, que sao caracterizados pela
sua cor roxa e por serem insollveis em 4gua. Esta reducdo, é efetuada por
desidrogenases mitocondriais metabolicamente ativas (células vidveis). Os cristais sdao
dissolvidos num solvente organico, originando assim uma solu¢do de cor roxa, com
menor ou maior intensidade, dependendo da quantidade de cristais formados e
consequentemente da quantidade de células vidveis (Sigma-Aldrich, 2016). O
procedimento utilizado no presente ensaio foi adaptado do método realizado por
Nunes, et al., (2014) e desenvolvido em parceria com investigadores da Universidade de

Coimbra — Departamento de Quimica.
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3.5.1. Preparacao dos extratos

O sumo de murtinho foi obtido por pressdo manual mecanica, com recurso a um
almofariz com pildo, seguido de filtracdo simples em papel de filtro qualitativo, com 90
mm de didmetro e congelado a -20°C. De seguida, procedeu-se a liofilizacdo do sumo
em liofilizador Kinetics Ez-Dry, modelo EZ550R, acoplado a bomba de vacuo Edwards 12,
a temperatura constante de -42°C, e pressao de 100 mT.

Com o objetivo de testar diferentes concentracées de sumo, foram preparadas cinco
amostras, as concentracdes de 2.00 %, 4.00 %, 6.00 %, 8.00 % e 10.00 % (m/v) de extrato
de polpa, semente e folha de murtinho. Para preparacdo destas amostras, a amostra
liofilizada foi ressuspensa em meio de cultura DMEM, dependendo da concentragdo a

preparar.

3.5.2. Cultura das células

O modelo celular proveniente do adenocarcinoma colorectal humano (células CACO-2)
utilizado neste estudo foi cedido pelos colaboradores da Universidade de Coimbra. As
células foram mantidas em frasco de 75.00 cm? no meio de cultura, em incubadora
Thermo Scientific BB 15, a 5.00 % CO,, 95.00 % humidade, 37°C. O meio de crescimento
utilizado foi o Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) com 4500 mg/L glucose e
2.00 mM L-glutamina (sem bicarbonato de sédio), suplementado a 10.00 % v/v de soro
fetal bovino inativado termicamente (FBS, Gibco), 1.00 % de aminoacidos ndo essenciais
(NEAA) e 1.00 % penicilina (100units/mL) — estreptomicina (10mg/mL) (Sigma-Aldrich,
2016).

O crescimento decorreu sob condi¢Bes controladas durante aproximadamente sete
dias. Realizou-se a mudancga de meio de cultura de trés em trés dias de forma a garantir

a reposi¢do dos nutrientes necessarios ao crescimento celular.
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3.5.3. Ensaio MTT

Ap06s 7 dias de desenvolvimento celular procedeu-se ao levantamento das células com
solugdo a 2.5 % (m/V) tripsina-EDTA (10x solution). Realizou-se a contagem das células
com recurso ao corante Azul de Tripan, em cdmara de contagem de Neubauer. De
seguida, procedeu-se ao plagueamento das células em placas de 96 pocos, com uma
densidade de 1 x 10* células/pogo em 300 pl de meio e incubou-se numa incubadora de
CO; (Thermo Scientific BB 15) com 5.00 % CO;, 95.00 % de humidade e temperatura
constante, 37°C, durante aproximadamente cinco dias, até se atingir confluéncia celular
total, com renovacdo de meio de cultura ao fim de trés dias.

Apds incubacdo, o meio foi retirado das placas e substituido pelas amostras de extrato
de murtinho previamente preparadas e diluidas em meio Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM), a diferentes concentracdes. As placas foram colocadas na incubadora
durante aproximadamente seis horas, tendo-se posteriormente removido o meio e o
extrato das placas, lavando-se com solucdo de lavagem, tampao fosfato salino (PBS).
ApOs este procedimento, foram adicionados 50 plL/ poco de solugdo 0.50 mg/mL MTT,
previamente preparada. As placas foram novamente colocadas na incubadora durante
aproximadamente trés horas. Apds este periodo, verificou-se a formacao de cristais,
sujeitos a solubilizacdo para efeito de quantificacdo. As solugGes resultantes foram
qguantificadas espectrofotometricamente a 570 nm com recurso a um leitor de placas
Elisa (BioTek), com vista ao cdlculo da viabilidade celular (equagdo 16). O ensaio foi
realizado em duplicado, com quadriplicados de cada concentragdo. As amostras
controlo correspondiam a pogos que continham apenas o meio Dulbecco's Modified

Eagle's Medium (DMEM).

Abs amostra a testar

A 0 _
Viabilidade celular (% do controlo) Abs controlo x100

Equagao 16
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3.6. Ensaio de Ressonancia Magnética Nuclear

As amostras analisadas no ensaio de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram
preparadas por diluicdo direta da solucdo dos extratos com agua deuterada D0 10.00
% (v/v), para um volume final de 500 pL. Os espectros 1D *H RMN foram adquiridos a
25°C, num espectrometro Bruker Avance Il 400 MHz, utilizando a sequéncia de impulso
zgpr.

Foi adquirida uma janela espectral de 6402 Hz com um total de 512 scans e um tempo
de relaxacdo de dois segundos, foi utilizado também o método de pré-saturacdo para

supressao do sinal de solvente. O ensaio foi adaptado de Christophoridou & Dias (2009).

3.7. Estudo da Viabilidade e Incorporag¢ao de Myrtus spp.

em produtos alimentares

3.7.1. Em Enchido/chourico (como conservante natural)

A producdo de chouricos teve por base dois conservantes distintos, designadamente
nitrato de potassio (conservante quimico — Figura 25 (a)) e Myrtus spp. (conservante
natural — Figura 25 (b)), tendo-se realizado um controlo no qual nao foi utilizado
qualquer conservante (Figura 25 (c)).

Os enchidos foram executados de forma a testar a maxima eficacia de Myrtus spp. como
agente antimicrobiano, pelo que foi colocado somente pimentdao doce (condimento),
cujo ndo altera a capacidade antimicrobiana do produto.

Em primeiro lugar realizou-se o corte da carne de porco (390g), previamente pesada
em balanca analitica de precisdao Metller Toledo, modelo AE200-S. Seguindo o
processamento da matéria-prima, efetuando-se a higienizag¢ao de folhas de Myrtus spp.
com dagua desionizada e posteriormente a sua trituracao, obtida por pressdo manual
mecanica com recurso a almofariz e pildo, previamente pesada em balan¢a analitica de
precisao Metller Toledo, modelo AE200-S.

Abaixo seguem as estapas de producdo do enchido, descritas no fluxograma (Figura 24).
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Pesar 130g de rojoes de carne
de porco para cada recipiente e
corta-la em pedagos pequenos

Adicionar 13g de

pimentdo doce

Adicionar 0.05g de Adicionar 1.24g de folhas de

Sem conservante
nitrato de potdssio Myrtus spp.

Envolver todos os ingredientes,

coloca-los numa tripa artificial e

selar as pontas com o auxilio de
um cordel

Colocar em fumeiro durante
duas semanas

Figura 24 — Diagrama da incorporacdo de Myrtus spp. em enchido/chourico

Figura 25 — Enchido/chourico utilizando Myrtus spp. como conservante natural (b), nitrato de potassio

como conservante quimico (a) e sem adi¢do de conservante (c)
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Apds as duas semanas de fumeiro, onde a carne é desidratada, de modo a aumentar a
sua durabilidade e a preservar os seus sabores e aromas carateristicos, efetuou-se uma
avaliacdo visual e procedeu-se ao teste de controlo de qualidade, com o objetivo de
avaliar a carga microbiana dos chourigos.

Este teste baseia-se na presenca e enumeracdo de coliformes e bactérias Escherichia
coli pois, aquando ingeridos e absorvidos pelo organismo humano sdo os responsaveis
pela existéncia de toxinfeccGes, nomeadamente a intoxicacdo alimentar.
Primeiramente, foram feitos os meios de cultura, um meio ndo seletivo agar nutritivo
(NA), para determinar o numero de microrganismos totais (bactérias e fungos) e um
meio seletivo, Coliform ChromoSelect Agar, para avaliar quantitativamente o niumero de
coliformes. Os meios servem para proporcionar as condicdes otimas para o
desenvolvimento de microrganismos através de uma preparacdo nutritiva.

De seguida, foram triturados 10.00 g de chourico com o auxilio de uma picadora e
adicionados a 90 mL de solucdo salina 0.85 %, a mistura foi homogeneizada num saco
Stomacker durante um min a 1400 rpm de modo a promover a libertacdo dos
microrganismos para a solugdo. Seguidamente, realizaram-se diluicGes decimais em
solugdo salina 0.85 % , tendo-se inoculado 100 pl de cada uma das dilui¢Oes realizadas

nos meios de cultura. A incubacdo realizou-se a 37°C durante 48h.

3.7.2. Em Tempero/vinagre

Foram também realizadas varias formulagGes (Figura 26) com vinagre branco e de sidra,

com incorporacdo dos frutos e folhas de Myrtus spp.
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Pesar 30g do fruto de Myrtus
spp. e colocar num frasco de
vidro hermético

Aquecer 180ml de vinagre
numa frigideira

Colocar 6 folhas de Myrtus spp.
num frasco de vidro hermético
e regar as folhas com o vinagre

aquecido "

Colocar 80ml de vinagre

Deixar a macerar durante 3 ' Deixar a macerar durante 3
semanas, num local fresco e semanas, num local fresco e
escuro escuro

Figura 26 — Diagrama do procedimento de produgdo de vinagre com incorporagao dos frutos (A) e
folhas (B) de Myrtus spp.

Passadas as trés semanas, obteve-se o produto final, no qual foram analisados
parametros fisico-quimicos como: acidez, teor de sdélidos soluveis (°Brix), compostos
fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteu e capacidade antioxidante total pelos

métodos ABTS e DPPH.

3.7.3. Em Cerveja artesanal

A utilizacdo de frutas na sua producao garante uma dogura residual, aroma e sabor
caracteristico. De forma a estudar a incorporacdo do fruto em produtos alimentares, foi
realizada também uma formulagao de cerveja artesanal de Myrtus spp., onde o principal
objetivo foi desenvolver uma nova alternativa face a cerveja tradicional, de modo a

valorizar o potencial do fruto e as suas propriedades funcionais.
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A fabricacdo de cerveja é feita ha milhares de anos, sendo as suas etapas basicas:

maltagem, processamento de mosto, fermentacdo, condicionamento e acabamento,

descritas no fluxograma (Figura 27). Na 12 etapa, maltagem, sdo produzidos acglcares

fermentativos a partir do grdao. Este é aquecido, com o objetivo de matar

microrganismos indesejados, inativar enzimas que ndo sdo necessarias e contribuir para

as caracteristicas de cor e sabor do produto acabado. Em seguida, é adicionada levedura

(Saccharomyce cerevisiae) e, em condicdes controladas ocorre a fermentacdo.

Posteriormente, ocorre a clarificacdo e o desenvolvimento de sabor (Harrison &

Albanese, 2019).

1. Pesou-se 150g de malte

(Spraymalt Light Muntons)

em po e dissolveu-se num
litro de agua a ferver

2. Apds arrefecer, retirou-se
50g e dissolveu-se
novamente num litro de
agua, para obter o xarope
de malte

3. Adicionou-se 25g de
milho (sémola), 62.5g de
acucar amarelo e 15% de

Myrtus spp. s —

4. Levou-se o preparado a
ebulicdo durante 30
minutos

5. Apds os 30 minutos,
adicionou-se 1g de lupulo
(nugget 13%) e deixou-se

6. De seguida, hidratou-se
1.5g de levedura
(Saccharomyce cerevisiae)
durante 20 minutos

7. Apds o arrefecimento do
mosto, adicionou-se a
levedura hidratada

8. Por fim, colocou-se num
recipiente fechado durante
48 horas num local fresco
(12 a 15°C) para a 12
fermentacao

9. Fim das 48 horas da 12
fermentacao, foi filtrado o
mosto num tecido grosso

10. De um litro preparado,

rendeu 480 ml de cerveja, a

qual foi adicionada 6 g/L de

acUcar branco, para realizar
a 22 fermentacao

11. A cerveja foi novamente
guardada num local fresco
(12 a 15°C) por 12 dias

12. Passados os 12 dias,
obteve-se o produto final

Figura 27 — Diagrama do processo de producdo de cerveja artesanal de Myrtus spp.

