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Resumo

O objetivo do presente estudo foi caracterizar em termos fisicos [comprimento,
diametro, peso, firmeza, cor, teor de solidos soluveis (TSS), pH inicial e acidez titulavel]
e quimicos (identificacéo e quantificacdo de fenois e betalainas] a casca e a polpa do fruto
de dois ecotipos de Opuntia ficus-indica, bem como avaliar a capacidade antioxidante e
de inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Para a maior parte dos pardmetros avaliados, o

ecdtipo roxo apresentou valores superiores comparativamente ao ecotipo laranja.

Ap0s extracdo de alguns compostos bioativos da polpa e da casca dos frutos de
ambos os ecdtipos, quantificaram-se os fendis totais e as betalainas. O valor mais elevado
de fenois totais foi observado nos extratos das cascas de ambos 0s ecétipos. O teor mais
elevado das betacianinas foi observado no extrato aquoso da casca do ecétipo roxo, ao
passo as betaxantinas estavam em maior concentragdo no extrato aquoso da casca do

ecotipo laranja.

Apds uma extracao prévia por SSDM (sea sand disruption method), os compostos
foram separados e identificados por LC-ESI-MS/MS (Liquid Chromatography-
Electrospray lonization - Tandem Mass Spectrometry). Os compostos, maioritariamente
nas cascas dos dois ecatipos, incluiram o acido eucémico, acido ferulico, feruloil-glucose,
e os derivados de flavondides (quercetina-O-glicosideos e isoramnetina-O-glicosideos).
Para as betalainas foi possivel identificar betanina, isobetanina e indicaxantina,

maioritariamente no ecotipo roxo.

Foi também quantificada a capacidade antioxidante atraves dos métodos de
captacdo de radicais ABTS [2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acide] e
da capacidade de reducdo do Mo(V1) a Mo(V). Para ambos os métodos, observou-se uma

maior atividade para o extrato aquoso da casca do ecotipo roxo.

Os extratos aquosos do ecOtipo laranja apresentaram a melhor capacidade de

inibicdo da enzima acetilcolinesterase.

Os resultados permitem concluir que a casca do fruto Opuntia ficus-indica é a

parte do fruto mais promissora em termos de compostos bioativos.

Palavras Chave: Opuntia, Fenois, Betalainas, LC/MS, Ecotipo, Atividade



Abstract

The aim of this study was to characterize physically [length, diameter, weight,
firmness, color, soluble solids (TSS), initial pH and titratable acidity] and chemically
(identification and quantification of phenols and betalains] the peel and pulp of two
ecotypes of Opuntia ficus-indica fruit, and evaluate the antioxidant capacity and
inhibition of acetylcholinesterase. For most of the parameters evaluated, purple ecotype
showed higher values compared to orange ecotype.

After extraction of some bioactive compounds of the pulp and peel of both
ecotypes, were quantified total phenols and betalains. The highest value of total phenols
was observed in extracts from the peel of both ecotypes. The highest content of
betacyanins was observed in aqueous extract of the purple peel ecotype, while the
betaxantinas were in higher concentration in the agueous extract of the orange peel
ecotype.

After a pre-extraction SSDM (sea sand disruption method), the compounds
were isolated and identified by LC-ESI-MS/MS (Liquid Chromatography-Electrospray
lonization - Tandem Mass Spectrometry). The compounds, mostly in the peels of the two
ecotypes, included eucomic acid, ferulic acid, feruloyl glucose, and derivatives of
flavonoid (quercetin-O-glycosides and isorhamnetin-O-glycosides). For betalains were
identified betanin, isobetanin and indicaxantin, mostly in purple ecotype.

It was also quantified antioxidant capacity by the capturing radicals method
ABTS [2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acide] and reduction capacity
of Mo(VI1) to Mo (V). For both methods, there was more activity in aqueous extract of
the of the purple peel ecotype.

The aqueous extract of orange ecotype showed the best ability to inhibit the
enzyme acetylcholinesterase.

The results showed that the peel Opuntia ficus-indica fruit is the part with the

most promising result in terms of bioactive compounds.

Key Words: Opuntia, Phenols, Betalains, LC/MS, Ecotype, Activity
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1.Introducéo

“O Homem sempre utilizou os produtos naturais, em particular as plantas, como
meio de tratamento das suas doencas, e, ainda hoje, 0 emprego de medicamentos a base

de plantas ¢ muito importante em muitas regides do mundo...”™!

Nos ultimos tempos, tem-se assistido a um maior desenvolvimento e interesse pela
fitoterapia,l) que constitui uma ajuda nos cuidados primarios de saide e um possivel

complemento terapéutico.[!!

Hoje em dia, a fitoterapia passou a ter um maior controlo ao nivel da qualidade,
eficacia e seguranca, porque se verificou um aumento da investigacdo e da existéncia de
legislacdo adequada de medicamentos a base de plantas, que anteriormente ndo existia,

uma vez que se fundamentava apenas no uso tradicional.?

Na moderna industria farmacéutica, as plantas tém contribuido para a obtencéao de
medicamentos atraves do isolamento de substancias de natureza quimica bem definida e
com atividade farmacoldgica, para além da simples obtencdo de medicamentos a base de
plantas. Este isolamento de compostos farmacologicamente ativos acontece através de
processos extrativos apropriados M, e sempre que a sintese quimica néo consiga prepara-

los a um prego inferior ao do preco extrativo a partir de plantas.!

Os estudos sobre a identificacdo de constituintes de plantas que possam levar a
producdo de novos medicamentos sdo levados a cabo por indmeras InstituicGes
Universitérias e Centros de Investigacdo, embora a descoberta de um novo composto seja
cada vez mais dificil, uma vez que o numero de compostos ativos existentes é muito
elevado, estando o acesso limitado a grandes Laboratdrios capazes de suportar o elevado

investimento necessario. [*!

“A escolha da planta a estudar deve basear-se, essencialmente, na prospecéo feita
sobre as informacgdes populares e bibliograficas do seu uso, embora, apds a sua
identificacdo botanica se possa, pela posicdo filogenética da planta, obter dados

complementares uteis para justificar essa escolha a custa de pesquisa bibliografica.” [l

Estudos recentes retratam a planta Opuntia ficus-indica, como uma fonte de
compostos bioativos, com aplicacdes nutricionaisi! e farmacoldgicas,® e revelam
interesse nas suas diversas propriedades, destacando-se assim como a planta mais

estudada, utilizada e difundida nas regides semi-aridas®! da América do Sul e Central.l’]



Sendo esta planta um cato, € caracteristica de zonas quentes, sendo notavel a sua
capacidade em crescer e prosperar em ambientes de stress para a maioria das plantas.[’]
Possui também, uma boa capacidade de absorver e armazenar &gua, mesmo em situagdes
de escassa precipitacdo, devido ao seu sistema de raizes pouco profundo e muito
difundido.

A planta pertence a familia das Cactaceas,® e contém cerca de 130 géneros e 2000
espeécies, sendo o género Opuntia um dos mais importantes devido as suas diversas
aplicacdes. Esta tem elevada importancia na economia agricola, uma vez que € um recurso
valioso, especialmente em periodos de seca. [l Em Portugal é subespontanea em sebes e
valados, sendo cultivada para a formag&o de sebes artificiais.®!

Pode ter vérias denominagdes tais como Cacto-dos-“figos”-da-india, figueira-da-
barbaria, nopal, nopéalea, tabaios,® figueira-da-india, tuna, figuera-de-mor, e indiapicol®.
Do ponto de vista morfoldgico, esta pode ser dividida em raiz, parte vegetativa, fruto e
flor. A parte vegetativa corresponde aos cladddios, que consistem em caules modificados,
que substituem as folhas na sua funcédo fotossintética. Estes possuem uma forma ovoide
com cerca de 18-25 cm de comprimento, e além da sua funcéo fotossintética, também tém

como funcéo o armazenamento de agua.t!

No entanto, o fruto tem ganho notoriedade devido aos seus beneficios nutricionais
61 e diferentes agbes farmacoldgicas,™ sendo rico em compostos bioativos antioxidantes
tais como as betalainas, os polifendis e o acido ascorbico. Os seus extratos tém
demonstrado diferentes atividades, tais como, atividades antiulcerativas, antioxidantes,
anticancerigenas, neuroprotetoras, hepatoprotetoras e antiproliferativas,™ justificando
assim o tema da seguinte dissertacdo, uma vez que esta tem como objetivo, um melhor
conhecimento da composi¢do quimica e da atividade antioxidante do fruto da espécie

Opuntia-ficus-indica.



2. Caracterizacéo do fruto Opuntia ficus-indica (L.) Mill

2.1 Descricdo morfologica do fruto Opuntia ficus-indica (L.) Mill

O fruto da espécie Opuntia ficus-indica, também conhecido como “cactus pear
fruit”, “prickly pear” [ ou “figo da india”, tem uma morfologia idéntica & de uma baga
oval e alongada, com um pericarpo grosso® e pequenos espinhos de celulose quase
cristalina. Possui um comprimento de cerca de 4,8-10 cm, e largura de 4 a 8 cm.[®l O peso
pode variar entre 100 e 150 g, dependendo da origem, variedade, e condicdes edafo-
climaticas.[®! Deste peso, cerca de 30 a 40 % corresponde ao peso da casca, que Nnos
estadios de desenvolvimento iniciais adquire uma cor esverdeada, podendo adquirir
posteriormente diversas cores, tais como, branco esverdeado, amarelo, laranja, vermelho,

plrpura, amarelo-arroxeado, roxo e castanho.!®!

A polpa € a parte comestivel do fruto e é essencialmente composta por agua (84-
90%) e agucares redutores (10-15%).5%! Esta corresponde a cerca de 45% do peso total do
fruto, e tendo em conta as caracteristicas organoléticas, a polpa é doce, gelatinosa, muito
aromatica quando madura, translicida e possui inUmeras pequenas sementes que

correspondem entre 5 a 15 % do fruto.[®

As sementes do fruto possuem variac@es significativas na sua forma, tamanho,
estrutura, caracteristicas embrionarias e cor. Estas apresentam uma grande variacdo em
namero de fruto para fruto, desde uma a cinco sementes, a mais de 2000 por fruto. Esta
variacdo pode ser observada entre espécies, dependendo de determinados fatores, tais

como, a idade, o tamanho e o nimero de flores da planta.r®!

As figuras 2.1, 2.2 e 2.3 representam o fruto da planta Opuntia ficus-indica,

demonstrando a sua diversidade morfolégica.



Figura 2.3 — Representagio da polpa e casca de varios ecétipos do fruto Opuntia-ficus-indical*?