74



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

As cervejas podem ser classificadas como Ale ou Larger, de alta ou baixa fermentacao,
respectivamente, sendo que, devido as altas temperaturas usadas no processo, tanto os
sabores quanto os aromas das cervejas tipo larger sdo mais suaves e leves em
comparacao as cervejas tipo ale (Harrison & Albanese, 2019).

Para a cerveja de Myrtus spp. queria-se um grau de carbonatacdo mais baixo,
denominado Ale, pela qual foi adicionada pouca quantidade de agucar (5.00 a 6.00 g/L).
Apds a 22 fermentacdo, obteve-se o produto final, no qual foram analisados parametros
fisico-quimicos: acidez, teor de sélidos soltveis (°Brix), teor alcodlico (% v/v), compostos
fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteu e a capacidade antioxidante total pelos

métodos ABTS e DPPH.

3.8. Tratamento de Dados e Analise Estatistica

Os resultados realizados no presente estudo foram submetidos a andlise recorrendo ao
programa Microsoft Excel 2019. Para efeito de tratamento dos dados obtidos,
apresenta-se média + desvio padrdo. As retas de calibracdo foram determinadas por

regressao linear pelo método dos minimos quadrados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO DE RESULTADOS

4.1. Caracterizac¢ao Fisico-Quimica

4.1.1. Determinagao das Caracteristicas Biométricas

Os resultados obtidos, relativos as caracteristicas biométricas dos murtinhos,

encontraram-se representados na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados das Caracteristicas Biométricas de Myrtus spp.

Caracteristicas Biométricas - Resulta.d °s =
(média + desvio padrao)

Peso médio do fruto (g) 0.22 +0.06

Quantidade de sementes por fruto 5.95=6+1.45
Diametro médio do fruto (mm) 7.66 + 0.55
Altura média do fruto (mm) 9.89+0.71

Calibre (cm) 0.88cm +0.05

Volume (cm?) 2.86 cm3 +0.52

Relativamente ao peso médio do fruto, o resultado obtido no presente estudo (0.22 g
+ 0.06) foi semelhante aos valores encontrados para o mirtilo, um fruto muito
semelhante ao estudado, sendo o seu peso de 0.21 g + 0.02 (Vuon, et al., 2018).
Quanto ao n2 de sementes, a murta apresenta uma média de 6.00 £ 1.45 sementes por
fruto mas, segundo a literatura, apresenta nove (Mhamdi, Wannes, Sriti, & Marzouk,
2010).

Em relagdo ao diametro e a altura entre a murta recolhida no Agroal (diametro 7.66 mm
+0.55 e altura 9.89 mm £ 0.71), a murta colhida na Turquia (diametro 7.57 mm + 1.14 e
altura 13.75 mm * 1.90) (Aydin & Ozcan, 2007) e a murta desenvolvida e colhida em
Italia (didametro 7.00 a 10.0 mm) (Ciccarelli, Garbari, & Pagni, 2008), todos os resultados
se aproximam. O que também acontece com o mirtilo, que apresenta um diametro de

6.81 mm + 0.29 (Vuon, et al., 2018).
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Quanto ao calibre e ao volume, os resultados dos frutos colhidos no Agroal sdo 0.88 cm
+0.05 e 2.86 cm3 + 0.52 para o calibre e o volume, respectivamente.

Os resultados das caracteristicas biométricas verificados nos estudos descritos
anteriormente, apresentaram-se, de uma forma geral, bastante semelhantes aos
resultados reportados na literatura. No entanto, existem diversos fatores abiéticos que
condicionam os resultados como a localizacdo e as condicoes edafoclimaticas, bem
como o grau de maturacdo dos frutos no momento da colheita e a forma como a

amostra foi selecionada (Ciccarelli, Garbari, & Pagni, 2008).

4.1.2. Caraterizagao Quimica

Os resultados obtidos, relativos as caracteristicas quimicas dos murtinhos,

encontraram-se representados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados das Caracteristicas Quimicas de Myrtus spp.

.. e Resultados
Caracteristicas Quimicas .. . -
(média + desvio padrao)

% Edivel da Polpa 29.12% +1.20

% Edivel da Semente 76.64 % + 0.86

Teor de Humidade 67.03 % + 0.57

Acidez (pH) 5.25+0.01 a 20°C

Teor de Sdlidos Soltveis (% Brix) 1.80% + 0.17 a 24.7°C

A determinagcdo do teor da parte edivel do fruto fresco é uma andlise bastante
relevante, para uma futura comercializa¢do do fruto e rentabilidade, correspondendo
ao peso do produto que pode ser integralmente considerado como alimento. No
presente estudo foi calculado o teor da parte edivel do fruto fresco (%), considerando

gue todo o fruto é consumido, inclusive as sementes.

Nesta andlise, comparando o resultado da murta (29.12 % + 1.20 — polpa e 76.64 % *
0.86 — semente) com o resultado do fruto inteiro mirtilo (51.71 % + 2.25), verifica-se que

os valores do fruto inteiro se apresentam entre os valores da murta, uma vez que neste
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caso nao foi separada a semente, apresentando uma edibilidade elevada (Vuon, et al.,
2018). Contrariamente a murta, em que apenas a edibilidade das sementes é elevada e,
por se tratar de uma baga de dimensdes reduzidas e com baixa propor¢do da polpa,
pode interferir de forma negativa na adesdo a compra para possiveis comercializa¢des.
Sendo o murtinho um fruto sazonal e tipico da Peninsula Ibérica, a desidratacdo seria
uma opgao para a valorizagao deste fruto e para garantir o seu consumo durante todo
o ano. Os resultados obtidos nesta analise demonstram que, tanto o teor de humidade
(%) entre os frutos recolhidos no Agroal (67.03 % + 0.57) (Figura 28), como os frutos
colhidos na Turquia (74.44 %) (Aydin & Ozcan, 2007) e os frutos colhidos em Italia (72

%) (Marzouk, Mhamdi, & Wannes, 2009), apresentam valores muito semelhantes.

Figura 28 — Murtinho desidratado a uma temperatura de 60°C durante 72 horas

O pH do sumo de murtinho foi medido diretamente em amostra de sumo sem recorrer
a diluicdao do mesmo. Os resultados obtidos nesta analise demonstram que, tanto o pH
dos frutos recolhidos no Agroal (pH=5.25 * 0.01) como os frutos colhidos na Turquia
(pH=6.56) sdo conformes (Aydin & Ozcan, 2007), sendo ambos &cidos.

Para a determinagdo do teor dos sdlidos soluveis totais no presente estudo, o sumo foi
diluido na diluicao de 1:10. Os resultados de 2Brix dos frutos recolhidos no Agroal foram
de 1.80 % * 0.17, demostrando serem superiores aos reportados na literatura, em
relacdo ao fruto mirtilo (0.89 %) (Qiao, et al., 2019). No entanto, ambos os frutos
apresentam um baixo nivel de dogura, fator relevante para o desenvolvimento das
propriedades organolépticas e interesse comercial deste tipo de frutos.

As diferencas verificadas na comparag¢ao dos estudos, podem também resultar de
fatores abidticos como a quantidade, a duragao, a temperatura e a intensidade da luz,

exercendo estes uma grande influéncia na qualidade do produto final. Esta influéncia
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depende do fruto, contudo, para uma grande parte dos frutos o aumento da

temperatura incrementa o amadurecimento (Ciccarelli, Garbari, & Pagni, 2008).
4.1.3. Determinagao do Teor de Agucares Redutores

Os resultados da determinacdo dos acucares redutores, pelo Método DNS, foram
expressos em mg/100g ms (matéria seca).
Os valores obtidos para as amostras da polpa liofilizada, da semente liofilizada e da

folha liofilizada estdo representadas na Figura 29.

TEOR DE ACUCARES REDUTORES

631,17
576,17

431,88

Mg/100g ms amostra

POLPA LIOFILIZADA SEMENTE LIOFILIZADA FOLHA LIOFILIZADA

Amostras analisadas

Figura 29 — Teor de Acucares Redutores (mg/100g ms) em amostras de Polpa liofilizada, Semente
liofilizada e Folha liofilizada, obtidas a partir do método DNS

Os resultados obtidos para as amostras de polpa liofilizada, semente liofilizada e folha
liofilizada foram 631.17 mg/100g + 0.03, 431.88 mg/100g + 0.07 e 576.17 mg/100g +
0.05, respectivamente. Verificou-se que o teor de acglcares redutores da polpa foi
consideravelmente superior as restantes partes do fruto, apresentando esta os niveis de
acucares mais altos, como se verifica na Figura 29.

Os resultados podem variar dependendo da localizagdo geoclimatica e das condi¢des
de cultivo, incluindo a concentracdo de nutrientes, a temperatura, a humidade, o tipo
de solo, a durac¢do do dia, o clima, a altitude e a quantidade de dgua disponivel (Aleksic

& Knezevic, 2014).
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3.1.4. Andlise do Perfil de Acidos Gordos

Esta andlise foi realizada em triplicado e os ésteres metilicos dos acidos gordos (FAME’s)
foram obtidos por transmetilacdo direta, a partir de amostras liofilizadas e
posteriormente trituradas.

A identificacdo dos cromotogramas (Anexo lll), foi realizada através da comparacdo do
tempo de retencdo dos picos das amostras com o padrao Supelco FAME Mix C8 — C24.
O perfil dos acidos gordos foi realizado atribuindo-se que a fragdo correspondente a um
determinado acido gordo é a razdo entre a respectiva area do pico e a area total dos
picos, representados em percentagem.

A composicdo dos acidos gordos (%) para as amostras da polpa de murta encontra-se

apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 — Composicdo dos acidos gordos (%) por ordem decrescente, presentes nas amostras da polpa
de Myrtus spp.

Acidos gordos Polpa de Myrtus spp.
Nomenclatura Média (%) + DP
Linoleico (C18:2 n6) — PUFA°® 41.00 + 14.00
Palmitico (C16) — SFA® 32.8+6.30
Estearico (C18) — SFA® 15.00 + 11.00
Araquidico (C20) — SFA® 6.70+£2.10
Oleico (C18:1 n9) — MUFA® 4.50 +1.90

3SFA: Acidos gordos saturados (Satureted fatty acids)
BMUFA: Acidos gordos monoinsaturados (Monounsatureted fatty acids)
cPUFA: Acidos gordos polinsaturados (Polyunsatureted fatty acids)

A partir dos valores obtidos, é possivel verificar que, em termos de quantidade absoluta,
o acido linoleico (C18:2 n6) — PUFA foi identificado em maior abundancia, representando
41.00 % + 14.00 do total dos acidos gordos, seguido pelo acido palmitico (C16) a 32.8 %
*6.30.

Relativamente aos SFAs, o acido palmitico (C16) é predominante (32.8 % * 6.30),
seguido pelo 4cido estedrico (C18) a 15.00 % + 11.00 e pelo acido araquidico (C20) a 4.50
% + 1.90, totalizando 54.5 %. Em relacdo aos MUFAs, o 4cido oleico (C18:1 n9) é
predominante (4.50 % * 1.90).
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A composicdo dos acidos gordos (%) para as amostras das sementes de murta encontra-

se apresentada na Tabela 5.

Tabela 5 — Composi¢do dos acidos gordos (%) por ordem decrescente, presentes nas amostras das
sementes de Myrtus spp.