2.2 Composicao quimica do fruto Opuntia ficus-indica (L.) Mill

O fruto Opuntia é conhecido por ser fonte de uma grande variedade de compostos
nutricionais, cujas concentraces podem variar consoante o clima, o local de cultivo e 0

ecotipo.B

Os Quadros 2.1, 2.2 e 2.3, representam uma compilacdo de alguns dos
constituintes do fruto, incluindo a analise mineral. A polpa do fruto possui
significativamente menos proteina, mais hidratos de carbono sollveis em etanol e menos
fibras, quando comparada com a casca e as sementes. O teor de proteina do fruto
liofilizado é baixa (5,3% a 11,3%), comparativamente a certas plantas leguminosas, mas
semelhante aos teores encontrados em cereais, batata-doce, mandioca e inhame. O teor
de fibras do fruto situa-se entre 20,5% e 54,2%, e é significativamente diferente entre a
polpa, casca e sementes, 0 que pode fazer do fruto uma boa fonte de fibra. O componente
mais abundante da polpa e casca do fruto sdo os hidratos de carbono soltveis em etanol.
Estes constituem mais de 50% da polpa, e cerca de 30% da casca (Quadro 2.1). A polpa
possui elevadas quantidades de glucose e frutose, comparativamente a casca e as
sementes. A casca contém essencialmente glucose, e também pequenas quantidades de
sacarose e frutose. Os agucares sacarose, glucose e frutose (Quadro 2.2) estdo ausentes
nas sementes, e outros agucares, tais como a rafinose, estaquiose e galactose, conhecidos
por causar desconforto intestinal, estdo ausentes nas trés partes do fruto. A presenca de
quantidades significativas de frutose e glucose na polpa e casca, tornam o fruto uma fonte

natural de aglcares, e consequentemente uma boa fonte de energia.l**!

Relativamente a analise mineral, a casca contém elevadas quantidades de célcio,
potéssio, magnésio e manganés, embora a polpa possua maior quantidade de ferro que a
casca. As sementes sdo ricas em fosforo e zinco (Quadro 2.3). Estas quantidades de
minerais, nas diferentes partes do fruto, podem estar relacionadas com o conteudo destes
elementos no solo. As quantidades de minerais detetadas nas diferentes partes do fruto,
podem fazer deste um bom suplemento mineral para sumos, ou outros alimentos

comerciais.®!

De acordo com a revisdo feita por Alves et al.[®l, os mesmos verificaram que
enquanto alguns autores referiam o fruto como uma importante fonte de célcio e fosforo,

outros destacavam-no mais como fonte de magnésio e potassio.



Quadro 2.1 — Composicao da polpa, casca e sementes do fruto Opuntia ficus-indica (%m/m, matéria
seca)t?l

Polpa (%om/m) Casca (%om/m) Sementes (Y%om/m)

Proteina 5,13+0,29 8,30+0,90 11,80+1,17
Azoto ndo proteico 0,025+0,002 0,024+0,001 0,012+0,003
Lipidos 0,97+0,06 2,43+0,32 6,77+0,51
Fibras totais 20,5+0,94 40,8+1,32 54,2+1,06
Cinzas 8,50+0,82 12,1+1,46 5,9+1,25
Hidratos de carbono 58,30+0,45 27,610,21 1,59+0,21
sollveis em etanol

Amido 4,55+0,24 7,12+0,60 5,35+1,14

Quadro 2.2 — Composicao de hidratos de carbono da polpa, casca e sementes do fruto Opuntia
ficus-indica (% matéria seca)[*l

Polpa (%om/m) Casca (%om/m)  Sementes (Yom/m)
Sacarose 0,22 2,36 0
Glucose 35,0 21,0 0
Frutose 29,6 2,89 0

Quadro 2.3 — Composicdo mineral da polpa, casca e sementes do fruto Opuntia ficus-indica (mg/100g,
matéria seca)[*l

Polpa (mg/100g) Casca (mg/100g) Sementes (mg/100g)

Ca 163 2090 258
Mg 76,1 322 208
Na 1,77 <0,85 <0,83
K 559 3430 275
P 0,063 0,064 110
Fe 16,5 8,31 12,1
Cu <0,78 <0,85 <0,83
Zn 1,55 1,70 4,16
Mn 6,99 72,9 <0,83
Mb <0,31 <0,34 <0,33

Véarios aminoacidos sdo encontrados no sumo do fruto, e nos cladédios, como
demonstra o Quadro 2.4. Verifica-se que o fruto possui elevados niveis de aminoacidos,
especialmente serina, prolina e taurina.®® Comparando ambos, fruto e cladédios, é

possivel verificar que o sumo do fruto se destaca como principal fonte de aminoacidos.



Quadro 2.4 — Aminoéacidos livres presentes nos cladédios (L-aminoacidos) e polpa de fruta da espécie

Opuntia ficus-indica !

Peso do fruto fresco

Aminoacidos
Alanina
Arginina
Asparagina
Acido Asparaginico
Acido Glutamico
Glutamina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina

Lisina
Metionina
Fenilalanina
Serina

Treonina
Tirosina
Triptofano
Valina

Acido a-aminobutirico
Carnosina
Citrulina
Ornitina

Prolina

Taurina

Cladodios (g/100g)
0,6

2,4

1,5

2,1

2,6

17,3

0,5

2,0

1,9

1.3

2,5

1,4

1,7

3,2

2,0

0,7

0,5

3,7

N&o disponivel
Né&o disponivel
N&o disponivel
Né&o disponivel
N&o disponivel
Né&o disponivel

Sumo do fruto (mg/L)
87,2

30,5

41,6

Né&o disponivel
66,1

346,2

11,33

45,2

31,2

20,6

17,4

55,2

23,3

1745

13,3

12,3

12,6

39,4

11

5,9

16,3

Né&o disponivel
1265,2

434,3

No Quadro 2.5, verifica-se que a vitamina C predomina comparativamente as

restantes vitaminas detetadas quer na polpa, quer nos cladddios,™ e segundo certos

autores, os teores de vitamina C sio elevados e equiparado aos da laranja e do lim&o.[®

Foram reportadas apenas quantidades vestigiais de niacina (vitamina Bs), riboflavina

(vitamina B) e tiamina (vitamina B1), na polpa do fruto. A vitamina lipossolavel,

vitamina E (tocoferol) e os p-carotenoides, foram também identificados.!



Quadro 2.5 — Vitaminas e Antioxidantes presentes nos cladddios e polpa do fruto, da planta Opuntia

Spp.[5]
Peso do fruto fresco (por 100 g)
Componentes Cladodios Polpa do fruto
Acido Ascorbico 7-22 mg 12-81 mg
Niacina 0,46 mg Quantidades vestigiais
Riboflavina 0,60 mg Quantidades vestigiais
Tiamina 0,14 mg Quantidades vestigiais
Carotendides totais 11,3-53,5 ug 0,29-3,37 ¢
e [-carotenos N&o disponivel 1,2-3,0 ug
Vitamina E total N&o disponivel 111-115 pg
Vitamina K Né&o disponivel 53 ug
Flavonoides:
e Derivados canferol Né&o disponivel 0,11-0,38 g
e Derivados Né&o disponivel 0,98-9 g
quercetina
e Derivados N&o disponivel 0,19-2,41 ¢

Iso-ramnetina

Os flavondides (Figuras 2.4 e 2.5) sdo moléculas de baixo peso molecular que se
encontram ampla e maioritariamente presentes em toda a parte aérea das plantas. Estes
encontram-se muitas vezes hidroxilados nas posi¢es 3,5,7,3",4", e 5", como demonstra a
Figura 5. Quando estes formam heterdsidos, a ligacdo glicosidica esta normalmente
localizada na posicéo 3 ou 7, e as oses que normalmente se formam s&o a L-ramnose, D-

glucose ou di-holésidos de glucose e ramnose.[*4]

O O
I I O
(0]

Flavanona (incolor) Isoflavanona Isoflavona (incolor)
‘illji‘
Flavanol (amarelo) Isoflavanol Flavona (amarelo)
o} o.__0 X O
o0 o
¥ Pz
” OH
Benzo-g-pirona Cumarina Antocianidina

(vermelho, azul, violeta)

Figura 2.4 — Estruturas quimicas das principais classes de flavonoides e compostos relacionados !



OH O

Quercetina (R'=0H; R*=H)

Canferol (R'=R?=H)

Isoramnetina (R'=OCH,; R*=H)
Figura 2.5 — Estrutura bésica da flavona [ e alguns exemplos de flavonois [*%

Vaérios autores referem o fruto Opuntia ficus-indica, como uma nova fonte de
6leos vegetais, embora, a quantidade de 6leo extraida das sementes seja muito superior,
quando comparada com a quantidade de dleo extraido da polpa e casca. Ambos os 6leos
sdo uma fonte rica de &cidos gordos essenciais e esterois, sendo o acido linoleico, assim
como o f3-sitosterol e campesterol, 0s maiores constituintes, respetivamente. De modo a
evitar a oxidacdo destas fracdes lipidicas, estdo presentes as vitaminas lipossoluveis a, f3,
d, y-tocoferol, vitamina k1 e B-caroteno, que atuam como antioxidantes naturais. Esta
constituicdo lipidica varia, assim como os restantes componentes, com o tipo de fruto
cultivado, grau de maturacdo, processamento da fruta e condi¢Ges de armazenamento da

mesma.[®!

As betalainas sdo pigmentos naturais vacuolares ! e hidrossoluveis, presentes em
familias de plantas da ordem das Cariofilales, incluindo as Cactaceae. Encontram-se
divididas em duas familias, nomeadamente, as betacianinas e as betaxantinas, e ambas
possuem um anel acido betaldmico na sua estrutura base.l'®! A natureza do residuo
adicionado determina a classificacdo. No caso das betacianinas, sdo adicionados
derivados do acido hidroxicindmico, ou aclcares, e no caso das betaxantinas, sdo
adicionadas aminas ou aminoacidos. As betacianinas e as betaxantinas, possuem um
méximo de absorgao por volta dos 540 e 480 nm, respetivamente.!*®! Sdo conhecidas por
serem corantes alimentares naturais, e ao contrario de outros pigmentos naturais, a sua
estrutura é relativamente estavel dentro de um intervalo grande de pH, entre 4 e 7.1 0
acido betalamico, assim como as principais betalainas, existentes no fruto Opuntia ficus-

indica encontram-se representados na figura 2.6.
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Figura 2.6 — Acido betalamico e betalainas predominantes no fruto Opuntia ficus-indica [18

2.3 Potencial bioldgico do fruto Opuntia ficus-indica (L.) Mill

Nos Gltimos anos tem-se assistido a um aumento da procura e do estudo de
compostos que possuem a capacidade de contrariar danos provocados pela toxicidade do
meio ambiente e prevenir o desenvolvimento de diversas patologias. Com isto, diferentes
tipos de frutos e plantas tém vindo a ser avaliados e reconhecidos como valiosas fontes
nutricionais e farmacéuticas, que providenciam beneficios para a satde que incluem a

prevencéo e/ ou tratamento de doengas cronicas.”!