Acidos gordos Sementes de Myrtus spp.
Nomenclatura Média (%) + DP
Linoleico (C18:2 n6) — PUFA°® 82.80+1.50
Oleico (C18:1 n9) — MUFA® 8.33+0.94
Palmitico (C16) — SFA® 5.49+0.42
Estearico (C18) — SFA® 1.86 +0.37
Araquidico (C20) — SFA?® 0.23+0.05

aSFA: Acidos gordos saturados (Satureted fatty acids)

BMUFA: Acidos gordos monoinsaturados (Monounsatureted fatty acids)

°PUFA: Acidos gordos polinsaturados (Polyunsatureted fatty acids)

Assim como para o perfil dos acidos gordos presentes na polpa da murta, na semente
os PUFAs também constituem o grupo dominante, representando 82.80 % do total dos
acidos gordos. O MUFA oleico (C18:1 n9) representa 8.33 %, enquanto os SFAs
representam 7.58 % do total de acidos gordos.

A composicdo dos acidos gordos (%) para as amostras das folhas de murta encontra-se

apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 — Composicdo dos acidos gordos (%) por ordem decrescente, presentes nas amostras das folhas
de Myrtus spp.

Acidos gordos Folhas de Myrtus spp.
Nomenclatura Média (%) + DP
Araquidico (C20) — SFA® 60.73 £ 0.51
Palmitico (C16) — SFA? 19.76 £ 0.51
Linoleico (C18:2 n6) — PUFAS 12.12+0.76
Oleico (C18:1 n9) — MUFA® 4.97 £0.15
Estearico (C18) — SFA?® 2.42+0.42

aSFA: Acidos gordos saturados (Satureted fatty acids)
bMUFA: Acidos gordos monoinsaturados (Monounsatureted fatty acids)
°PUFA: Acidos gordos polinsaturados (Polyunsatureted fatty acids)
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O perfil dos acidos gordos das folhas de murta, conforme apresentado na Tabela 6,
revelou que, em termos de quantidade absoluta, o acido araquidico (C20) foi o acido
gordo identificado em maior abundancia, representando 60.73 % + 0.51 do total dos
acidos gordos, seguido pelo acido palmitico (C16) a 19.76 % + 0.51, sendo também os
SFAs mais abundantes. Foi também identificado em menor quantidade o acido estedrico
(C18) a 2.42 % + 0.42, sendo o SFA menos abundante.

E possivel verificar que na folha de murta os SFAs predominaram em relagdo aos
MUFAs, representando 82.91 % do total dos acidos gordos, enquanto os MUFAs
representaram apenas 4.97 % do total, sendo o acido oleico (C18:1 n9) o Unico MUFA
presente (4.97 + 0.15). Os PUFAs representam 12.12 % do total de acidos gordos das
folhas de murta.

De um modo geral, os PUFAs (acidos gordos polinsaturados) foram o grupo
predominante na polpa e nas sementes da murta, aparecendo também nas sementes.
De acordo com Cakir (2004), os principais acidos gordos presente no fruto Myrtus
communis sdo o acido oleico (C18:1 n9) — 69.5 %, o acido palmitico (C16) —17.8 % e o

acido estearico (C18) — 6.4 %, como verificado nos resultados acima.

4.2. Atividade Antioxidante

4.2.1. Quantificagao dos Compostos Fendlicos Totais

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi utilizado o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau. Este método foi aplicado em extratos da polpa in
natura (P), polpa desidratada (PS), semente desidratada (SS), folha in natura (F) e flor in
natura (L), com os solventes acetona a 70 % v/v e etanol a 70 % v/v. Os extratos foram
preparados em duas solug¢Ges organicas (acetona e etanol) de modo a averiguar o efeito
de cada um dos solventes, no processo de extracdo e solibulizacgdo de compostos
fendlicos.

Os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de acido galico por 100

gramas de amostra (mg GAE/100g), conforme demonstrado na Figura 30.
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COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS
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Figura 30 — Compostos Fendlicos Totais (mg GAE/100g) em amostras da Polpa in natura (P), Polpa
desidratada (PS), Semente desidratada (SS), Folha in natura (F) e Flor in natura (L), com os solventes
acetona a 70 % v/v e etanol a 70 % v/v, obtidos a partir do método Folin-Ciocalteau

No que diz respeito a anadlise realizada na polpa in natura (P), na polpa desidratada (PS)
e na semente desidratada (SS), apresentando os valores 88.96 mg GAE/100g + 0.01 (P1),
44.45 mg GAE/100g + 0.01 (PS1) e 10.75 mg GAE/100g + 0.00 (SS1) respectivamente,
verifica-se que os compostos fendlicos totais, usando para a extracdo o solvente acetona
a 70 % v/v foram bastante superiores aos valores apresentados para a extragdo com o
solvente etanol a 70 % v/v, sendo 29.21 mg GAE/100g + 0.01 — P2, 18.95 mg GAE/100g
+0.01-PS2 e 5.26 mg GAE/100g + 0.03 — SS2.

Relativamente aos valores dos compostos fendlicos totais encontrados na literatura, de
outros pequenos frutos semelhantes (Tabela 7), 128.03 mg GAE/100g + 1.87 para o fruto
Myrtus nivellei (Ramdane, et al., 2017), 274.48 mg GAE/100g + 5.63 para o fruto mirtilo
cultivado no Brasil (Rodrigues, et al., 2012), 104.47 mg GAE/100g + 9.01 para o fruto
mirtilo cultivado na Australia (Vuon, et al., 2018) e 126.00 mg GAE/100g * 0.30 para o
fruto amora (Moyer, Hummer, Finn, Frei, & Wrolstad, 2002), demonstram ser bastante
inferiores ao resultado encontrado para a polpa in natura (P), 88.96 mg GAE/100g + 0.01
(P1).

A diferenca encontrada pode estar relacionada com as caracteristicas edafoclimaticas
de cada regido de colheita, a localizagdao geoclimatica e as condi¢des de cultivo, as

condicdes de crescimento, incluindo concentracdo de nutrientes, o estado de
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maturacdo dos frutos mas, principalmente, com o método e o solvente de extracado

adotado (Aleksic & Knezevic, 2014).

Tabela 7 — Teor de compostos fendlicos totais em diversos frutos, pelo método Folin-Ciocalteu

Compostos Fendlicos

Frutos Totais
(mg GAE/100g do fruto)
Moyrtus nivellei (Ramdane, et al., 2017) 128.03 +1.87
Mirtilo (Rodrigues, et al., 2012) 274.48 +5.63
Mirtilo (Vuon, et al., 2018) 104.47 +9.01
Amora (Moyer, Humr;g(r),zjinn, Frei, & Wrolstad, 126.00 + 0.30

Quanto as folhas in natura (F) e as flores in natura (L), os valores da extracdo com o
solvente acetona a 70 % v/v foram bastante inferiores aos apresentados com o solvente
etanol a 70 % v/v (Figura 30), sendo eles, 89.46 mg GAE/100g + 0.01 — F1 e 48.67 mg
GAE/100g + 0.01 — L1 e, 186.19 mg GAE/100g + 0.07 — F2 e 143.99 mg GAE/100g + 0.03
— L2, das folhas e flores respectivamente. No entanto, as folhas in natura (F) e as flores
in natura (L), foram as partes da murta que apresentaram maior quantidade de
compostos fendlicos totais, dizendo isto que, sdo as partes que melhor actuam como
inibidores em varios processos.

Segundo a literatura, a capacidade fendlica total das folhas de Myrtus communis foi de
162.49 mg GAE/100g * 16.95 para o solvente etanol a 70 % v/v, aproximando-se
bastante dos valores analisados, para as folhas de Myrtus spp. de 186.19 mg GAE/100g
+ 0.07 (Dahmoune, Nayak, Moussi, Remini, & Madani, 2015).

As razbes para a diferenca dos valores encontrados no estudo referido, em relagao ao
obtido no presente estudo para a murta, deve-se ndo somente ao facto de serem frutos
com caracteristicas peculiares e de identidades diferentes, mas também ao seu método
de extracdo e solvente utilizado. Deste modo, foi possivel verificar que, dependendo da
composicao fendlica das diferentes partes da planta analisadas, a solu¢ao de acetona
(70 % v/v), mostrou-se mais eficiente na extragdo de compostos fendlicos contidos no
fruto (polpa e semente), enquanto a solugdo de etanol (70 % v/v) mostou-se mais

eficiente na extracao de compostos fenélicos presentes na flor e folha.
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4.2.2. Avaliagao da Capacidade de redug¢ao do radical ABTS

A avaliacdo da capacidade antioxidante do fruto foi estudada através do método do
radical catiénico ABTSe+ recorrendo a acido ascdrbico como padrdo. Este método foi
aplicado em extratos da polpa in natura (P), polpa desidratada (PS), semente
desidratada (SS), folha in natura (F) e flor in natura (L). Os resultados foram expressos
em mg VCEAC/100g de amostra (VCEAC: Equivalente em Vitamina C), conforme

demonstrado na Figura 31.
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Figura 31 — Capacidade Antioxidante Total (mg VCEAC/100g) em amostras amostras da Polpa in natura (P), Polpa
desidratada (PS), Semente desidratada (SS), Folha in natura (F) e Flér in natura (L), com os solventes acetona a
70 % v/v e etanol a 70 % v/v, obtidos a partir do método ABTS

Relativamente a andlise realizada na polpa in natura (P), na polpa desidratada (PS), na
semente desidratada (SS) e na flor in natura (L), apresentando os valores 19.46 mg
VCEAC/100g + 0.72 (P1), 23.89 mg VCEAC/100g + 1.19 (PS1), 219.55 mg VCEAC/100g +
0.60 (SS1) e 68.65 mg VCEAC/100g * 1.31 (L1) respectivamente, verifica-se que os
compostos antioxidantes totais, usando para a extragdo o solvente acetona a 70 % v/v
foram superiores mas muito semelhantes aos valores apresentados para a extragao com
o solvente etanol a 70 % v/v, sendo 6.81 mg VCEAC/100g * 0.57 (P2), 9.90 mg
VCEAC/100g + 0.98 (PS2), 168.20 mg VCEAC/100g + 0.50 (SS2) e 61.47 mg VCEAC/100g
+1.28 (L2).
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Como verificado na Figura 31, os resultados obtidos mostraram que a semente
desidratada (SS) apresentou uma maior atividade antioxidante, quando comparada as
restantes partes do fruto, tendo um poder maior de atrasar ou inibir a oxidacdo de um
substrato oxidavel.

Segundo Floegel, et al. (2011), que avaliou a capacidade antioxidante total de outros
pequenos frutos semelhantes (Tabela 8), 476.60 mg VCEAC/100g + 28.90 para o fruto
mirtilo e 194.20 mg VCEAC/100g + 22.00 para o fruto cereja, demonstram ser bastante
superiores ao resultado encontrado para a polpa in natura (P), 19.46 mg VCEAC/100g +

0.72 (P1) (Floegel, Kim, Chung, Koo, & Chun, 2011).

Tabela 8 — Comparagdo da capacidade antioxidante total da murta com diferentes frutos, determinada
pelo método ABTS, através de um estudo conduzido por Floegel, et al. (2011)

Capacidade antioxidante — ABTS

Frutos

(mg VCEAC/100g do fruto)
Mirtilo 476.60 mg VCEAC/100g + 28.90
Cereja 194.20 mg VCEAC/100g + 22.00

Quanto a folha in natura (F), o valor da extracdo com o solvente acetona a 70 % v/v foi
inferior mas também muito préximo ao apresentado com o solvente etanol a 70 % v/v
(Figura 31), sendo ele, 96.82 mg VCEAC /100g + 0.79 — F1 e 104.13 mg VCEAC /100g +

0.40 (F2), respectivamente.