O fruto Opuntia hd muito que é conhecido na medicina tradicional por ajudar no
tratamento de uma série de patologias como Ulceras, dispneia, glaucoma, assim como
patologias hepaticas, feridas e fadiga. Diferentes estudos utilizaram variedades europeias
e asiaticas do fruto, e demonstraram uma notavel atividade antioxidante que reduz
significativamente o stress oxidativo em doentes e que pode ajudar a prevenir patologias
cronicas.[®! No entanto, a maioria da informacéo relativa a estudos farmacoldgicos refere

maioritariamente os cladddios, comparativamente ao fruto.[!
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2.3.1 Efeito anticancerigeno

Estudos recentes sugerem que o extrato aquoso do fruto Opuntia inibe a
proliferacdo de células cancerigenas humanas cervicais, ovaricas, e da bexiga, in vitro, e
suprime o crescimento do tumor nos ovarios de ratos, in vivo. Esta inibicdo esta
dependente da dose e do tempo em culturas de células cancerigenas in vitro. A
administracdo intra-peritoneal do extrato no rato ndo afetou o peso corporal do animal, o
que indica que o fruto nao possui efeito toxico significativo em animais. Mais importante,
é o facto da inibicdo do tumor ser comparavel com o composto N-(-4-hydroxyphenyl)
retinamida (4-HPR), que é utilizado como agente quimiopreventivo, no cancro do

ovario.[®! [19]

A inibic&o do crescimento de culturas de células cancerigenas estd associada a um
aumento de células apoptdticas, a um aumento da quantidade de células na fase G1 do
ciclo celular e consequentemente a uma diminuicdo da quantidade destas na fase S. Além
disso, foi examinada a expressao do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), de
anexina IV e do maior supressor tumoral Ps3. Na presenca do extrato do fruto observou-
se um aumento da expressao de anexina IV, uma notavel diminuigéo da expressdo VEGF

e uma ligeira diminuicao da expressio de Ps3.[°1 9]

O mecanismo de a¢do, assim como 0s componentes atraves dos quais o extrato do
fruto exerce aqueles efeitos, ainda ndo sdo conclusivos, sendo por isso necessaria uma
investigacdo mais aprofundada, de modo, a identificar o potencial componente ativo e o

respetivo mecanismo de acéo. [°]

Santillan et al. [®1 demonstraram que o sumo obtido por uma variedade do fruto,
previne significativamente danos provocados pelo composto metanosulfonato de metilo
(MMS), em ratos, através da diminuicdo da formacdo micronucleica. Este composto é um
agente alquilante que possui propriedades mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas.
O estudo refere que a protecédo associada ao sumo podera estar associada ao mecanismo

antioxidativo sinérgico entre betalainas e flavonoides.

2.3.2 Efeito antioxidante

As espécies reativas de oxigenio ou “reactive oxygen species” (ROS) e de azoto

“reactive nitrogen species” (RNS) sdo constantemente formadas como parte do normal
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funcionamento celular, associado a respiracdo aerdbia, processos patologicos, e a
exposicdo toxica a fatores ambientais da célula, durante o seu ciclo de vida. Estas espécies
podem danificar uma vasta gama de biomoléculas essenciais, incluindo &cidos nucleicos
(DNA/RNA), proteinas, lipidos e hidratos de carbono. O desequilibrio entre aquelas
espeécies e 0s mecanismos de defesa antioxidantes, leva a uma modificacao oxidativa em
membranas celulares ou moléculas, causando patologias degenerativas, incluindo

envelhecimento, cancro, arteriosclerose, e patologias cardiacas.?"

A presenca de varios compostos antioxidantes no fruto Opuntia, tais como acido
ascorbico, carotenoides, glutationa reduzida, cisteina, taurina, flavonoides como a
quercetina, canferol, e isorramnetina foi detetada nos frutos de diferentes variedades do
cato Opuntia.®! Tais compostos podem interferir com o processo oxidativo, através da
eliminacdo de radicais livres, formacdo de complexos com metais livres cataliticos, e
atuando como eliminadores de oxigénio singleto, contribuindo assim, para a manutencao

da saude, através da acio contra os danos oxidativos causados pelas ROS e RNS.[2]

Siriwardhana et al.”?! demonstraram que um extrato do fruto, resultante de uma
extracdo com metanol e acido acético (8:2), com uma concentracdo de 0,1 mg/mL, podera
reduzir a espécie reativa, peroxido de hidrogenio, que induz danos ao nivel do DNA de

linfécitos periféricos humanos.

Jé as betalainas, também tém demonstrado efeitos benéficos na regulacédo de vias
dependentes de reacdes redox envolvidas no crescimento celular e inflamacédo, ndo se
tendo verificado qualquer sinal de toxicidade em humanos.®! Gentile et al.,[?%
demonstraram que as betalainas, betaninas e indicaxantinas, podem ligar-se a proteinas

de baixa-densidade (LDL), inibindo a sua oxidacéo.

Os polifenois sdo antioxidantes com propriedades bem conhecidas, tais como,
cardioprotetora, anticancerigena, antiviral e antialergénica. Estes sdo também potenciais
modeladores da ativacdo dos fatores de transcricdo e da proteina tirosina cinase,
provavelmente devido ao aumento de ido célcio intracelular, que induz a ativacdo de
varias proteinas e fatores de transcri¢do envolvidos na transcrigdo de genes, levando a

ativaco e proliferacdo de linfocitos T.[2%]
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2.3.3 Efeito anti-inflamatorio

Segundo Allegra et al. 241, a betalaina, indicaxantina, extraida do fruto Opuntia,
possui uma marcada atividade anti-inflamatéria e um grande potencial terapéutico, por
inibir a libertacdo de PGE2 (porstaglandina-2), NO (monoxido de azoto), IL-1b e TNF-a
induzidos pela carragenina em ratos injetados com carragenina. A indicaxantina também
diminuiu o volume de exsudado no local da inflamagdo, em ratos injetados com
carragenina. Esta mucilagem é um agente inflamatorio, utilizado para analisar os efeitos
de farmacos anti-inflamatorios, que provoca reacdes inflamatdrias reprodutiveis. Neste
estudo, foi suprimida praticamente toda a resposta inflamatdria com uma concentragédo

de extrato de 2 umol/kg, dai a sua eficacia ser dose-dependente.

A atividade anti-inflamatoria e os efeitos exibidos por polifendis in vitro, sdo
frequentemente diminuidos, ou até mesmo perdidos, in vivo, devido a sua fraca absorcao
e metabolizacdo. Além disso, algumas dietas ricas em alguns constituintes tais como
polifendis, caratendides, fitosterois, etc, realizadas com o objetivo de modular a resposta
inflamatdria, apenas sdo efetivas quando administradas intraperitonealmente, ou
administradas oralmente em doses muito elevadas, de modo a ser obtida a
biodisponibilidade pretendida. A indicaxantina, contrariamente a outros compostos,
possui uma elevada biodisponibilidade em humanos, e ndo parece ser metabolizada,
durante a digestdo, ou no figado, uma vez que ap6s absorcao é recuperado no plasma sem

ter sofrido alterac&o.[>*!

Segundo Gentile et al. %21, em resposta a um estimulo inflamatério, mediado
principalmente pela citocina, fator de necrose tumoral (TNF-a), sdo ativadas células
endoteliais vasculares, que expressam moléculas de adesao celular da super familia das
imunoglobulinas Ig, nomeadamente a molécula de adesdo intercelular (ICAM-1),
presente em todos os tipos de células a excecao dos glébulos vermelhos. A sua expressao
tem como finalidade o recrutamento de leucdcitos ativos, que vao permitir a defesa contra
microrganismos e a sobrevivéncia do tecido. O mecanismo de a¢do do TNF-a depende,
no entanto, da producdo de ROS, que permitem a ativacdo de dois fatores de transcri¢cao
NFk-B, e AP-1. De acordo com este estudo, ambos 0s pigmentos betanina e betaxantina,

s&o capazes de inibir a molécula ICAM-1, diminuindo assim a resposta inflamatoria.!??!
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2.3.4 Efeito hipoglicemiante

Recentemente o cato Opuntia, esta entre os produtos mais recomendados pelos
herbalistas italianos, para reduzir eficazmente a glicémia. Alguns estudos tém
demonstrado a atividade hipoglicemiante do extrato do cato Opuntia em ratos nédo
diabéticos, com diabetes induzida, ou em humanos diabéticos.?!

Segundo Hassan et al. %1, o tratamento de ratos diabéticos com uma ou mais doses
de sumo do fruto, reduz significativamente os niveis de glucose serica e de colesterol
total, quando comparados com os grupos de controlo. O melhor tratamento verifica-se
com doses repetidas do sumo. O efeito hipoglicemiante das plantas pode ser devido a
presenca de substancias “insulina-like”, da estimulacdo de células B para produzir mais
insulina, do aumento da a¢do da insulina e da sua ligagdo a outras moléculas, do aumento
do metabolismo da glucose, da presenca elevada de fibras que interferem com a absorgéo

de hidratos de carbono, e do efeito de regeneracdo no tecido pancreatico.

2.3.5 Efeito nas lipoproteinas plasmaticas

Segundo Hassan et al. [?°) os niveis séricos da lipoproteina de alta densidade
(HDL), em ratos diabéticos aumenta consoante 0 nimero de doses de sumo do fruto,
sendo uma vantagem, uma vez, que esta lipoproteina é responsavel pelo transporte de
colesterol dos tecidos periféricos para o figado, de modo a ser metabolizado. Isto faz com
que o sumo do fruto tenha potencial para prevenir a arteriosclerose e doencas cardiacas

coronarias.

2.3.6 Outros efeitos

Partes da planta Opuntia, como o fruto, cladddios e flores, tém vindo a ser
tradicionalmente utilizadas na medicina tradicional para tratar patologias, tais como,
Ulceras, alergias, fadiga e reumatismo, e como agente diurético e antidrico. Efeitos
apaziguadores dos sintomas de ressaca alcodlica tém sido reportados recentemente, e
associados a diminuigéo da resposta inflamatdria apds consumo excessivo de alcool. De
todos os extratos contendo flavondides, de cladodios e frutos, o flavondide 3-metil

quercetina aparenta ser o neuroprotetor mais eficaz.[!
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Recentemente, foi reportado o efeito protetor do sumo do fruto contra o
tetracloreto de carbono (CCls), que induz hepatotoxicidade em ratos. Este efeito foi
verificado através da diminuicdo das transaminases, nomeadamente das
aminotransferases de alanina e aspartato, em ratos tratados com CCls, ap6s administracdo

do sumo.[8

3. Materiais e métodos
3.1 Amostra

Os ecotipos laranja e roxa, do fruto Opuntia ficus-indica (L.) Mill séo provenientes
de uma explora¢do situada no Sabugueiro, cujo produtor é o Sr. Paulo Ramos e foram
colhidos em Agosto de 2015, tendo sido posteriormente conservados em caixas de fruta,
a umatemperatura entre 15-18 °C. As plantas séo de origem Siciliana e 0 pomar tem cerca

de 3 anos, tendo sido plantado a Julho de 2013.

Os frutos foram enviados para a Universidade do Algarve, uma semana apés a
colheita, onde foram selecionados e realizadas as primeiras analises homeadamente a
observacdo morfoldgica, cor (CIELa*b*), firmeza, o teor de sélidos soltveis (Brix°) e a
acidez titulavel. As restantes analises foram realizadas apds a conservacéao dos frutos a -
80°C.

3.2 Reagentes

O acido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzo6ico] (DTNB ou reagente de Ellman), enzima
acetilcolinesterase (tipo VI-S) da Electrophorus electricus, iodeto de acetiltiocolina
(ACTI), fostato trissodico, e o &cido (*)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-
carboxylic (Trolox®) foram obtidos pela Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). O
reagente Tris-HCI foi obtido pela VWR Chemicals (Lovania, Bélgica). O acido cloridrico
37%, e 0 acido sulfurico 95%, foram obtidos pela Fisher Scientific (Loughborough, Reino
Unido). O reagente metanol (99,86%) foi obtido pela Chem-Lab (Zedelgem, Bélgica). O
molibdato de amonio, o hidréxido de sodio, e o carbonato de sodio anidro, foram obtidos
pela Pronalab (Lisboa, Portugal). O reagente Folin-Ciocalteu foi obtido pela Merck
(Darmstadt, Alemanha). O acido galhico foi obtido pela Riedel-de-Haen (Seelze,

Alemanha). O reagente ABTS [2,29-azinobis-(3ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)],
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foi obtido pela Panreac Quimica (Barcelona, Espanha). O reagente perssulfato de
potéssio, foi obtido pela ACROS Organics (Nova Jersey, USA).

Para a analise em HPLC-MS, o reagente n-hexano foi obtido pela LabScan
(Dublin, Irlanda). O reagente metanol (LiChrosolv, HPLC grau de gradiente), obtido pela
Merck (Darmstadt, Alemanha). O metanol e o acetonitrilo, para gradiente HPLC, foram
obtidos pela VWR Chemicals (Lovania, Bélgica). O acetato de etilo foi obtido pela
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha) e o cloroférmio pela Panreac Quimica (Barcelona,
Espanha). O padréo rutina a 97% foi obtido pela ACROS Organics (New Jersey, USA).
A agua foi obtida pelo sistema Millipore Milli-Q (Bedford, MA, EUA). A areia foi
colhida na praia de Faro, em Faro, e previamente analisada, de modo a verificar, se era

essencialmente constituida por quartzo, em vez de conchas e pedras.

3.3 Propriedades fisico-quimicas e observacdo morfoldgica do fruto Opuntia
ficus-indica (L.) Mill

3.3.1 Observacdo morfol6gica

Foram escolhidos 30 frutos da espécie Opuntia ficus-indica e observados os dados
correspondentes ao comprimento (mm), didmetro (mm), peso da polpa (g), peso da casca
(9); calculada pela equacdo: peso total (g) - peso polpa (g), e firmeza (N), determinada
através de um texturometro, com um émbolo cilindrico de 11 mm, a uma profundidade
de 7 mm (Chatillon Force TCD 200 e Digital Force Gauge DFIS 50 Largo, FL, EUA).

A cor foi determinada através de um colorimetro (CR-300 series, CE Minolta,
Japdo), que analisa a cor e classifica-a numericamente quanto ao brilho, cor e saturacao.
O aparelho foi previamente calibrado numa superficie branca de acordo com padr&es pré-
estabelecidos (x = 0.3133; y=0.3193; Y= 93.0), na escala de classificacdo CIELab (L*,
a*b*), em que L*, representa o grau de luminosidade e compreende o branco (L*=100) e
o preto (L*=0). O parametro a* varia entre o verde (-a*) e o vermelho (+a*), e 0 parametro
b* caracteriza desde a cor azul (-b*), a cor amarelo (+b*). Posteriormente foi calculado o
Chroma (C*) que representa a saturacao da cor ou intensidade e o angulo Hue (h°), que

foram calculados a partir dos valores de a* e b*, através das formulas: [>']

H h = SE > 0;arct (—*> X 180 rct b X —1 180
*) = * : . * @ *
ue(h *) (a ; arc tan " 3141 ;arctan(b * a %) 3141 +
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Croma(C *) =+ a **>+ b *2

Posteriormente foram colocadas em seis copos, pequenas por¢des com cerca de
10 g ao todo, de frutos diferentes, nomeadamente trés copos com porcdes de casca e trés
copos com porcdes de polpa. Cada copo funcionou como uma repeticdo. De seguida,
foram adicionados 10 mL de &gua desionizada a cada copo, e macerou-se com 0
ultraturrax (IKA, Starfen, Alemanha), de modo, a homogeneizar. Seguidamente, a
amostra foi centrifugada a 5000 rpm, durante 5 min, e o sedimento descartado. O
sobrenadante obtido foi utilizado para a determinacdo do pH inicial através de um
potenciémetro Basic 20 (Crison, Barcelona, Espanha), previamente calibrado com

tampdesapH 4e7.

3.3.2 Determinacio do teor de solidos soltveis (Brix°)

O teor de sdlidos soltveis da polpa do fruto foram medidos com um refratometro
(Model PR-100, Atago Co., Téquio, Japdo), juntando uma gota de sumo sobre o

refratdmetro, & temperatura ambiente, e expressos em % Brix°.[2]

3.3.3 Quantificacdo da acidez titulavel

As amostras foram tituladas com 0,1 M de NaOH até pH 8,2. A acidez titulavel

foi expressa em equivalentes de acido citrico.[?]

3.4 Preparacao e extracao do fruto Opuntia ficus-indica (L.) Mill

Uma vez separada manualmente, a polpa e a casca do ecotipo laranja e roxo do
fruto, foram formados trés replicados de cada uma. De seguida, foram colocadas a -80°C,
e posteriormente no liofilizador (Labconco Freezone 6 plus, Cidade de Kansas, EUA).

Ap0s a desidratacdo completa das amostras, procedeu-se a realizacdo de duas

extracOes diferentes, cada uma utilizando dgua e metanol a 50%, como solvente.
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Na primeira extracdo, pesaram-se inicialmente, 0,1 g de cada amostra, a qual se
adicionaram 10 mL de agua desionizada. De seguida, procedeu-se a agitacdo no vortex
durante 2 minutos, e centrifugou-se numa microcentrifuga (HETTICH UNIVERSAL 320
R Benchtop, Tuttlingen, Alemanha), a 12000 rpm, durante 15 minutos a 15°C. O
sedimento foi descartado e repetiu-se a centrifugacdo com o sobrenadante obtido
anteriormente, de maneira a substituir a filtrac&o, e tornar a solugdo mais limpida.’?l O
sobrenadante obtido foi devidamente rotulado e conservado para posterior analise. Esta

extracao foi repetida, mas utilizado metanol a 50%, como solvente.

Na segunda extracdo, pesou-se 1 g de cada amostra a qual se adicionou 5 mL de
metanol a 50%. De seguida, macerou-se com o ultraturrax (IKA T18, Starfen, Alemanha)
e depois centrifugou-se duas vezes a 5000 rpm, durante 5 minutos, sendo o sedimento
descartado por duas vezes, e o0 sobrenadante aproveitado e no fim devidamente rotulado
e conservado para posterior analise. Esta extracdo foi repetida, mas utilizando agua
desionizada como solvente, e a amostra suspendida em 10 mL, em vez de 5 mL, como

descrito anteriormente.

3.5 Quantificacdo de compostos bioativos presentes no fruto Opuntia ficus-
indica (L.) Mill

3.5.1 Fendis totais

O teor de polifendis total dos extratos resultantes da segunda extracdo, foi
determinado em triplicado, através da utilizacdo do método colorimétrico Folin-

Ciocalteu, descrito por Singleton e Rossi.%

Foram colocados 20 pL de amostra diluida (1:8, v/v) nos respetivos pocos da
microplaca e seguidamente adicionados 100 L do reagente Folin-Ciocalteau diluido (10
mL Folin-Ciocalteau:90 mL agua) e 80 pL de NaxCOsz (7,59 Ca2C0O3:100 mL agua).
Aguardaram-se cerca de 30 minutos e realizou-se a leitura a 765 nm, no leitor de

microplacas (Tecan Infinite M200, Ménnedorf, Suica).

Para a quantificacdo foi utilizada uma curva de calibragdo atraves de solucdes
padréo de acido galico, com concentracfes compreendidas entre 0,6 e 0,00078 mg/mL.
O teor de polifenois total foi expresso em mg equivalentes de Acido Galico (EAG)/g.

18



3.5.2 Betalainas

O teor de betalainas dos extratos resultantes da primeira extracao, foi determinado
em triplicado, atraves da leitura das amostras diluidas (1:4, v/v) a 535 e 483 nm, de modo
a determinar betacianinas e betaxantinas, respetivamente. Esta leitura foi realizada num
espectrofotometro  UV/Vis (Shimadzu Corporation, UV-160A, Kyoto, Japéo),
previamente programado, com um espetro de absorcdo entre 200 e 700 nm. O teor de

betalainas foi expresso em mg/g.[?°!

3.6 ldentificacdo de compostos bioativos presentes no fruto Opuntia Ficus-
indica (L.) Mill, por HPLC-MS

3.6.1 Extracdo SSDM (sea sand disruption method)

As amostras dos dois ectipos, compostas por casca e polpa em separado, foram
novamente liofilizadas no liofilizador LyoQuest-85 (Telstar, Terrasa, Espanha), ap6s um
periodo de congelamento a -80°C. Apo6s desidratacdo completa, procedeu-se a realizagdo
da extracdo através do método de disrupcao com areia do mar (SSDM: sea sand disruption
method), baseado no método (MSPD: matrix solid phase dispersion), e descrito por

Teixeira et al.3!

A areia do mar foi previamente lavada varias vezes com agua desionizada e trés
vezes com metanol, sendo posteriormente seca antes de ser utilizada. Uma amostra de
casca ou polpa de 0,5 g foi pesada e colocada num almofariz de vidro, com 2 g de areia
do mar. Os materiais foram misturados no almofariz de vidro, de modo a obter uma
mistura homogénea. Adicionaram-se 2 mL de n-hexano e macerou-se até a mistura secar
totalmente. Esta foi transferida para um seringa de plastico de 5 mL, com 3 circulos de
papel de filtro na parte inferior da mesma. Outros 3 circulos de papel de filtro foram
colocados por cima da mistura e lentamente tudo foi comprimido, utilizando o émbolo da

seringa.

Os fenois foram entdo extraidos utilizando 10 mL de uma mistura trifasica de
cloroférmio:metanol:agua (65:10:1, v/v), e a seguir 10 mL de metanol:agua (8:2, v/v).
Todos os extratos foram secos, redissolvidos em 5 mL de &gua, filtrados através de um

filtro PTFE (politetrafluoroetileno) de 0,45 um, e injetados no sistema HPLC.
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Os solventes descritos anteriormente foram baseados num procedimento
otimizado. Durante os ensaios de otimizag&o, foi seguido um procedimento experimental
semelhante, mas com diferentes solventes [1- acetato de etilo, 2- metanol:acetato de etilo
(1:1, viv), 3- metanol:agua (8:2, v/v); 1- acetato de etilo:metanol (1:1, v/v), 2-

metanol:agua (8:2, v/v); 1- metanol:acido acético (99:1, v/v), 2- metanol:agua (8:2, v/V)].