4.2.3. Avaliagcao da Capacidade antioxidante pelo Método

DPPH

O estudo de remocao do radical DPPHe foi realizado de acordo com o método descrito
por Brand-Williams (com algumas modificacbes), para determinar a capacidade
antioxidante total da polpa in natura (P), da polpa desidratada (PS), da semente
desidratada (S), da folha in natura (F) e da flér in natura (L), sendo que os resultados
foram expressos em mg VCEAC/100g de amostra (VCEAC: Equivalente em Vitamina C),

conforme demonstrado na Figura 32.
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CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL - DPPH

M Solvente acetona a 70 % v/v Solvente etanol a 70 % v/v
© N
= W
3 Q
= 0
® <
én S
S wo R o
i ~ n Axt faa)
= © ~ o N
Q @ a © oo
& 55 X8
O < ©
> [ | [ |
oo ~
E POLPA IN NATURA POLPA SEMENTE FOLHA IN NATURA FLOR IN NATURA
DESIDRATADA DESIDRATADA

Amostras analisadas

Figura 32 — Capacidade Antioxidante Total (mg VCEAC/100g) em amostras amostras da Polpa in natura (P), Polpa
desidratada (PS), Semente desidratada (SS), Folha in natura (F) e Flor in natura (L), com os solventes acetona a
70 % v/v e etanol a 70 % v/v, obtida a partir do método DPPH

Relativamente a andlise realizada na polpa in natura (P), na polpa desidratada (PS), na
semente desidratada (SS) e na flor in natura (L), apresentando os valores 18.26 mg
VCEAC/100g + 1.57 (P1), 24.53 mg VCEAC/100g + 0.98 (PS1), 205.24 mg VCEAC/100g +
2.57 (SS1) e 62.13 mg VCEAC/100g + 0.29 (L1) respectivamente, verifica-se que
demonstram uma maior atividade antioxidante, usando para a extracdo o solvente
acetona a 70 % v/v foram superiores mas relativamente semelhantes aos valores
apresentados para a extragdo com o solvente etanol a 70 % v/v, sendo 4.87 mg
VCEAC/100g + 2.40 (P2), 8.86 mg VCEAC/100g + 2.27 (PS2), 126.88 mg VCEAC/100g +
0.81 (SS2) e 47.93 mg VCEAC/100g + 2.09 (L2).

Segundo Wannes, et al. (2010), a capacidade antioxidante total da flér de Myrtus
communis foi de 15.70 mg GAE/100g + 2.01 para o solvente etanol a 70 % v/v, sendo
bastante inferior ao valor apresentado no estudo com o solvente etanol a 70 % v/v,
47.93 mg VCEAC/100g * 2.09 (L2) (Dahmoune, Nayak, Moussi, Remini, & Madani, 2015).
Como verificado na Figura 32, os resultados obtidos mostraram que a semente
desidratada (SS) apresentou uma maior atividade antioxidante, quando comparada as
restantes partes do fruto, tendo um poder maior capaz de atrasar ou inibir a oxida¢ao

de um substrato oxidavel.
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Segundo Floegel, et al. (2011), que avaliou a capacidade antioxidante total de outros
pequenos frutos semelhantes (Tabela 9), 383.50 mg VCEAC/100g + 16.00 para o fruto
mirtilo e 165.00 mg VCEAC/100g + 12.80 para o fruto cereja, demonstram ser bastante
superiores ao resultado encontrado para a polpa in natura (P), 18.26 mg VCEAC/100g *

1.57 (P1).

Tabela 9 — Comparagdo da capacidade antioxidante total da murta com diferentes frutos, determinada
pelo método DPPH, através de um estudo conduzido por Floegel, et al. (2011)

Capacidade antioxidante — DPPH

Frutos

(mg VCEAC/100g do fruto)
Mirtilo 383.50 mg VCEAC/100g + 16.00
Cereja 165.00 mg VCEAC/100g + 12.80

Quanto a folha in natura (F), o valor da extragcdo com o solvente acetona a 70 % v/v foi
inferior, no entanto, foi também muito préximo ao apresentado com o solvente etanol
a 70 % v/v (Figura 32), sendo ele, 67.35 mg VCEAC /100g + 1.16 — F1 e 75.53 mg
VCEAC/100g + 1.26 (F2), respectivamente.

Segundo Wannes, et al. (2010), a capacidade antioxidante total das folhas de Myrtus
communis foi de 33.67 mg GAE/100g + 1.20 para o solvente metanol a 70 % v/v, muito
semelhante a Dahmoune, et al. (2015), sendo 38.20 mg GAE/100g + 1.08 para o solvente
etanol a 70 % v/v. Os valores da literatura foram bastante semelhantes, todavia, o valor
apresentado no estudo com o solvente etanol a 70 % v/v foi sensivelmente o dobro,
sendo 67.35 mg VCEAC/100g + 1.16.

As razdes para a diferenca dos valores encontrados no estudo referido, em relagdo ao
obtido no presente estudo para a murta, deve-se ndo somente ao facto de serem frutos
com caracteristicas peculiares e de identidades diferentes, mas também ao seu método

de extragdo e solvente utilizado.
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4.2.4. Avaliagao da Capacidade antioxidante pelo Método

de Reducgao do Ferro (FRAP)

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) usado foi uma adaptacdo de Pulido
et al. (2000), para determinar a capacidade antioxidante total da polpa in natura (P) e
da polpa desidratada (PS), sendo que os resultados foram expressos em uM FeSO4/g de

amostra, conforme demonstrado na Figura 33, onde FeSQO4 — sulfato ferroso.

CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL - FRAP
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Amostras analisadas

Figura 33 — Capacidade Antioxidante Total (UM FeSO./g) em amostras da Polpa in natura (P) e da Polpa
desidratada (PS), obtida a partir do método FRAP

O resultado obtido para a polpa in natura (P) foi de 337.29 uM FeSO4/g + 0,00 (P1) e
430.00 uM FeS04/g + 0,00 (P2), usando o solvente acetona a 70 % v/v e o solvente etanol
a 70 % v/v, respectivamente, apresentando resultados muito préximos.

Relativamente a polpa desidratada (PS), os resultados foram de 1210 uM FeSOa4/g + 0.00
(PS1) e 1044.93 uM FeS0a4/g + 0.01 (PS2), usando o solvente acetona a 70 % v/v e o
solvente etanol a 70 % v/v, respectivamente, apresentando também resultados muito
préoximos. Contudo, é visivel na Figura 33, que a capacidade antioxidante é muito
superior na polpa desidratada (PS).

Segundo a literatura que avaliou a capacidade antioxidante total de outros pequenos
frutos semelhantes (Tabela 10), duas variedades de amoras, sendo os resultados de

52.51 uM FeS04/g + 3.30 para a amora Xavante e 66.60 UM FeSO4/g + 4.30 para a amora
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Cherokee, demonstraram resultados de atividade antioxidante muitissimo inferiores ao

fruto da murta (1044.93 uM FeSO./g + 0.01) (Denardin, et al., 2015).

Tabela 10 — Comparagdo da capacidade antioxidante total da murta com diferentes frutos, determinada
pelo método FRAP, através de um estudo conduzido por Denardin, et al. (2015)

Capacidade antioxidante — FRAP

(mg VCEAC/100g do fruto)

Mirtilos selvagens 34.45 a2 57.92 uM FeS04/g
Mirtilos cultivados 7.41 a 13.69 uM FeSOa4/g

Amora Xavante 52.51 uM FeS04/g + 3.30
Amora Cherokee 66.60 UM FeSOa4/g + 4.30

4.2.5. Correlagdao entre os compostos fendlicos totais e a
atividade antioxidante total determinada pelos ensaios ABTS,

DPPH e FRAP

A correlacdo entre o teor de compostos fendlicos totais (mg GAE/100g de amostra) e a
atividade antioxidante total determinada pelo ensaio ABTS (mg VCEAC/100g) foi obtida
pela reta de correlagdo, usando o solvente acetona a 70 % v/v (Figura 34) e etanol a 70

% v/v (Figura 35), respectivamente.

Reta de correlagdo - Solvente acetona a 70 % v/v
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Figura 34 — Reta de correlagdo entre os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante total
realizada através do ensaio ABTS, para o solvente acetona a 70 % v/v
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Reta de correlagdo - Solvente etanol a 70 % v/v
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Figura 35 — Reta de correlagdo entre os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante total
realizada através do ensaio ABTS, para o solvente etanol a 70 % v/v

De acordo com o valor encontrado para o coeficiente de determinacdo do solvente
acetona (R?=0.4192), foi obtido o valor do coeficiente de correlacdo (R=0.6474), onde é
possivel verificar que existe uma correlacdo positiva entre os valores de compostos
fendlicos totais e os valores de atividade antioxidante total obtidos através do método
ABTS, contrariamente ao valor encontrado para o coeficiente de determinacdo do
solvente etanol (R>=0.0136), no qual foi também obtido o valor do coeficiente de
correlacdo (R=0.1166), onde é possivel verificar que existe uma correlacdo fraca entre
os valores de compostos fendlicos totais e os valores de atividade antioxidante total
obtidos através do método ABTS.

O método Folin-Ciocalteau deteta polifendis totais, como flavandis, antocianinas,
acidos fendlicos e taninos, estando apresentados na polpa in natura e na folha in natura,
na sua maioria, taninos e flavondides, como verificado na Tabela 12, sendo estas as
partes de Myrtus spp. com valores mais elevados, para o solvente acetona a 70 % v/v e,
apenas a folha in natura para o solvente etanol a 70 % v/v, como se verifica na
correlagao.

Os antioxidantes, tais como vitaminas, carotenos e polifendis, apresentam os mesmos
resultados que o método Folin-Ciocalteau, mostrando a folha in natura, a flor in natura
e a semente desidratada com uma maior atividade antioxidante, para ambos os

solventes.
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A correlacdo entre o teor de compostos fendlicos totais (mg GAE/100g de amostra) e a
atividade antioxidante total (mg VCEAC/100g) determinada pelo ensaio DPPH foi obtida
pela reta de correlacdo, usando o solvente acetona a 70 % v/v (Figura 36) e etanol a 70

% v/v (Figura 37), respectivamente.
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Figura 36 — Reta de correlagdo entre os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante total
realizada através do ensaio DPPH, para o solvente acetona a 70 % v/v

Reta de correlagdo - Solvente etanol a 70 % v/v
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Figura 37 — Reta de correlacdo entre os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante total
realizada através do ensaio DPPH, para o solvente etanol a 70 % v/v

De acordo com o valor encontrado para o coeficiente de determinacdao do solvente
acetona (R?=0.5291), foi obtido o valor do coeficiente de correla¢do (R=0.7274), onde é
possivel verificar que existe uma correlagao positiva forte entre os valores de compostos

fendlicos totais e os valores de atividade antioxidante pelo método DPPH,
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contrariamente ao valor encontrado para o coeficiente de determinagdo do solvente
etanol (R?=0.0381), no qual foi também obtido o valor do coeficiente de correlacdo
(R=0.1952), onde é possivel verificar que existe uma correlagdo muito fraca entre os
valores de compostos fendlicos totais e os valores de atividade antioxidante total
obtidos através do método DPPH.

Tal como nos métodos anteriores (Folin-Ciocalteau e ABTS), apresentando os métodos
ABTS e DPPH um mecanismo de reacao de oxidacdo-reducdo semelhante, também os
resultados foram semelhantes, revelando uma maior atividade antioxidante para a folha
in natura, a flor in natura e a semente desidratada, com a mesma relacdo e propor¢ao
para ambos os solventes.

A correlacdo entre o teor de compostos fendlicos totais (mg GAE/100g de amostra) e a
atividade antioxidante total determinada pelo ensaio FRAP (mg FeS04/100g), n3o foi
possivel calcular.

Abaixo encontra-se a Tabela 11 com a compilacdo de todos os métodos e os seus

respectivos valores.

Tabela 11 — Compilagdo dos resultados do Teor de compostos fendlicos totais determinado via método
Folin-Ciocalteu e atividade antioxidante total pelos métodos ABTS e DPPH, com a extragao dos solventes
acetona a 70 % v/v e etanol a 70 % v/v

GAE (mg/100g) VCEAC (mg/100g)
Fendlicos Totais ABTS

VCEAC (mg/100g)
DPPH

Myrtus spp.