3.6.2 Anélise “high performance liquid chromatography coupled to
photodiode array detector” (HPLC-DAD)

Foi utilizado um sistema HPLC (Surveyor Thermo Finnigan), com um sistema
automatico de colheita de amostras (autosampler), e um detetor Diode Array (DAD). Foi
utilizada uma coluna de fase reversa foi uma Zorbax Eclipse XDB-Cgs (rdpida resolucao,
150 mm x 4,6 mm ID, 3,5 um de tamanho de particula). A temperatura da coluna foi
fixada nos 30°C e a temperatura do tabuleiro de amostras a 27 °C. A separacdo
cromatografica foi realizada com a fase mével constituida por: solvente A — solugédo de
acido formico 0,1% ou 1,5 (v/v); solvente B — acetonitrilo, em que foi utilizado o seguinte
programa de eluicdo: gradiente linear dos 0 aos 60% de solvente B (0-60 min), e de 60 a
80% de solvente B (60-80 min). Volume de injecdo: 10 pL, caudal: 0,2 mL/min. A gama

de comprimentos de onda utilizada foi entre 200-800 nm.

3.6.3 Anélise “liguid chromatography-electrospray ionization - tandem
mass spectrometry” (LC-ESI-MS/MS)

A andlise LC-ESI-MS/MS foi realizada num espectrémetro de massa LCQ Fleet
Thermo Finnigan, equipado com ionizacao por eletrospray e com um analisador de massa
de captura de ibes. Foi controlado pelo software Xcalibur (ThermoFinnigan). As
condigdes de espetroscopia de massa foram: temperatura capilar 300° C, uma tensdo de
5,0 kV, intensidade de corrente 100,0 YA, e voltagem do capilar 14,0 VV no modo positivo,
e -7.0 V no modo negativo. Os analitos foram detetados em modo MS total (100-1500

m/z), no modo positivo e negativo.
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3.7 Determinacéo da atividade antioxidante do fruto Opuntia ficus-indica (L..)
Mill

3.7.1 Método de captacdo de radicais ABTS [2,2’-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acide]

O método de captacdo de radicais ABTS, descrito por Re et al.[*2l, foi utilizado

em ambos 0s extratos, analisada em triplicado.

Para o extrato metandlico da variedade laranja foi utilizada a diluicdo (1:4) para a
casca, e para a polpa a amostra sem dilui¢do. Ja para a variedade roxa foi utilizada a
amostra sem diluicdo para casca e polpa. Relativamente aos extratos aquosos do ecétipo
roxo e laranja, foi utilizada a diluicéo (1:2, v/v) para a casca, e para a polpa a amostra sem
diluicéo.

Inicialmente, juntou-se a solucdo de ABTS (0,19 g: 100 mL agua ultra-pura) com
a solucdo de persulfato de potassio (0.0662 g: 100 mL &gua ultra-pura), e deixou-se
repousar no escuro durante cerca de 16 h. A solucgdo diaria consiste em adicionar alcool

a 96% a solucdo preparada anteriormente até se obter uma absorvancia entre 0,7 e 0,8.

Nos respetivos pogos da microplaca foram colocados 197 pL da solugdo diéria e
foi efetuada a leitura a 735 nm no leitor de microplacas, de modo a determinar o Ao. De
seguida adicionou-se 3 pL de amostra e colocou-se a microplaca no escuro a repousar,
durante 6 minutos. Apo6s o tempo de repouso foi feita a leitura no leitor de microplacas
(Tecan Infinite M200, Mannedorf, Suica) a 735 nm, de modo a determinar o A;. Efetuou-
se o célculo da percentagem de inibicdo, que se expressa pela seguinte formula:

Ag — Ay

0

X 100

Através de solucdes padrdo de Trolox e etanol a 96%, com concentracdes
compreendidas entre 156,25 e 2500 M, e da respetiva curva de calibracdo, quantificou-
se a atividade antioxidante. Esta foi expressa em pmol Trolox/g.

3.7.2 Método de reducdo de Mo(VI) a Mo(V)

O método de reducdo de Mo(VI) a Mo(V), descrito por Prieto et al.*®l foi

utilizado em ambos os extratos, e cada amostra diluida (1:8, v/v) e ndo diluida analisada
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em triplicado. Para os ecotipos roxos de ambos 0s extratos, assim como o ecétipo laranja
do extrato metandlico, foi utilizada a amostra com dilui¢do (1:8, v/v) e para o ecétipo
laranja do extrato aquoso foi utilizada a amostra sem diluig&o.

Foi preparada uma solucéo de molibdato [Fosfato de sodio (28 mM); molibdato
de amoénio (4 mM); acido sulfdrico 10%)], e adicionado 1 mL desta a 25 pL de amostra.
De seguida, colocou-se a solucdo em banho-maria a 95°C, durante uma hora. Apds o
banho deixou se arrefecer e procedeu-se a leitura das amostras a 695 nm, num
espectrofotometro UV/Vis (Shimadzu UV-160A, Quioto, Japéo).

Para a quantificacdo da atividade foram feitas curvas de calibracéo para os extratos
aquoso e metandlico, através de solucdes padrdo de acido ascérbico com concentracdes
compreendidas entre 2,13-0,18 mg/mL, e 2,14-0,48 mg/mL, respetivamente. A
quantificacdo da atividade foi expressa em mg equivalentes acido ascorbico (EAC)/g.

3.8 Capacidade de inibigdo da enzima acetilcolinesterase pelo fruto Opuntia
Ficus-indica (L.) Mill

O método de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, descrito por Mata et al.34,

foi utilizado em ambos os extratos, e cada amostra analisada em duplicado.

Comecou por se preparar uma solugdo de enzima 0,298 U/mL, e solugdo tampéo
Tris-HCI 0,1 M (pH 8). Nos respetivos pocos da microplaca colocaram-se 25 pL de
amostra e 40 pL de solucdo tampédo Tris-HCI. De seguida, adicionaram-se 60 uL de
enzima e incubou-se a temperatura ambiente durante 15 minutos. Apds incubacao,
adicionaram-se 50 pL de substrato iodeto acetilcolina e 125 pL de acido 5,5’-ditiobis-[2-
nitrobenzoico] (DTNB). Levou-se novamente a incubar durante 30 minutos, a
temperatura ambiente, e quando terminada, mediu-se a absorvancia a 405 nm no leitor de

microplacas (Tecan Infinite M200, Mé&nnedorf, Suica).

O processo foi repetido, sem a adicdo da enzima, de modo a se poder retirar a
absorvancia por parte da amostra, pois devido a sua cor alaranjada, absorve no
comprimento de onda a que é realizada a medicdo. Foram, também, realizados controlos
positivos e negativos, em que os controlos positivos continham enzima e 0s negativos

nao. Ambos os controlos ndo continham amostra.
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A quantificacdo da atividade foi feita através do calculo da percentagem de

inibicdo que se expressava pela seguinte formula:

Ao — 44

0

X 100

em que, Ao consiste na absorvancia resultante da subtragdo dos controlos positivo e
negativo , e A; na absorvancia resultante da subtracdo da amostra com e sem enzima. O

resultado obtido € expresso em %.

3.9 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa informatico Excel
(Microsoft Office 2010), para a elaboracéo de calculos, gréaficos e tabelas. Com o objetivo
de se testarem diferencas entre casca e polpa, e entre os dois extratos, foi realizada uma
analise de variancia (ANOVA), com testes Post Hoc, nomeadamente DMS e B de Tukey,
aplicados a todos os resultados, utilizando o programa informatico IBM SPSS Statistics
23.0. Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo, com uma diferenca média
significativa para p>0,05.

4. Resultados e discussdo de resultados

4.1 Propriedades fisico quimicas e observac¢ado morfoldgica do fruto Opuntia
Ficus-indica (L.) Mill

Algumas das caracteristicas fisicas estdo representadas nos Quadros 4.6 e 4.7,
nomeadamente o comprimento, didmetro, peso, firmeza e cor dos frutos dos ecotipos roxo
e laranja. De acordo com os resultados obtidos é possivel verificar que hd uma diferencga
relativamente elevada nestes parametros, dado que o ecOtipo roxo apresenta valores mais
elevados em comprimento médio 77,2 mm, didmetro médio 48,6 mm, peso da casca
médio 45,1 g, peso da polpa médio 66,1 g e firmeza média 40,3 N, comparativamente ao
ecétipo laranja que possui um comprimento médio de 68,2 mm, didmetro médio de 45,5
mm, peso de casca médio de 30,0 g, peso de polpa médio de 51,4 g e uma firmeza de 37,8

N. No entanto estes resultados ndo coincidem com os observados na literatura, pois
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segundo Stintzing et al.?®] tanto o comprimento como o peso da casca e polpa do fruto
s&0 superiores no ecotipo laranja, o que se pode justificar por condigdes edafo-climéticas
diferentes das dos frutos do presente ensaio.

No entanto, os valores de peso de polpa médio, para os dois ecotipos, e o valor
médio correspondente ao peso da casca, para o ecétipo roxo, encontram-se dentro do
intervalo observado por Parish et al.l®®!, para varios ecétipos do fruto. O valor de peso de

casca médio, para o ecotipo laranja ja se encontra fora dos valores observados.

Quadro 4.6 - Alguns parametros dos ec6tipos roxo e laranja do fruto Opuntia ficus-indica

N Comprimento Diametro Peso Peso Firmeza
Fruto  Parametros

(mm) (mm) casca (g) polpa (9) (N)
Média 77,2 48,6 45,1* 66,1* 40,3
ROXO DP 6,6 3,1 11,1* 13,0* 10,4
Min 62,5 41,2 13,7* 40,1* 21,4
Max 92,5 54,1 72,3* 85,6* 60,6
Média 68,2 455 30,0 51,4 37,8
Larania DP 3,6 3,0 7,2 11,3 6,9
I Min 62,2 37.8 13,0 196 26,6
Max 79,9 51,0 54,2 70,0 55,4

*Valores obtidos para 29 amostras, em vez de 30.

Apds a analise dos resultados obtidos, demonstrados no Quadro 4.7, verifica-se
que ambos os ecétipos apresentam coloracdes significativamente diferentes, uma vez que
apresentam cores bastante distintas. Para o ecétipo roxo verificou-se uma luminosidade
(L*) de 44,3 para a casca e 35,1 para a polpa. Relativamente a intensidade da cor (C*),
observam-se valores de 20,9 para a casca e 30,5 para a polpa, € no caso do angulo Hue
(h°), este posiciona-se em média a 28,9° e a 32,7° para a polpa, que corresponde a cor

entre o vermelho e o laranja.