Acetona Etanol Acetona Etanol Acetona Etanol
70%v/v  70%v/v | 70%v/v 70%v/v | 70%v/v 70%v/v
Polpa in natura (P) 88.96 + 29.21 + 19.46 * 6.81 + 18.26 4,87 +
P 0.01 0.01 0.72 0.57 1.57 2.40
. 44.45 + 18.95 + 23.89 + 9.90 + 2453 + 8.86 +
ol (L) 0.01 0.01 1.19 0.98 0.98 2.27
. 10.75 + 5.26 + 219.55 + 168.20 + 205.24 + 126.88 +
Semente desidratada (SS)| "~ 0.03 0.60 0.50 2.57 0.81
Folha in natura (F) 89.46 + 186.19 + 36.82 + 104.13 + 67.35 + 75.53 +
0.01 0.07 0.79 0.40 1.16 1.26
Flor in natura (L) 48.67 + 143.99 + 68.65 + 61.47 + 62.13 + 493 +
0.01 0.03 1.31 1.28 0.29 2.09

Os resultados obtidos revelaram diferencas significativas entre os tipos de solventes,

verificando-se que, os valores para o coeficiente de determina¢ao com o solvente
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acetona a 70 % v/v foi mais forte comparativamente ao valor para o coeficiente de
determinagdo com o solvente etanol a 70 % v/v.

Quanto aos métodos, ambos apresentaram uma correlacdo forte com os compostos
fendlicos totais (Folin-Ciocalteau) existindo, no entanto, uma correlacdo mais forte com

os valores de atividade antioxidante obtidos através do método DPPH.

4.3. Avaliagcao da Atividade Antibacteriana

Os resultados obtidos do método de difusdo em disco permitiram verificar que o meio
de cultura se manteve estéril nas placas de Petri ndo inoculadas e que as estirpes
bacterianas se desenvolveram cobrindo a superficie das placas inoculadas.

A atividade antibacteriana da polpa, das sementes e das folhas de Myrtus spp. em
etanola 70 % v/v, foi testada com trés estirpes bacterianas selecionadas, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, pelo método de difusdo em disco, e

estdo representadas nas Figuras 38, 39 e 40.

Figura 38 — Atividade antibacteriana da polpa, das sementes e das folhas de
Myrtus spp. na estirpe Staphylococcus aureus

Legenda: 1 — Antibiético CIP 5 (controlo positivo), 2 — Antibiético CT 10 (controlo
positivo), 3 — 4.00 mg de etanol a 70 % v/v (controlo negativo), 4 — 1.00 mg de extrato
de sementes de Myrtus spp., 5 — 2.00 mg de extrato de sementes de Myrtus spp., 6 —
3.00 mg de extrato de sementes de Myrtus spp., 7 —4.00 mg de extrato de sementes de

Myrtus spp., 8 —1.00 mg de extrato de folhas de Myrtus spp., 9 —2.00 mg de extrato de
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folhas de Myrtus spp., 10 — 1.00 mg de extrato de polpa de Myrtus spp., 11 —2.00 mg de
extrato de polpa de Myrtus spp., 12 — 3.00 mg de extrato de polpa de Myrtus spp., 13 —
4.00 mg de extrato de polpa de Myrtus spp.

As medicOes dos halos de inibicdo referentes a estirpe Staphylococcus aureus estao

representadas na Tabela 12.

Tabela 12 — Avaliagdo da atividade antibacteriana utilizados na estirpe Staphylococcus aureus

Extrato Volume (mg) Halo de inibigao (mm)
1.00 10.00
2.00 11.00
Polpa de Myrtus spp.
3.00 12.00
4.00 13.00
1.00 8.00
2.00 10.00
Sementes de Myrtus spp.
3.00 11.00
4.00 12.00
1.00 12.00
Folhas de Myrtus spp.
2.00 14.00

Segundo a literatura, a atividade antibacteriana de 6.00 mg de extrato das folhas de
Myrtus communis na estirpe Staphylococcus aureus, foi de 14.00 mm, usando como
solvente o metanol 70 % v/v (Aleksic & Knezevic, 2014), igual a atividade antibacteriana
de 2.00 mg de extrato das folhas de Myrtus spp. na estirpe Staphylococcus aureus,
usando como solvente o etanol 70 % v/v.

As medic¢Oes dos halos de inibicdo referentes aos antibidticos utilizados Ciprofloxacina
(CIP 5) e Cefotaxima (CTX 30) na estirpe Staphylococcus aureus, encontram-se referidas

na Tabela 13.

95



Estudo da Viabilidade e Incorporagdo de Myrtus spp. em diferentes produtos alimentares

Tabela 13 — Avaliagdo da atividade antibacteriana dos antibidticos utilizados na estirpe Staphylococcus

aureus
Antibioticos Halo de inibigao (mm)
Ciprofloxacina (CIP 5) 26.00

Cefotaxima (CTX 30) 30.00

Figura 39 — Atividade antibacteriana da polpa, das sementes e das folhas de Myrtus spp. na estirpe
Escherichia coli

Legenda: 1 — Antibiético CIP 5 (controlo positivo), 2 — Antibiético CT 10 (controlo
positivo), 3 — 4.00 mg de etanol a 70 % v/v (controlo negativo), 4 — 1.00 mg de extrato
de sementes de Myrtus spp., 5 — 2.00 mg de extrato de sementes de Myrtus spp., 6 —
3.00 mg de extrato de sementes de Myrtus spp., 7 —4.00 mg de extrato de sementes de
Myrtus spp., 8 — 1.00 mg de extrato de folhas de Myrtus spp., 9 —2.00 mg de extrato de
folhas de Myrtus spp., 10 — 3.00 mg de extrato de folhas de Myrtus spp., 11 —4.00 mg
de extrato de folhas de Myrtus spp., 12 — 1.00 mg de extrato de polpa de Myrtus spp.,
13 — 2.00 mg de extrato de polpa de Myrtus spp., 14 — 3 mg de extrato de polpa de
Myrtus spp., 15 — 4 mg de extrato de polpa de Myrtus spp.
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Figura 40 — Atividade antibacteriana da polpa, das sementes e das folhas de Myrtus spp. na
estirpe Klebsiella pneumoniae

Legenda: 1 — Antibidtico CIP 5 (controlo positivo), 2 — Antibidtico CT 10 (controlo
positivo), 3 — 4.00 mg de etanol a 70 % v/v (controlo negativo), 4 — 1.00 mg de extrato
de sementes de Myrtus spp., 5 — 2.00 mg de extrato de sementes de Myrtus spp., 6 —
3.00 mg de extrato de sementes de Myrtus spp., 7 —4.00 mg de extrato de sementes de
Myrtus spp., 8 — 1.00 mg de extrato de folhas de Myrtus spp., 9 — 1.00 mg de extrato de
polpa de Myrtus spp., 10 — 2.00 mg de extrato de polpa de Myrtus spp., 11 —3.00 mg de
extrato de polpa de Myrtus spp., 12 — 4.00 mg de extrato de polpa de Myrtus spp.

Através da anadlise destes resultados, é possivel verificar que existem halos de inibigao
associados ao extrato de etanol a 70 % v/v do fruto, encontrados indicios de atividade

antibacteriana de Myrtus spp. apenas com Staphylococcus aureus.

4.4. Teste de Viabilidade Celular

A avaliacdo da toxicidade dos extratos da semente, polpa e folha de Myrtus spp. sobre
a viabilidade celular das células CACO-2 foi realizada. Procedeu-se a incuba¢do das
células com os extratos em 5 concentragdes diferentes, para que fosse possivel avaliar
a toxicidade dos extratos sobre a viabilidade celular das células CACO-2 apds seis horas

de incubacdo (Tabela 14).
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Tabela 14 — Resultados de viabilidade celular das células CACO-2, submetidas ao efeito dos extratos da
polpa, semente e folha de Myrtus spp., em diferentes concentragdes, avaliados através do ensaio MTT
apos seis horas de incubagdo

Viabilidade celular

Viabilidade celular

Viabilidade celular

Corol/:t(err:‘t/rs)gﬁo da polpa da semente da folha
de Myrtus spp. (%) de Myrtus spp. (%) de Myrtus spp. (%)
0.00 (controlo) 100.00 £ 0.32 100.00 £ 0.32 100.00 £ 0.32
2.00 89.00 £ 0.10 39.20+0.13 38.40+0.12
4.00 14.10+0.24 47.50 £ 0.09 108.00 £ 0.49
6.00 12.90+0.16 52.30+0.11 135.80 £ 0.34
8.00 14.60 + 0.12 66.80 + 0.10 70.30 £ 0.26
10.00 21.00 + 0.08 78.90+0.14 70.30 £ 0.07

Os resultados obtidos para o teste de viabilidade celular das células CACO-2, a partir de

diferentes concentragdes — 2.00, 4.00, 6.00, 8.00 e 10.00 (%/m/v), estdo apresentados

na Figura 41, representando a percentagem da viabilidade celular em funcdo das

diferentes concentracbes dos extratos,

onde é possivel

verificar que,

para

concentracOes mais elevadas de extrato conduziram a uma menor viabilidade celular.

M Extrato da polpa de Myrtus spp. I Extrato das sementes de Myrtus spp.  Extrato da folha de Myrtus spp.
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Concentragdo de extrato de Myrtus spp (% m/v)

Figura 41 — Grafico dos resultados de viabilidade celular das células CACO-2, submetidas ao extrato de polpa de

Myrtus spp., ao extrato das sementes de Myrtus spp. e ao extrato da folha de Myrtus spp., em diferentes

concentracgdes, avaliados através do ensaio MTT, apds 6 horas de incubacdo
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Conforme exposto na Figura 41, as concentracdes de 4.00 % m/v (14.10 £ 0.24), 6.00 %
m/v (12.90 = 0.16) e 8.00 % m/v (14.60 + 0.12) e 10.00 % m/v (21.00 + 0.08) foram as
gue apresentaram menores niveis de viabilidade celular, referentes ao extrato da polpa
de Myrtus spp., sendo a concentracdo de 2.00 % m/v (89.00 + 0.10) com maior nivel de
viabilidade celular.

Relativamente ao extrato das sementes de Myrtus spp. e ao extrato da folha de Myrtus
spp., a concentragdo de 2.00 % m/v (39.20 + 0.13 e 38.40 + 0.12) representa o menor
nivel de viabilidade celular em ambos. Quanto aos niveis mais altos, para o extrato das
sementes de Myrtus spp. sdo as concentra¢des de 8.00 % m/v (66.80 + 0.10) e 10.00 %
m/v (78.90 + 0.14) e, para o extrato das folhas de Myrtus spp. sdo as concentragdes de
4.00 % m/v (108.00 + 0.49) e 6.00 % m/v (135.80 + 0.34).

Quanto ao extrato sob concentra¢do mais alta (10.00 % m/v), demonstrou n3o ser o
que apresenta maior toxicidade em todos os extratos, apenas no extrato das sementes
de Myrtus spp. (78.90 + 0.14). Aquando comparado com a concentracao inferior, de 8.00
% m/v, os valores de viabilidade celular apresentam-se semelhantes.

Neste caso, sob uma perspectiva futura, a realizagdo de um maior numero de ensaios,
aliado a uma gama maior de concentracdes, seria fundamental como forma de clarificar
os resultados, de acordo com o devido comportamento celular. De um modo geral, a
partir dos resultados obtidos, é possivel inferir que, concentracdes superiores a 4.00 %
(m/v) sdo celularmente benéficas, ja que apresentaram niveis de viabilidade celular
maiores que 70 % (a excepgao do extrato das sementes de Myrtus spp.), sendo este um
parametro aprecidvel para estudos futuros e para a elaboragdo de produtos destinados

a alimentagao humana.

4.5. Ensaio de Ressonancia Magnética Nuclear

A analise das amostras de extratos de murta por espectroscopia de ressonancia nuclear,
permite proceder a identificacdo da presenca de alguns grupos aromaticos, do tipo
polifenol, em extratos de polpa desidratada em acetona 70 % v/v, de polpa em acetona

70 % v/v e em etanol 70 % v/v, de semente desidratada em etanol 70 % v/v, de flor em
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acetonaa 70 % v/v e em etanol a 70 % v/v e, de folha em acetona a 70 % v/v e em etanol
a70% v/v.
A Figura 42 apresenta em destaque a regido de sinais associada a protdes constituintes

de grupos aromaticos (6.00 a 8.00 ppm) do espectro 1D 1H NMR de amostra de extratos.
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Figura 42 — Espectros 1D 1H RMN de extratos de Myrtus spp. A figura apresenta a regido do espectro
associada aos sinais provenientes de grupos aromdticos (6.00 a 8.00 ppm) para extratos de semente
desidratada em etanol 70 % v/v (A); polpa desidratada em acetona 70 % v/v (B); polpa em acetona 70 % v/v
(C) e polpa em etanol 70 % v/v (D)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear recolhidos para extratos de amostras
de Myrtus spp., nomeadamente sob a forma de semente desidratada em etanol a 70 %
v/v, polpa desidratada em acetona a 70 % v/v, polpa em acetona a 70 % v/v e polpa em
etanol a 70 % v/v apresentam-se, sob expansdo da regido de sinais proveninete de
protdes localizados em grupos aromaticos na Figura 42. O extrato de amostra de
semente desidratada (Figura 42.A) apresenta bastantes sinais na regido dos grupos
aromaticos, que podem ser atribuidos a acido cafeico, acido ferulico, acido 3-hidroxi-4-
metoxicinamico, dcido sindptico, acido vanilico e tirosol (Christophoridou & Dais, 2009).
Adicionalmente, os espectros de polpa desidratada (Figura 42.B) e polpa (Figura 42.C)
em acetona a 70 % v/v permitem identificar um mesmo perfil com sinais associados ao
acido cumarico, acido cafeico, acido vanilico, acido siringico, tirosol e hidroxitirosol
(Figura 42.B e Figura 42.C). O espectro de extrato de polpa em acetona a 70 % v/v,

evidencia, no entanto, a presenca de uma menor quantidade de acido cumarico e acido
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cafeico. Curiosamente, extratos de polpa em etanol a 70 % v/v (Figura 42.D),

apresentam outro perfil de sinais, onde é possivel identificar a presenca de dacido

gentistico.
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Figura 43 — Espectros 1D 1H RMN de extratos de Myrtus spp. A figura apresenta a regido do espectro
associada aos sinais provenientes de grupos aromaticos (6.0 a 8.0 ppm) para extratos de flor em acetona a
70 % v/v (A); flér em etanol a 70 % v/v (B); folha em acetona a 70 % v/v (C) e folha em etanol a 70 % v/v (D)

De igual modo, a analise por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
extratos de flor e folha Myrtus spp., em acetona a 70 % v/v e etanol a 70 % v/v (Figura
43) permitiu proceder a identificagdo de mais compostos fendlicos em outras partes da
planta (Christophoridou & Dais, 2009).

Extratos da flor de murta em acetona a 70 % v/v (Figura 43.A) apontam para a presenca
de 4cido cumdrico, acido cafeico e tirosol, enquanto que extratos em etanol a 70 % v/v
(Figura 43.B) evidenciam a presenca de acido hidroxifenilacético. Espectros de folhas de
murta, apresentam perfil essencialmente idéntico e apontam para a presenca de acido
cafeico, acido ferulico, acido siringico e acido gentistico, extraidos mais eficazmente
guando em meio alcodlico (etanol a 70 % v/v).

Segundo o estudo de Chidouh et al. (2014), o espectro de 1D 1H RMN indicou sinais
caracteristicos em extratos de sementes de Myrtus communis L. em etanol a 70 % v/v,
para a presenca de polissacarideos e monossacarideos, entre os quais acido urdnico,

acido galacturénico e acido glucurdnico.
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Através deste ensaio, foi possivel identificar algumas das moléculas que podem
contribuir para o teor de compostos polifendlicos totais e para a capacidade
antioxidante, identificados através dos métodos quimicos por Folin-Ciocalteu, ABTS,

DPPH e FRAP.

4.6. Estudo da Viabilidade e Incorporacao de Myrtus spp.

em produtos alimentares

4.6.1. Em Enchido/chourigo (como conservante natural)

Apbs o periodo de fumeiro, verificou-se: um odor mais intenso a pimentdo doce
(condimento) no chourico sem conservantes e no chourico com nitrato de potassio
(conservante quimico) e uma presenca acentuada de fungos nas aberturas do chourico
com incorporacao de Myrtus spp., como se pode verificar na Figura 44.

Contudo, o chourigo encontrava-se maturado e com um aspecto agradavel.

Figura 44 — Resultado do produto final do enchido com incorporacao de Myrtus spp.
apo6s a fumagem

Foi depois realizado o teste de controlo de qualidade, no qual se verificou que: em todas
as amostras foram detectadas bactérias e fungos (Figura 45), nas diluicdes mais baixas
e também na amostra em que foi utilizado o conservante quimico; no meio especifico
para a deteccdao de coliformes e E. coli, a sua presenca foi detectada em todas as

amostras que utilizaram os conservantes (Figura 45 (d)); as bactérias de E. coli aparecem
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com uma tonalidade azul e o seu n2 é diminuto (Figura 45 (e) e Figura 45 (f)) e, o
conservante natural de Myrtus spp., quando comparado com o conservante quimico

(KNO3), apresenta potencial controlo microbiano.

Figura 45 — Identificacdo geral de bactérias e fungos (a), identificagdo das bactérias ao pormenor (b),
identificagdo dos fungos ao pormenor (c), Identificacdo de coliformes e E.coli em todas as amostras de
enchidos (d), enchido com murtinho (e), enchido com nitrato de potassio (f)

Embora se identifique crescimento microbiano de bactérias e fungos, é possivel
identificar efeito protetor de Myrtus spp. apresentando este um controlo microbiano
semelhante ao do nitrato de potdassio (conservante quimico).

A ser utilizado no futuro em produtos cdrneos, as plantas podem assim vir a ser usadas
como conservantes naturais. Contudo, ha que realizar mais testes de controlo
(concentracdo de extratos, secagem e conservagao) de modo a aperfeicoar cada vez
mais o processo de producdo para que nao ocorra desenvolvimento de nenhum
microrganismo prejudicial.

Alguns cuidados a ter na optimizacdo do fabrico de modo a reduzir a carga de fungos e
de coliformes seriam: cortar a carne em pedagos mais pequenos, promover a

fermentacdo da carne durante algum tempo antes de encher a tripa, reduzir as folhas a
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po de modo a que a sua presencga nao seja detectada no enchido aquando o corte e furar

a tripa aquando a fumagem.

4.6.2. Em Tempero/vinagre

O produto final (Figura 46) contém a incorporacao do fruto e de folhas de Myrtus spp.
em vinagre de sidra e em vinagre de vinho branco, que foi comparado com o vinagre
controlo. Foram analisados parametros fisico-quimicos como o teor de sélidos soltveis
(% °Brix), o teor alcodlico (% v/v) e a acidez. E avaliado o efeito sobre o contetdo fendlico
total pelo método Folin-Ciocalteu e a capacidade antioxidante total pelos métodos ABTS

e DPPH.

Figura 46 — Produto inicial de vinagre de sidra (a) vs produto final de vinagre
de sidra com incorporagdo do fruto de Myrtus spp. (b)

A quantificacdo dos sélidos soluveis (°Brix) do vinagre de murta foi determinado com o
auxilio de um refractémetro digital modelo HI 96813 e o pH com o auxilio de um
potenciometro de bancada Hanna modelo pH 212.

Foram também realizadas andlises a um vinagre de sidra (VS) e um vinagre de vinho
branco (VB), ambos de fabricacdo nacional, que foram usados como controlo (Tabela

15). As andlises foram realizadas em triplicado.
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Tabela 15 — Resultados de pH e °Brix dos vinagres analisados

pH % °Brix
A

mostra (a22,7°C)  (a22,3°C)

Vinagre de sidra controlo 3.13+0.01 4.03+0.12

Vinagre de sidra com incorporagao do fruto de 3.10 + 0.01 200 +0.01
Mlyrtus spp.

Vinagre de sidra com incorporagao de folhas de 5814001 4.47+015
Mlyrtus spp.

Vinagre de vinho branco controlo 2.64 +0.01 4.00+0.01

Vinagre de vinho branco com incorporag¢ao do fruto 316+ 0.01 6.63+0.06

de Myrtus spp.

De acordo com os resultados presentes na Tabela 15, o valor obtido para a acidez é
bastante semelhante para todos os vinagres, sendo todos acidos. O valor de pH obtido
para o fruto de murta foi de 5.25 + 0.01 (valor obtido a partir das analises prévias),
verificando-se que, com a adicdo do fruto durante o processo de produgdo de vinagre,
o resultado foi influenciado, tornando o produto mais acido.

Quanto ao teor de sdlidos soluveis (% °Brix), tanto o vinagre de sidra com incorpora¢ao
do fruto de Myrtus spp. (VSM) como o vinagre de vinho branco também com
incorporagdo do fruto de Myrtus spp. (VBM), apresentaram valores muito proximos, de
7.00 % £ 0.01 e 6.63 % * 0.06, respectivamente. Ja o vinagre de sidra com incorporagao
de folhas de Myrtus spp. (VSF), apresenta igual teor de sdélidos soliveis que ambos os
vinagres de controlo.

Os frutos de murta utilizados apresentaram um valor de °Brix reduzido de 1.80 % (valor
obtido a partir das andlises prévias), que aumentou no processo de producao de vinagre,
verificando-se que, a adi¢ao do fruto de murta teve efeito significativo para os atributos

analisados.

4.6.2.2. Quantificacao dos compostos fendlicos totais

A determinacdao do teor de compostos fendlicos totais do vinagre foram efetuados

através do método Folin-Ciocalteu (4.2.1.).
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Foram também realizadas andlises a um vinagre de sidra (VS) e um vinagre de vinho
branco (VB), ambos de fabricacdo nacional, que foram usados como controlo (Tabela

16). As analises foram realizadas em triplicado.

Tabela 16 — Resultados dos métodos de Folin-Ciocalteau dos vinagres analisados

Teor total de compostos

Amostra

fendlicos (mg GAE/100g de fruto)

Vinagre de sidra controlo 125.31+0.22

Vinagre de sidra com incorporagao do fruto de 997 45 + 0.01
Mlyrtus spp.

Vinagre de sidra com incorporagao de folhas de 495.73 + 0.02
Mlyrtus spp.

Vinagre de vinho branco controlo 79.71 £ 0.01

Vinagre de vinho branco com incorporagao do 248.49 + 0.09

fruto de Myrtus spp.

Ambos os vinagres de controlo apresentaram um teor de compostos fendlicos totais
bastante inferiores aos com incorporacdo de Myrtus spp., sendo o vinagre de sidra com
incorporacdo de folhas de Myrtus spp., bastante superiores aos vinagres com
incorporagdo do fruto de Myrtus spp.

A folha in natura foi a que apresentou o valor mais alto de teor de compostos fendlicos
totais, de 89.46 mg GAE/100g de fruto + 0.01 e 186.19 mg GAE/100g de fruto + 0.07,
para o solvente acetona a 70 % v/v e etanol a 70 % v/v, respectivamente, aquando
comparagao com as restantes partes do fruto.

Segundo um estudo de Mansour, et al. (2017), a determina¢ao dos compostos fendlicos
da infusdo obtida das folhas secas de Myrtus nivellei, consumidas como chd na regido
do Saara, foi de 102.6 mg GAE/100g de fruto, valor bastante inferior comparado ao

estudado.
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4.6.2.3. Capacidade Antioxidante — ABTS e DPPH

A capacidade antioxidante dos vinagres foi determinada através dos ensaios ABTS
(4.2.2.) e DPPH (4.2.3.). Os resultados foram expressos em mg VCEAC/100 g de amostra.
Foram também realizadas andlises a um vinagre de sidra (VS) e um vinagre de vinho
branco (VB), ambos de fabricacdo nacional, que foram usados como controlo (Tabela

17). As anadlises foram realizadas em triplicado.

Tabela 17 — Resultados dos métodos de ABTS e DPPH dos vinagres analisados

ABTS DPPH
Amostra (mg/VCEAC/1g (mg/VCEAC/1g
amostra) amostra)

Vinagre de sidra controlo 2.11+1.06 9.71+0.21

Vinagre de sidra com incorporag¢ao do 15.91 + 1.06 16.84 + 2.19
fruto de Myrtus spp.