Para o ecOtipo laranja observaram-se valores superiores em todos 0s parametros.
A luminosidade (L*) apresenta um valor de 56,3 para a casca e 40,9 para a polpa.
Relativamente a intensidade da cor (C*), observam-se valores de 31,6 para a casca e 308,2
para a polpa, e no caso, do angulo Hue (h°), esta posiciona-se a 67,5° (h°) para a casca, e

a 75° para a polpa, correspondendo a cor mais para o amarelo.
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Quadro 4.7 - Parametros da cor dos ecétipos roxos e laranja do fruto Opuntia ficus-indica

Cor casca Cor polpa
Fruto Parametros L* Cr(l(r:(ir)na Hue (h°) L* Ck(1cr:2r)na Hue (h°)
Média 44,3 20,9 28,9 35,1 30,5 32,7
ROXO D!D 2,4 2,9 10,7 6,2 6,2 7,5
Min 40,4 16,0 18,0 7,5 14,1 23,7
Max 49 4 25,4 68,0 36,5 40,1 57,8
Média 56,3 31,6 67,5 40,9 38,2 75,0
Laranja D!D 2,4 2,4 6,0 4,7 54 5,2
Min 52,5 27,8 54,5 31,0 27,3 59,3
Max 60,3 36,2 82,1 50,1 48,4 84,3

Os resultados obtidos neste trabalho experimental sdo significativamente
semelhantes aos encontrados na literatura por Yahia et al.l*’l, que apresenta para o sumo
da polpa de diferentes ecotipos, uma luminosidade entre 23 e 58, uma intensidade de cor
entre 14,67 e 35,18, e a cor posiciona-se entre 11,30° e 353,61°. Os resultados obtidos
encontram-se assim entre os intervalos observados por estes autores. Segundo Cejudo-
Bastante et al.[*®!, a luminosidade da cor para a polpa do ecétipo amarelo consiste em
84,8, a intensidade da cor em 545 e a cor localiza-se a 85,2°, sendo valores
significativamente diferentes dos resultados observados para a polpa dos dois ecétipos, a

excecdo da posicdo da cor para a polpa do ecétipo laranja, que esta ligeiramente proxima.

Para o fruto todo do ec6tipo amarelo os autores reportam valores de luminosidade
da cor de 88,7, de intensidade de cor de 57,1 e a cor posiciona-se a 84,7°, indicando assim
valores significativamente diferentes aos resultados observados para a casca e polpa dos
ecotipos laranja e roxo, com exce¢do, mais uma vez, da posi¢do da cor da polpa do ecétipo
laranja. Em relacdo a polpa do ecétipo vermelho, os autores observaram valores de
luminosidade da cor de 80,8, de intensidade de cor 61,1 e a posi¢do da cor a 81,8,
observando-se mais uma vez uma diferenca significativa comparativamente aos
resultados observados para a polpa dos dois ecétipos, com a excecdo da posicao da cor
para a polpa do ecétipo laranja que é ainda mais semelhante. Finalmente, para o fruto
todo do ecétipo vermelho, os autores, observaram valores para a luminosidade da cor de
88,7, para a intensidade da cor de 54,9 e para a posicéo da cor 83,4, verificando-se assim

a mesma situagéo.

Segundo Hassan et al.l*®l a cor para o sumo da polpa do ecétipo amarelo/laranja,

encontra-se a 62,95° sendo significativamente diferente da posicdo observada para a
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polpa do ecotipo laranja, mas semelhante a encontrada na casca do mesmo ecoétipo. Ja a
luminosidade da cor, para os autores foi de 23,14, sendo diferente da observada para a
polpa e casca do ecOtipo laranja. Finalmente, para a intensidade da cor reportou-se um
valor de 42,02, que ja é significativamente semelhante ao observado para a polpa do

ecétipo laranja.

Stintzing et al.*®l, reportou valores, para o sumo da polpa do ecotipo roxo de
luminosidade da cor de 60,6, de intensidade de cor de 58,9 e de posicao da cor de 347,2,
sendo bastantes diferentes daqueles observados para a polpa e casca do ecotipo roxo. Para
sumo da polpa do ecotipo laranja reportaram valores de luminosidade da cor de 78,6, de
intensidade da cor de 45,7 e para a posi¢do da cor de 80,2°, verificando-se assim alguma
semelhanca nos valores observados para a intensidade da cor e posicdo da polpa do

ecétipo laranja.

Relativamente aos restantes parametros, representados no Quadro 4.8,
nomeadamente, os s6lidos sollveis totais (°Brix), verificaram-se valores médios para
casca e polpa semelhantes, entre os dois ecotipos, 12,9 para casca e 12,4 para polpa do
ecdtipo roxo, e 11,9 para casca e 12,4 para polpa, do ecotipo laranja. A polpa de ambos
0s ecotipos apresentou exatamente 0 mesmo valor médio de °Brix. A casca apresentou
alguma diferencga, embora minima. Estes valores encontram-se dentro dos observados na
literatura, que variam entre 0s 11° e 16°, sendo os mais elevados correspondentes a frutos

mais doces. [281[361 [37]
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Quadro 4.8 - Alguns parametros dos ec6tipos roxos e laranja do fruto Opuntia ficus-indica

Parte do A . o Acic!ez Acid,ez
Fruto fruto Parametros  °Brix pH inicial Titulavel Titulavel
(mmol/L) (%0)
Media 12,9 6,3 1,7 0,030
Casca D!D 1,5 0,1 0,3 0,006
Min 11,2 6,2 1,4 0,027
ROXO l\/!é)_( 13,8 6,3 2,0 0,038
Media 12,4 5,6 3,6 0,068
Polpa D!D 1,8 0,1 0,1 0,002
Min 10,8 5,6 3,5 0,067
Max 14,4 5,6 3,7 0,070
Media 11,9 6,1 1,6 0,030
Casca D_P 0,6 0,0 0,3 0,005
Min 11,2 6,1 1,4 0,030
Laranja l\/!é)_( 12,4 6,1 0,1 0,036
Média 12,4 54 2,8 0,053
Polpa D_P 1,8 0,1 1,2 0,023
Min 10,8 53 15 0,030
Max 14,4 55 4,0 0,076

Os valores médios de pH observados nesta analise experimental veriam entre 0s
5,4 e 0s 6,3. No ecotipo roxo do fruto verificou-se um valor médio de pH, para a casca de
6,3, e para a polpa 5,6. Ja para o ec6tipo laranja observaram-se valores médios de pH,
para a casca de 6,1 e 5,4 para a polpa. Os valores médios de pH sdo semelhantes entre
casca e polpa, dos dois ecotipos, e semelhantes aos verificados na literatura, uma vez que
esta apresenta valores entre 5,6 e 6,5. 251381361 No entanto, Khrrassi et al. [?81, apresentam
valores abaixo dos demonstrados pelos outros autores, entre 3,3 e 4,8, e salientam que
este facto pode ser devido a fatores ambientais, e que valores mais baixos de pH sé&o
importantes, pois inibem o crescimento de agentes patogénicos. Neste caso 0 ecétipo
laranja é mais favorecido, por possuir um pH mais baixo, comparativamente ao ecotipo

roxo.

Para a acidez titulavel, verificaram-se valores médios entre 1,6 e 3,6 mmol/L
(0,03% e 0,068%), sendo que o ecOtipo roxo apresenta valores superiores, uma vez que
para a casca, verificaram-se valores médios de acidez titulavel de 1,7 mmol/L (0,03%) e
para a polpa 3,6 mmol/L (0,068%). Para a casca do ecotipo laranja verificaram-se valores
médios de acidez titulavel de 1,6 mmol/L (0,03%), e para a polpa 2,8 mmol/L (0,053%).
Assim, é possivel observar que os valores sdo significativamente semelhantes entre as

cascas dos dois ecdtipos e significativamente diferentes entre as polpas. Observa-se
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também que as polpas possuem valores superiores aos da casca, principalmente para o
ecotipo roxo. Estes resultados observados demonstram ser semelhantes aos valores
observados na literatura, por Saenz,[*® que reporta valores de acidez titulavel entre 0,03%
e 0,04% para o ecotipo roxo. Gurrieri et al.l*®l, demonstra valores de casca de acidez
titulavel de 0,11% para o ecoétipo vermelho, 0,12% para o ecétipo amarelo e 0,14% para
0 ecdtipo branco, que se revelam superiores aos resultados obtidos. Para 0 sumo resultante
da polpa, reporta valores de acidez titulavel de 0,02% para os trés ecotipos, que
contrariamente a casca, sao valores inferiores aos resultados observados neste trabalho.
Ja Hassan et al.[?®], reporta valores de acidez titulavel de 0,055% para 0 sumo resultante
da polpa do ec6tipo laranja/amarelo, ou seja, valores muito semelhantes aos resultados
observados no presente trabalho. Kharrassi et al.[?®l, demonstra valores entre 0,17 e 0,88
mmol/L de acidez titulavel para o sumo resultante da polpa dos ecétipos amarelo/laranja
e roxo, que se revelam inferiores aos resultados observados. Estes autores referem
também, a importancia de valores elevadas de acidez titulavel no processamento de fruta,

uma vez que permite a reducdo da utilizagdo de acidificantes artificiais.

Segundo Alvez et al.?! a acidez, pH e solidos solGveis totais (°Brix), revelaram
ser fundamentais para a determinacéo do estadio 6timo de colheita, consumo e selegdo de

matéria-prima para fins industriais.

4.2 Quantificacdo de compostos bioativos presentes no fruto Opuntia ficus-
indica (L.) Mill

4.2.1 Fendis totais

Os polifendis incluem varias classes de compostos que estdo presentes em varios
alimentos e que podem ser responsaveis por varias propriedades biologicas, como por
exemplo, a atividade antioxidante.*®) Um exemplo é o fruto Opuntia ficus-indica, que é
rico em compostos bioativos antioxidantes, incluindo fendis, que Ihe confere beneficios

nutricionais e promotores de satde.!

O ensaio Folin-Ciocalteu € um método bastante difundido na agroquimica e
industria alimentar, devido a sua simplicidade, e a utilizacao de reagentes relativamente
baratos. Este método € utilizado, ha varios anos, para medir o teor de fenois totais em

compostos naturais, em meio alcalino. Nestas condicdes, os fendis sdo capazes de reduzir
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o0 acido fosfomolibdico/fosfotungstico, de cor amarela, e transforma-lo num complexo
azul, o qual é detetado espectrofotometricamente. No método original, o tampéao
carbonato, era utilizado para ajustar o pH, e o fim da reagdo era obtido apds 120 min a
temperatura ambiente. Este intervalo de tempo, relativamente grande, impedia que o
método fosse aplicado regularmente, apesar da sua simplicidade. A cinética da reacao
aumenta com o aumento da concentracdo do reagente Folin-Ciocalteu, da alcalinidade,
temperatura da reagdo, e diferentes concentracbes de carbonato. Assim, tém sido
utilizadas algumas destas alterac6es ao método inicial, de modo, a obter uma diminuicéo

do tempo necessario para que a reagdo ocorra.[*]

No extrato metandlico observaram-se concentracbes médias para a casca do
ecétipo roxo de 25,8 mg/g e para a polpa 10,3 mg/g. Para a casca do ecOtipo laranja
observaram-se concentracdes médias de 44,6 mg/g e 11,7 mg/g para a polpa. Assim, entre
os dois ecotipos do extrato metanolico, verifica-se que o ecotipo laranja possui valores
mais elevados, tanto para a casca, como para a polpa, embora as concentragdes médias

das polpas dos dois ecétipos sejam significativamente semelhantes entre si (Quadro 4.9).