Vinagre de sidra com incorporagao de 4.43 +0.82 14.59 + 0.43
folhas de Myrtus spp.

Vinagre de vinho branco controlo 7.07 £1.04 4.00+1.26

Vinagre de vinho branco com 1.8 + 1.56 17.81 + 0.63

incorporagao do fruto de Myrtus spp.

Relativamente a determinag¢dao da capacidade antioxidante total através do método
ABTS, o vinagre de sidra com incorporacgao do fruto de Myrtus spp. e o vinagre de vinho
branco com incorporacao do fruto de Myrtus spp. sdo os que apresentam valores de
capacidade antioxidante total mais elevados, de 15.91 mg VCEAC/100 g + 1.06 e 21.82
mg VCEAC/100 g + 1.56, respectivamente.

Relativamente a determinacdo da capacidade antioxidante total, através do método
DPPH, os resultados encontrados foram os esperados, uma vez que o vinagre de sidra
comincorporacao do fruto de Myrtus spp. e o vinagre de vinho branco com incorporagao
do fruto de Myrtus spp., foram os que apresentaram valores de capacidade antioxidante
total mais elevados, de 16.84 mg VCEAC/100 g + 2.19 e 17.81 mg VCEAC/100 g + 0.63,

respectivamente, assim como no método ABTS.
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Em ambos os métodos, os valores dos vinagres controlo foram bastante inferiores aos
com incorporacao de Myrtus spp., revelando pouca atividade antioxidante.

A polpain natura nao foi a que apresentou o valor mais alto de capacidade antioxidante
total, de 19.46 mg GAE/100g de fruto + 0.72 e 6.81 mg GAE/100g de fruto + 0.57, para
o solvente acetona a 70 % v/v e etanol a 70 % v/v, do método ABTS e, de 18.26 mg
GAE/100g de fruto + 15.68 e 4.87 mg GAE/100g de fruto * 2.40, para o solvente acetona
a70%v/v e etanola 70 % v/v, do método DPPH, respectivamente. No entanto, aquando

a incorporacao em vinagre, foi a que revelou melhores resultados.

4.6.3. Em Cerveja artesanal

O produto final (Figura 47), uma cerveja artesanal de Myrtus spp. com um sabor amargo
suave e delicado, foi obtido apds o periodo de fermentagao do segundo estagio. Foram
analisados parametros fisico-quimicos como o teor de sdlidos soluveis (% °Brix), o teor
alcodlico (% v/v), a acidez e, avaliado o efeito sobre o contetdo fendlico total pelo

método Folin-Ciocalteu e a capacidade antioxidante total pelos métodos ABTS e DPPH.

Figura 47 — Produto final da cerveja artesanal de Myrtus spp.
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4.6.3.1. Teor alcodlico, Sdlidos soluveis totais e Acidez

Para a determinacdo do teor alcodlico, foi realizado o mesmo método que para a
guantificacdo dos soélidos soluveis (3.2.8.), tendo-se procedido a leitura do indice de
refracdo em triplicado. O teor alcodlico e °Brix da cerveja de murta foram determinados
com o auxilio de um refractometro digital modelo HI 96813 e o pH com o auxilio de um
potenciometro de bancada Hanna modelo pH 212.

Foram também realizadas analises a uma cerveja tipo Ale de fabricacdo nacional, que

foi usada como controlo (Tabela 18). As andlises foram realizadas em triplicado.

Tabela 18 — Resultados de pH e °Brix das cervejas analisadas

TS % v/v % °Brix pH
(a 23,0 °C) (a 22,3 °C) (a 22,7 °C)
Cerveja controlo 3.10+0.01 5.63+0.06 4.40+0.01
Cerveja de Myrtus spp. 1.70+£0.01 3.07 £0.06 4.07 £0.01

De acordo com os resultados presentes na Tabela 18, o valor obtido para o teor
alcodlico (% v/v) da cerveja de murta foi de 1.70 % + 0.01, enquanto que para a cerveja
controlo foi de 3.10 % * 0.01. Relativamente ao teor de sélidos solliveis (% °Brix), a
cerveja de murta apresentou um valor de 3.07 % + 0.06 e a cerveja controlo 5.63 % *
0.06.

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que, para ambos os parametros analisados,
a cerveja de murta obteve valores inferiores aos do controlo, podendo-se concluir que
a adicdo do fruto durante o processo de producdo da cerveja ndo teve efeito significativo
para os atributos analisados.

Relativamente ao teor de sélidos soluveis, os frutos de murta utilizados apresentaram
um valor de °Brix reduzido de 1.80 % (valor obtido a partir das andlises prévias), que
aumentou no processo de producdo de cerveja. Neste sentido, é possivel concluir que
um aumento na quantidade de frutos utilizados durante este processo seria viavel para

o aumento do valor.
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O valor de pH obtido para a cerveja de murta foi de 4.07 + 0.01, enquanto que para a
cerveja controlo foi 4.40 £ 0.01, valores muito semelhantes.

Nardini & Garaguso (2019) analisaram varios tipos de cervejas de pequenos frutos,
como cereja, framboesa e uva. Os valores de pH variaram entre 3.73 e 4.86, valores
semelhantes aos da cerveja de murta (pH=4.07 + 0.01), sendo superior as cervejas com
adicdo de cereja (pH=3.86) e de framboesa (pH=3.73), e inferior a cerveja com adicdo de
uva (pH=4.86). Podendo-se afirmar que, a adicdo da murta durante o processo de

producdo da cerveja pode ter influenciado o resultado da determinacdo da acidez.

4.6.3.2. Quantificagao dos compostos fendlicos totais

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais da cerveja controlo e da cerveja
de murta foram efetuadas através do método Folin-Ciocalteu (4.2.1.).

A cerveja de murta apresentou um teor de compostos fendlicos totais de 474.02 mg
GAE/L + 0.01, demonstrando ser bastante inferior a cerveja controlo (617.67 mg GAE/L
+0.01).

No estudo realizado por Nardini & Garaguso (2019), para diferentes cervejas de
pequenos frutos (cereja, framboesa e uva) os valores do conteddo fendlico total
variaram de 399.00 mg GAE/L + 11.00 a 767.01 mg GAE/L + 13.00, consideravelmente
superiores a cerveja de murta. E possivel considerar um aumento na quantidade de
frutos utilizados durante o processo de produ¢dao da mesma, visto estar estudado que,
cervejas com maior quantidade de antioxidantes fendlicos exibem melhor qualidade,
maior estabilidade de aroma, sabor e espuma (Nardini & Garaguso, 2019).

Quanto a um estudo sobre licores, de Tuberoso, et al. (2013), obtidos por maceracao a
frio de bagas de murta (Myrtus communis L.), os valores da determinacao quantitativa
dos compostos fendlicos (Folin-Ciocalteau) foram bastante superiores aos valores da

cerveja de murta (1741.01 mg GAE/100 g de fruto + 150).
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4.6.3.3. Capacidade Antioxidante — ABTS e DPPH

A capacidade antioxidante da cerveja controlo e da cerveja de murta foi determinada
através dos ensaios ABTS (4.2.2.) e DPPH (4.2.3.). Os resultados foram expressos em mg

VCEAC/100 g de amostra e estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 — Resultados dos métodos de Folin-Ciocalteau, ABTS e DPPH das cervejas analisadas

Amostra ABTS DPPH
(mg/VCEAC/1g amostra) (mg/VCEAC/1g amostra)
Cerveja controlo 16.37 £ 1.02 4.06£1.08
Cerveja de Myrtus spp. 8.89+0.61 0.00+£0.60

Relativamente a determinacdo da capacidade antioxidante total através do método
ABTS, a cerveja de murta apresentou uma capacidade antioxidante total de 8.89 mg
VCEAC/100 g + 0.61 e a cerveja controlo 16.37 mg VCEAC/100 g + 1.02, resultados
esperados, uma vez que, a cerveja de murta também apresentou um menor conteudo
fendlico em relagdo a cerveja controlo.

Segundo um estudo de Floegel, et al. (2011), a capacidade antioxidante pelo método
ABTS de uma cerveja convencional (46.10 mg VCEAC/100 g + 0.30) e de uma cerveja leve
(29.30 mg VCEAC/100 g + 0.30), é bastante superior a capacidade antioxidante da
cerveja de murta (8.89 mg VCEAC/100 g + 0.61).

Quanto ao estudo sobre licores, de Tuberoso, et al. (2013), obtidos por maceragao a
frio de bagas de murta (Myrtus communis L.), os valores da capacidade antioxidante
foram de 61.7 mg/VCEAC/1g amostra * 4.1, bastante superiores aos valores da cerveja
de murta (8.89 mg VCEAC/100 g + 0.61).

Relativamente a determinacdo da capacidade antioxidante total da cerveja controlo e
da cerveja de murta, através do ensaio DPPH, os resultados encontrados foram 4.06 mg
VCEAC/100 g + 1.08 e 0.00 mg VCEAC/100 g * 0.60, respectivamente. Assim como para
o método ABTS, a cerveja controlo apresentou atividade antioxidante superior a cerveja

de murta.
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Floegel, et al. (2011), também avaliou a capacidade antioxidante de uma cerveja leve
(12.20 mg VCEAC/100g + 0.50), sendo superior ao valor da cerveja controlo (4.06 mg
VCEAC/100 g + 1.08).

Quanto ao estudo sobre licores, de Tuberoso, et al. (2013), obtidos por maceracao a
frio de bagas de murta (Myrtus communis L.), os valores da capacidade antioxidante
total foram de 53.0 mg/VCEAC/1 g amostra * 3.0.

De forma a melhorar a qualidade nutricional da cerveja artesanal de Myrtus spp., varios
fatores teriam que ser alterados: relativamente ao malte e ao cereal ndo maltado
(milho), as quantidades que foram utilizadas na producao podem ter contribuido para
um baixo teor alcodlico, sendo necessario aumentar a quantidade dos mesmos, ou
incorporar outros tipos de cereais adjuntos ao processo de producdo, aumentando
também a quantidade de acglcares fermentdveis; os tempos de cozedura e
temperaturas de processamento e fermentacdo; o tipo de levedura e as etapas de
condicionamento e acabamento, que podem refletir diferencas no teor final de alcool e

nas caracteristicas sensoriais do produto (Nardini & Garaguso, 2019).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A murta (Myrtus spp.) é uma planta com grande potencial de crescimento e de
aplicagdes junto de diferentes setores do mercado. A utilizagdo da murta no tratamento
de doencas e alimentacdo data desde o antigamente, através da preparacdo de extratos
e de uso in natura, no tempero de carnes e saladas, incorporacdo em licores e cervejas,
entre outras preparacdes. Na sequéncia, e dada a necessidade de contribuir com um
estudo cientifico aprofundado e de valorizacdo, desenvolveu-se a presente
caraterizacdo nutricional e fisico-quimica da planta, nas suas diferentes partes ediveis
(polpa, semente, folha e flor).

Os resultados demonstraram que a murta é um fruto constituido por pouca agua,
apresentando baixo teor de sdlidos soluveis, uma acidez tipica, com sabor um pouco
adstringente e elevado teor de agucares redutores.

Relativamente aos compostos fendlicos totais (método Folin-Ciocalteau) e capacidade
antioxidante (métodos ABTS, DPPH e FRAP), os resultados demonstraram que a folha in
natura apresentou melhores resultados/valores mais elevados em todos os métodos,
seguida da semente in natura. POde-se também concluir que, para a extracdo dos
compostos da polpa in natura (P), polpa desidratada (PS) e semente desidratada (SS), o
melhor solvente foi a acetona a 70 % v/v, contrariamente a folha in natura (F) e a flér in
natura (L), em que o solvente etanol 70 % v/v se apresentou mais eficiente na extragdo
de compostos fendlicos e antioxidantes, facto também verificado no ensaio de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), que confirmou que os extratos de etanol se
apresentaram mais ricos em compostos polifendlicos, explicando as diferencas
detetadas no método Folin-Ciocalteau. Alguns estudos cientificos ja reportados na
literatura sugerem que os compostos fendlicos presentes no fruto, folha e seus dleos
essenciais, contribuem para o melhoramento de algumas doengas, como a doenga de
Alzheimer e de condig¢Oes de stress oxidativo, bem como para a promogado de processos
de regeneracao da pele, minoracdo de problemas intestinais, entre outros problemas

de saude.
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Quanto ao perfil de acidos gordos, os acidos gordos mais abundantes nas diferentes
partes da planta (polpa, folha e semente), foram os acidos Linoleico (C18:2 n6), Oleico
(C18:1 n9), Palmitico (C16), Estearico (C18) e Araquidico (C20).