Quadro 4.9 - Quantificacdo dos fenois totais e de betalainas dos ec6tipos roxo e laranja do fruto Opuntia

ficus-indica
Parte Betalainas (mg/g) Betalainas (mg/L) Fenbis totais
Extrato  Fruto do Betaninas Indicaxantin Betaninas Indicaxantinas (mg (EAG)/g)
fruto (535nm) as (473 nm) (535 nm) (473 nm) g g
RoXG Casca 3,34 +0,47° 0,55+0,05®  33,40+4,68° 5,52+0,52% 25,8+2,8"
Metanol Polpa  0,46+0,06  0,20+0,05 4,57+0,552 1,98+0,48? 10,3+1,0?
Laranja Casca  3,12+0,11°  1,91+1,04°  31,23+1,10° 19,06+10,37 44.,6+4,7°
Polpa  0,47+0,07*  0,74+0,09®°  4,69+0,71? 7,36+0,93% 11,7+0,3?
RoXG Casca  3,98+0,32¢  1,24+0,38%c 39 75+3,17¢  12,35+3,84%¢ 45 5+6,1°
Agua Polpa  1,29+0,20°  0,64+0,022®  12,85+2,04°  6,37+0,23% 16,2+1,3%
Laranja Casca  0,39+0,082  2,28+0,89° 3,91+0,772 22,84+8,87¢ 52,7+10,2°
Polpa  0,09+0,005° 1,25+0,36%°  0,86+0,05%  12,51+3,57%¢ 15,0+0,4%°

Na mesma coluna as amostras com a mesma letra, ndo sdo significativamente diferentes entre si (p < 0,05).

Em relacdo ao extrato aquoso, verificaram-se concentracfes médias, para a casca
do ecétipo roxo de 45,5 mg/g e para a polpa 16,2 mg/g. Para a casca do ecétipo laranja,
observaram-se concentragdes médias de 52,7 mg/g e para a polpa 15,0 mg/g. Assim, entre
os dois ecétipos do mesmo extrato, é possivel observar, que tal como no extrato

metanolico, o ecoétipo laranja apresenta valores mais elevados, pelo menos para a casca.
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No entanto, os valores obtidos para as cascas dos dois ecétipos sdo significativamente

semelhantes entre si, sendo que, 0 mesmo acontece para as polpas (Quadro 4.9).

Entre extratos, € possivel verificar que a casca do ecotipo laranja apresenta valores
superiores e significativamente semelhantes entre si, embora 0 mesmo ndo se verifique
para as restantes partes dos dois ecétipos. Observa-se sim, que no extrato aquoso ha quase
sempre valores mais elevados de fenois totais, quer para a casca quer para a polpa em

ambos 0s ecOtipos, quando comparada com o extrato metanolico.

Segundo Yahia et al.’], os valores encontrados de fenois totais para polpas de
varios ecétipos do fruto de Opuntia ficus-indica situavam-se entre os 10 mg (EAG)/g e
os 130 mg (EAG)/qg, verificando-se que os valores obtidos neste trabalho experimental,

encontram-se dentro do intervalo reportado por estes autores.

Albano et al.l* descreveram valores de fendis totais para a polpa do ecétipo laranja
de 89,2 mg (EAG)/100 g e de 69,8 mg (EAG)/100 g para a polpa do ecétipo roxo. Estes
resultados sdo inferiores aos observados neste trabalho experimental, embora também
tenham encontrado um valor de fendis totais maior para o ec6tipo laranja. Tal como estes
autores também Fernandéz Lopez et al.[*?l obtiveram valores de fendis totais inferiores
aos resultados obtidos no presente trabalho (218,8 mg (EAG)/100 g para o extrato de fruto
inteiro de Opuntia ficus-indica, do ecGtipo vermelho. Também Stintzing et al.(¢]
encontraram valores inferiores de fendis totais aos obtidos neste trabalho experimental
(247 mg (EAG)/L, para o sumo da polpa do ec6tipo laranja e 660 mg (EAG)/L para o

sumo da popa do ecotipo roxo).

4.2.2 Betalainas

O fruto Opuntia ficus-indica é caracterizado por varias cores, devido a
combinacdo de dois pigmentos de betalainas, o pigmento vermelho/roxo e o pigmento

amarelo/laranja, que correspondem as betaninas e indicaxantinas, respetivamente.[*’]

A quantificagdo das betalainas nos extratos metandlicos e aquosos de ambos 0s
ecotipos, foi realizada através da sua medigéo espectrofotométrica a 535 nm, no caso das
betacianinas (betaninas), e a 473 nm, no caso das betaxantinas (indicaxantinas). Para esta

quantificagdo foi utilizada a seguinte formula: (2%
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s [mg] A.DF. MW. Vd
- eLwd

em que A consiste na absorvancia resultante da leitura a cada um dos comprimentos de
onda, DF baseia-se no fator de diluicdo, MW na massa molar [betanina = 550 g/mol;
indicaxantina = 308 g/mol], e Vd no volume de solvente utilizado. € consiste no
coeficientes de absortividade [betanina = 60,000 L (mol cm); indicaxantina = 60,000 L
(mol cm)], L no percurso 6tico (1 cm) e Wd na massa de amostra utilizada na extracao.

Por fim, BC consiste na concentracdo de betalainas e expressa-se em mg por g de amostra.

Para a casca do ecdtipo roxo, do extrato metanolico, observaram-se concentrages
médias, para as betalainas a 535 nm, de 3,34 mg/g e a 473 nm, de 0,55 mg/g (Quadro
4.9). Ja para a polpa observaram-se concentracfes de 0,46 e 0,20, a 535 nm e 473 nm,
respetivamente. Para a casca do ecOtipo laranja, verificaram-se concentracdes médias de
betalainas a 535 nm de 3,12 mg/g, e a 473 nm de 1,91 mg/g, e para a polpa 0,47 mg/g e
0,74 mg/g, a 535 nm e a 473 nm, respetivamente. Assim, comparando ambos 0s ecotipos,
dentro do extrato metandlico, observam-se valores significativamente semelhantes entre
as cascas dos dois ec6tipos e as polpas dos dois ecétipos a 535 nm, ou seja, para as
betacianinas, embora o teor da casca do ecétipo roxo seja superior aos restantes, tal como
0 teor das cascas se destacam perante o das polpas. A 473 nm, nomeadamente, para as
betaxantinas, os valores sdo significativamente diferentes entre as cascas e as polpas, dos
dois ecétipos, no entanto, ndo existem diferencas significativas no teor de betaxantinas
entre a casca do ecotipo roxo e a polpa do ec6tipo laranja. Para este extrato, verificou-se
um teor de betaxantinas mais elevado no ecétipo laranja, e um teor de betacianinas mais
elevado para o ecOtipo roxo, tal como era de esperar. O teor das cascas destacou-se

novamente perante o das polpas.

Relativamente a casca do ec6tipo laranja, do extrato aquoso, verificaram-se
concentragfes medias, para as betacianinas, de 3,98 mg/g, e para as betaxantinas de 1,24
mg/g (Quadro 4.9). Ja para a polpa observam-se concentragdes medias de 1,29 mg/g e
0,64 mg/g, para as betacianinas e betaxantinas, respetivamente. Para a casca do ecoétipo
laranja, verificaram-se concentracdes medias, para as betacianinas de 0,39 mg/g, e para
as betaxantinas de 2,28 mg/g. Para a polpa obtiveram-se teores de 0,09 mg/g e 1,25 mg/g,

para as betacianinas e betaxantinas, respetivamente. Assim, comparando ambos 0s
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ecatipos, para 0 extrato aquoso, observam-se valores significativamente diferentes entre
si, nomeadamente, entre cascas e polpas do mesmo ecdtipo, tanto para as betacianinas,
como para as betaxantinas, com exce¢do, da casca e polpa do ecétipo laranja, para as
betacianinas, e a casca do ecotipo roxo e a polpa do ecétipo laranja, para as betaxantinas,
que séo significativamente semelhantes entre si. Para este extrato, também se verificou
um teor de betaxantinas mais elevado no eco6tipo laranja, e um teor de betacianinas mais
elevado para o ecdtipo roxo, tal como era de esperar, € mais uma vez, o teor das cascas

destacou-se perante o das polpas.

Ao comparar ambos 0s extratos, verifica-se que as concentragdes das betaxantinas
e betacianinas das cascas e polpas, dentro do mesmo ec6tipo, sdo praticamente todas
significativamente diferentes entre extratos, embora para as betacianinas, a casca e polpa
do ecdtipo laranja do extrato aquoso, assim como as polpas dos ecotipos roxo e laranja
do extrato metandlico, sejam significativamente semelhantes. Para as betaxantinas,
também se verifica uma semelhanca significativa entre a casca do ecétipo roxo e a polpa
do ecotipo laranja, ambos do extrato metanolico, e a polpa do ecétipo roxo do extrato

aquoso.

A extracdo dos pigmentos, quando feita com agua, extraiu mais betaxantinas em
ambos 0s ecétipos, sendo que o ecOtipo laranja possui um teor mais elevado de
betaxantinas, nos dois extratos. Também a concentracdo das betacianinas foi maior no
extrato aquoso, do ecotipo roxo, 0 mesmo nao se verificando para o ecétipo laranja, onde
a concentracao das betacianinas foi maior no extrato metandlico (Quadro 4.9). Devido ao
facto da agua ter extraido mais betaxantinas, seria de esperar que 0 mesmo sucedesse para
as betacianinas, levando a possibilidade de ter havido algum erro durante o procedimento,
uma vez que o ecétipo roxo possui uma concentragdo mais elevada de betacianinas no

extrato aquoso.

Segundo Castellanos-Santiago et al.?%l, as concentrag@es de betacianinas para o
sumo da polpa reconstituido com agua, de diversos ecétipos do fruto estdo entre 0,05 e
5,29 mg/g, e as concentragdes de betaxantinas estdo entre 0,12 e 2,86 mg/g. Estes autores
reportam uma concentracdo de betaxantinas superior em alguns ecotipos roxos em
comparacao aos ecotipos amarelos, uma vez que essa cor deriva da presenca de maiores
quantidades de pigmentos de betacianinas, como a betanina. Constataram também, que
0s ecoétipos amarelo/laranja possuem maior concentracdo de betaxantinas
comparativamente aos ecétipos roxos, o que reforca a ideia de que a presenca em maior
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quantidade desses pigmentos confere cores como amarelo e laranja. Assim, é possivel
observar que os resultados obtidos neste trabalho experimental estdo de acordo com o
intervalo observado por estes autores, para os dois pigmentos, e as concentragdes destes

adequadas a cada ecotipo.