Em relacdo ao estudo da toxicidade dos extratos de murta, quanto a sua viabilidade
celular em células CACO-2, os resultados demonstraram que, concentracdes superiores
a 4.00 % (m/v) sdo celularmente benéficas, ja que apresentaram niveis de viabilidade
celular maiores que 70 % (a excecao do extrato das sementes de Myrtus spp.), sendo
este um parametro aprecidvel para estudos futuros e para a elaboracdo de produtos
destinados a alimentacdo humana.

Relativamente a analise da atividade antibacteriana, foram encontrados indicios de
atividade antibacteriana de Myrtus spp. com a estirpe Staphylococcus aureus,
associados ao extrato de etanol 70 % v/v do fruto.

Quanto a aplicacdo da murta, desenvolveram-se 3 produtos com incorporacgdo de
Myrtus spp., um enchido (chourico), um tempero (vinagre) e um produto de
fermentacdo (cerveja), cuja finalidade foi valorizar o potencial nutricional e econdmico
do fruto. Os resultados apresentaram-se positivos, com enriquecimento do valor

nutricional e medicinal relativamente aos produtos controlo.
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ANEXO |

Poster para a participacdo na X Conferéncia de Inovacdo e Seguranca Alimentar - CISA
2019. que decorreu na ESTM — Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar.

pertencente ao Instituto Politécnico de Leiria.

INCORPORAGAO DE CONSERVANTE NATURAL
(MYRTUS SPP.) EM ENCHIDOS

Ana Carolinal Branco!;Taciana R. Bertotti’; Maria Jorge G. Campos?; Vania Ribeiro’; DanielaC.Vaz®; Ana C. Rodrigues’
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INTRODUGAO

Hoje em dia, ha uma procura crescente por produtos
simentares 3 guros e naturais que contribuam para asaide M A'I' E R I A I- & M E'I' 0 D 0 S
e bem-estar do consumidor, tendo por sso, surgido a necessidade de

desenvolver novas formulagSes. Habitualmente, 330 adicionados aos

odutos afimentares conservantes quimicos para garantic um prazo de
L - s B pe Pesar 130,00g de carne, cortada em pedagos pequencs, para

conservag 30 alargado, prevenindo o d de micro 3 recipientes;

que causem doengas 00 consumidor ou que ajudem na conservagdo da

aparéncia do produto. Contudo, a legslogho referente 203 conservantes %
Adicionar 13,00g de pimantdo doce acada um dos

recipientes;

&)

quimicos tem vindo a sofrer alteragdes e atusizagdes em consequéngia do

imento de probl de ibilid ade e toxicd ade associados &

utilizagBo destes produtos’.
0.05g de nitrato de potissio, noutro 1,24gde Myrtus

Preparar o conservante: num recipiente incorporar
Spp. e outro sem qualquer consenvante;

Este trabatho, tem como objetvo a valorizag3o de plantas sutactones

portuguesas, nomeasdamente Myrtus spp., incduindo-a em formulagdes

locais, a fim de avafiar as suas capacidades como consenvante natural.
Envolver todos os ingredientes, coloca-los numa tripa

Foi realizada a produgdo de chouricos com dos consenvantes artificial e selar a3 pontas com o suxifio de um corde;

distintos, nitrato de potissio {KNO; - conservante quimico) &

Myrtus spp. {conservante natural), tendo-se reafizado um

Controlo no qual ndo foi utiizado qualquer conservante.

[ Eiws
| Cheunge com wicis
du piteas de posaie]

PR———

de Myris spp
(o satod |

e

DISCUSSAO DE RESULTADOS

De forma a perceber qual o enchido mais indicado, foi realizada a quantificagio de

i . CONCLUSAO

chourigo de marca

\340

3nm

branca para o teste
prefiminar.

Q128
007
073 =
M0 00 0,066
artar Farinhwes  Chousco S o e

A

[NaNO,) mg/L
Apds as 2 semanas no fumairo foi verificado um odor intenso a pimentdo doce {condimenta) no
chourico sem conservantes & no chourico com KNOy e, a presenca acentuada de fungos nas
aberturas do chourico com Mystus spp.
Foi depois realizado o teste de controlo de quakdade de colif; totas &

cali), no qual se i entifi i B i de bactévias e fungos e, se dentilicou efsito

protetor de Myrtus spp.
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ANEXO Il

Poster para a participacdo no 52 Simpdsio: Producdo e Transformacdo de Alimentos em

Ambiente Sustentavel. que decorreu na ESTM — Escola Superior Agrdria do Instituto

Politécnico de Beja.

Desenvolvimento de Cerveja tipo Ale com a incorporacao de duas frutas
nativas portuguesas: Camarinha (Corema album ssp. album) e Myrtus spp.

Taciana R. Bertottil; Ana Carolina L. Branco?; Maria Jorge G. Campos; Vania Ribeiro?, Daniela C. Vaz?; Luis F. Soares Luis3
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E-mail: 4170196 @my.ipleiria.pt

institura polirécnico
de leiria

A espécie Corema olbum (L.)) D. Don, origindria da costa atlantica da Peninsula
Ibérica, inclui duas subspécies em Portugal, sendo estas a Corema album azoricum
(Agores) e a Corema album ssp. olbum (Continente) (Andrade; Gongalves; PF Guiné,

INTRODUGCAO

A cerveja é uma das bebidas alcodlicas mais consumidas no mundo e
tem grande aceitagdo devido aos seus atributos sensoriais. Quando
ingerida de forma moderada, a cerveja apresenta valor nutritivo e

2017). A Corema album ¢ uma das espécies mais de
sistemnas dunares da Costa Atlantica da Peninsula Ibérica, porém devido ao avango do
desenvolvimento urbano nas zonas costeiras, impacto do turismo e de algumas
espécies invasoras (Acacia sp.), a camarinha encontra-se atualmente em situagdo de
risco (Calvifio-Cancela, 2005),

Myrtus spp., popularmente conhecido em Portugal como murta ou murtinho, ¢ um
arbusto perene que pode atingir até 5 metros de altura, exibindo flores brancas,
folhas verdes brilhantes e frutos comestiveis. Cresce espontaneamente em toda a
irea do Mediterrineo e pertence a familia Myrtaceae (Zanett, Stefania et. al., 2010).

de do. Embora com elevado teor de
compostos antioxidantes, fibras, minerais e vitaminas (Bamforth,
2009), ainda pouco se conhece sobre os seus beneficios e
componentes.

A utilizagdo de frutas na produgdo de cerveja garante uma dogura
residual, aroma e sabor caracteristico e aumenta o cardter vinoso da
cerveja, devido & presena de uma maior gama de compostos
arométicos (Zambelli; Santos Junior, 2015).

OBJETIVOS

+ Desenvolver uma nova
alternativa a cerveja tradicional,
procurando um  nicho de
mercado;

Valorizar o potencial comercial e
econémico  da  camarinha
(Corem album (L)) D. Don e do
murtinho (Myrtus spp.),
associando a bebida formulada
2o aumento das i
funcionais  conferidas
frutos.

efetuada
de

Analise
amostras

de dgua.
As amostras (5g) de cada
fruto foram colocadas em
estufa onde permaneceram
a constante de

pelos,

Desenvolvimento de extratos da polpa,
sementes e folhas do  murtinho
(extragio em etanol 70%] e da
camarinha {extragio em acetona 70%).

FLUXOGRAMA DE
PRODUCAO ‘Avalisgao efetuada n witr, pelo método
- E— de difusio em disco, sobre trés estirpes

= : : Grame
l Mosturagdo I oureus) e Gram- (Escherichia coli e

v Klebslelia spp.J. Foram utilizados quatro

volumes diferentes {10 L, 20 L, 30 L e
Adigdo de cereal ndo
maltado e agicar

40 L) de modo a avaliar o efeito da
concentragio dos companentes dos
Adigdo da polpa de
fruta

extratos. Os antibicticos Ciproflaxacina
[CIP 5) & Cefotaxima (CTX 30) faram
utilizados  como  contrelo  positivo,
permitindo-nos avallar & quantificar os
halos de inibic3o desenvolvidos.

Cozimento

em
frutos
desidratados, para garantir
inagdo total do teor

ANALISES DOS FRUTOS

Quantificagio  dos  compostos
fenslicos totais via método Folin-
Clocalteu

Extragio do sumo de 3
camarinhas,  escolhidas
sleatoriamente, por
Método aplicado aos extratos da presso manual mecanica.
polpa e das sementes da camarinha Apés a wlibragio do
e do murtinho. Os resultados estio refratometro com  agua
expressos em miligramas de dcido destilads, com o auxilio de
gilico por 100 mi de extrato da uma pipeta de Pasteur,
polpa e das sementes. colocou-se 1 gota de sumo
das camarinhas sobre a
superficie do prisma.

Antioxidantes
Totais

Escherichia coll

Ao do ipuls _MATERIAIS E METODOS

MATERIA PRIMA

Arrefecimento

Adigdo de levedura

Fermentagéo ;

Carbonatagdo

Fermentagdo ,

I(H(I(a(I(H(I(I({(}(I(

Gervela de camarinha

0: resultsdos obiden via Métoce Folin Ciscatey, para delemmingis da somposiss3t
i ato ervontes dos o

m— togonax TP ———
1 s
2- Antbidtico €TX 9200
3-s0p 10-1 -
4 10w n
o da it b ity Sagapiceen -2 599 2wk
Halo de Inibicso S-som 140
Extrato Volume () e
10,0 mm - R 2
R 12,0 mm Gamarioha Gremo b 55 R
Polpa de yreus oo 100
2041 13,0 s pSUnD0s  EaU Humidide
T anaumcos B futofrese  mgGAE/I00MI  mgGAE/100mI  Staphylococes Escherichlo  Kebsio
Semantos:da;Myreus cop A0 M N enowdapobs  ewmomnems  ams ol wp
0 ruen
2o a0 0 e} [ Tiasectel | Bsisene | Resistore | Resisone
Folhaz e Myrtus sop. Ao s sp.olbum s ey
Anubiotico Halo da inibic3o (mm) trassgn, | monTPEOR | MISWAL  e | Reiste
rufiomacina (€17 51 76,0 wg | sy
Coistmxinns (CTX 30} 30,0

Contudo, serSo realizadas novas formulagdes, com a finaidade de aumentar 2 qualidace ce atriautos
o e, corn 2 B

sementes da murtishe.

ltades cbticss permitinm verear

extratos do fruto 2 folhas para as es

. o sxteatos dat foihat ce martinha
mesimo em volumes.

conforma descnto nos resultaccs. Ver
15e9),
Faenares de extrato 104 = 204L).

A partir 6a prova do produts Anal, nima andise subjetna, € possiel definir gue ambas as

imprt <or, » som0, farmiacia @ periténsi éa csp.
sendo que, pers este (Tro, o wra de cerbontacio, auenlidade de lipulo (alle

Serdo reaizacs andlses 3 el uinIco (grau Brx, 1o $€061c0 @ oK € 0e compasicio fendiica oara
ue 56 posza avaliar 3 eapocidace antisxicante das convejas, Sessa forma, 34m 22
bebda ciferanciada, 2 possibildade de ooter os beneficios e suas propradades funcionas, Anlisa
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ANEXO Il

A)

Anexo 1: Cromatogramas (triplicado) obtidos no software Xcalibur apds a leitura no GC
Finnigan Ultra Trace. A) cromatogramas das amostras de polpa de murta, B)
cromatogramas das amostras de sementes de murta e C) cromatogramas das amostras

de folhas de murta
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Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco
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