Stintzing et al.*®!, reporta concentragdes de betacianinas para o ecétipo laranja de
6,6 mg/L e de betaxantinas 76,3 mg/L. Ja para o ecétipo roxo assume concentragdoes de
431,0 mg/L para as betacianinas e para as betaxantinas de 195,8 mg/L. Estes autores
obtiveram para as betacianinas, e para 0 ecoétipo laranja valores superiores
comparativamente aos resultados obtidos neste trabalho experimental para os dois
extratos, com excecdo da casca do extrato metandlico que possui um valor superior. Para
as betacianinas do ecoOtipo roxo e betaxantinas de ambos 0s ecoOtipos estes autores
reportam valores bastante superiores aos observados. Jao Hassan et al.[* obtiveram
concentragdes inferiores para o ec6tipo amarelo/laranja, comparativamente aos obtidos
no presente trabalho (polpa: 7,55 mg/100g para as betacianinas, e 2,09 mg/100g para as
betaxantinas). Férnandez-Lo6pez et al.[*?l, também obtiveram concentracdes inferiores de
betaxantinas e betacianinas, para o ecotipo vermelho (fruto completo: 15,2 mg/100g para

as betacianinas, e 25,4 mg/100g para as betaxantinas).

Estes resultados, reforcam a possivel utilizacdo deste fruto, como fonte de
pigmentos hidrossolGveis naturais, na inddstria alimentar*?, apesar das diferentes
concentragfes que podem ser encontradas, e que podem ser explicadas em parte as
diferentes variedades utilizadas, estado de maturacdo, as condi¢des edafo-climaticas e/ou

praticas culturais 2],

4.3 ldentificacdo de compostos bioativos presentes no fruto Opuntia ficus-
indica (L.) Mill, por HPLC-MS

4.3.1 Extracdo SSDM (sea sand disruption method)

A extracdo de compostos fendlicos a partir de plantas, tem sido tradicionalmente
realizada, utilizando extracdo por solventes, ou técnicas de destilacdo. Os métodos
tradicionais de extracdo sdo intensivos, consomem muito tempo, e requerem grandes

volumes de solventes. Devido ao rapido desenvolvimento de técnicas analiticas, tem-se

33



observado no processo extrativo uma diminui¢cdo do consumo de solventes, tempo de

extracio mais rapido, e um aumento da quantificagdo dos compostos.31!

O método de dispersdo de matriz em fase solida (MSPD), é um processo
patenteado, que conduz a simultanea disrupcao e extragdo de amostras solidas e semi-
solidas. Este processo permite um completo fracionamento dos componentes da matriz,
assim como origina material que possui caracteristicas cromatograficas unicas, para a
extracdo de compostos de uma dada amostra. Este método tem sido utilizado no
isolamento de drogas em tecidos animas e também na analise de herbicidas, pesticidas, e

poluentes em frutos, vegetais e outras matrizes. 4

Este processo comeca pela disrupgdo da estrutura em bruto da amostra, de modo
a dividi-la em pequenas pegas, providenciando uma melhor superficie de contacto, e
consequente extracdo dos compostos. Esta disrup¢do pode ser realizada, num almofariz
de vidro que contenha a amostra, com o auxilio de um suporte solido, tal como a silica,
que possui grupos quimicamente ligados a sua superficie, grupos esses que podem ser
polares ou, tal como o composto octadecysilyl (C1s), apolares, dando origem a uma fase
estacionaria quimicamente ligada. Este material é também utilizado nas colunas de
extracdo em fase sélida. Assim, este material além de servir como elemento abrasivo,
também confere outra dimensao ao processo, pois 0s componentes da amostra dissolvem
e dispersdo na fase estacionaria, distribuindo-se também por esta, mediante o seu grau de

polaridade.[**]

Até agora, poucos estudos foram publicados, utilizando a técnica MSPD para a
extracdo de compostos fendlicos, e em apenas algumas familias de plantas foram
extraidos compostos fenolicos utilizando a técnica MSPD, tendo sido extraidos

compostos como os &cidos fendlicos, isoflavondides, xantonas e as flavonas.4

Teixeira et al.®¥ reporta que o rendimento da extracdo em fase liquida, de
diversos compostos fenodlicos de diferentes familias, como &cidos fenolicos, flavonadis, e
cumarinas, provenientes de folhas de Ficus carica, é maior quando utilizado o método de
disrupgéo com areia do mar (SSDM), em que o processo de extragdo envolve areia do
mar, quando comparado com o método MSPD. Além disso, estes autores verificaram que

o0 tempo de preparacdo e a quantidade de solventes, € menor.

Todos os estudos implicam a utilizacdo de suportes sélidos de silica no método

MSPD,[* e assim sendo, 0 método SSDM demonstra ser um bom substituto devido ao
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baixo custo da areia do mar e do método em si, revelando ser também um procedimento
extrativo promissor. Neste procedimento experimental, foi utilizado o método SSDM, que
embora baseado no método MSPD, tem demonstrado maior rentabilidade e menos

custos.*H

Foram também utilizadas duas misturas de solventes diferentes, no processo
extrativo, nomeadamente, uma mistura trifdsica composto por cloroférmio:metanol:agua
(65:10:1, v/v), que revelou ser o solvente mais adequado para a extragdo de compostos
fenolicos, pois estes compostos possuem uma polaridade diferenciada, entre si. O
solvente da mistura trifasica foi o primeiro a ser utilizado, de modo a haver um aumento
de polaridade entre solventes. O outro solvenrte é uma mistura composta por
metanol:agua (8:2, v/v), e devido ao seu carater mais polar demonstrou ser mais adequado
para a extracdo de betalainas, devido ao carater polar destas, e consequente

hidrossolubilidade.

4.3.2 Anélise por HPLC-DAD e LC-ESI-MS/MS

Vaérios estudos publicados, referem a separacdo e identificacdo de compostos
fenolicos, 51 461 4714811491 @ pigmentos!tel 71136150151 na planta Opuntia ficus-indica, por
HPLC-MS. A utilizacdo da espetrometria de massa (MS), acoplada a HPLC/DAD, em
que se utiliza um detetor Diode Array (DAD), permite uma identificacdo imediata dos
componentes de uma mistura, e a caracterizacdo de um extrato em relacdo a sua
composicdo quimica. A espetrometria de massa fornece o peso molecular e informacéo
estrutural das bandas cromatograficas, que sdo caracteristicos de um determinado
composto, sendo considerada uma técnica sensivel e seletiva.l'’l Neste trabalho
experimental, foram identificados varios compostos fenolicos e pigmentos, nas amostras
dos ecétipos laranja e roxo, por LC-DAD e LC-MS, estando estes representados nas
Tabelas 10 e 11, e representados por ordem de eluicéo, tendo em conta o ecotipo, a parte
do fruto (casca e polpa) e o tipo de extracdo, uma vez que existem diferengas entre ambos.
Estes foram caracterizados e identificados, tendo por base os seus tempos de retencdo
(DAD), espetro UV, ido molecular ([M+H]'m/z) e as respetivas fragmentacGes, caso
existam. A identificacdo baseou-se, fundamentalmente nos dados obtidos por
espetrometria de massa (MS), tendo sido identificado o ido molecular ([M+H]*m/z), dos

picos correspondentes a0S compostos nos cromatogramas.
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Os compostos obtidos foram divididos em quatro familias, nomeadamente,

compostos fenolicos, quercetina-O-glicosideos, isoramnetina-O-glicosideos e betalainas.

4.3.2.1 Compostos fendlicos

Os é&cidos fenolicos, do tipo benzdico ou cindmico, sdo comumente encontrados
como derivados em extratos de plantas, e como grupos acilo agregados a glicosideos
flavondides. Em algumas situacdes, as caracteristicas da sua absor¢do sdo analogas a
contribuicdo do anel B no espetro das flavonas e flavonois.[? O espetro de absorcéo das
flavonas e flavonois, exibe tipicamente duas bandas, a banda I, entre os 320-385 nm e a
banda 11, entre os 250-285 nm.%¥I Quando o padréo de substituigio € simétrica no acido
benzdico e em alguns &cidos cindmicos, o espetro dos acidos fendlicos, é composto por

apenas uma banda de absorc¢ao.[%%

Os compostos correspondentes aos picos 1 e 2 foram extraidos com a mistura
trifasica de cloroférmio:metanol:dgua (65:10:1, v/v), estando 0s cromatogramas
representados na Figura 4.7. Para estes picos foram obtidos, no modo ido negativo, 0s
ibes moleculares com m/z 239,02 e 192,87, para os picos 1 e 2, respetivamente. O pico 1,
demonstrou um tempo de retencdo (DAD) de 34,59 min, e picos de absor¢do maxima de
232,28 e 323 nm, tendo sido identificado como &cido eucémico, que consiste num &cido
hidroxibenzdicol*®l, que possui propriedades antioxidantes, e pode ser utilizado no
tratamento de desordens da pele relacionadas com o envelhecimento.*>] A presenca deste
acido no fruto e cladddios, foi reportado por Chougui, et al.,[* e por Astello-Garcia, et

al.[*] respetivamente.

O pico 2 demonstrou um tempo de retencédo de 37,48 min, ido molecular com m/z
de 192,87, e picos de absor¢do maxima de 241, 296sh, 323 nm, tendo sido identificado
como acido ferdlico, que consiste num &cido hidrocinamico,’! uma vez que apresenta
um espectro UV muito semelhante ao descrito por Campos et al.®*l. A presenca deste
acido, tem sido reportado no fruto Opuntia ficus-indica por Cho et al.[*’l, e em cladodios
por Guevara-Figueroa et al.*l, respetivamente. Este composto tem também reportado
uma capacidade de inibi¢do da peroxidacgo lipidical*®l, propriedades anti-inflamatorias,
anti-diabéticas, e neuroprotetoras, e tem revelado ser um potente antioxidantel*! e

antiradicalar®, que previne danos celulares provocados por radiagio UV,M
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nomeadamente o envelhecimentol. A presenca destes &cidos fendlicos, apenas se

verificou na casca do ec6tipo laranja, no modo ido negativo.

O composto correspondente ao pico 3, foi extraido com a mistura trifasica de
cloroférmio:metanol:agua (65:10:1, v/v), estando o0 cromatograma representado na Figura
4.8. Este pico apresenta um tempo de retencdo de 36,18 min, picos de absor¢do maxima
de 300sh e 325 nm, um ido molecular com m/z de 356,8, e um fragmento m/z de 194,89
que pode resultar da perda de uma molécula de glucose [(M+H)-162]" a partir do ido de
massa molecular. Este pico foi identificado como feruloil glucose e revela propriedades
antioxidantes®l. A sua presenca no fruto Opuntia ficus-indica, é reportada por Chougui
et al.[*l, Este composto foi apenas detetado e identificado na polpa do ecétipo roxo, no

modo ido positivo.
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Figura 4.7 — Cromatograma LC-DAD da casca do ec6tipo laranja, em modo negativo, e extraida com a
mistura trifasica de cloroformio:metanol:agua (65:10:1, v/v).
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Figura 4.8 — Cromatograma LC-DAD da polpa do ec6tipo roxo, em modo positivo, e extraida com a
mistura trifasica de cloroférmio:metanol:agua (65:10:1, v/v).

4.3.2.2 Quercetina-O-glicosideos

Este grupo de compostos engloba aqueles que possuem aglcares, como por
exemplo as hexoses, ramnose e glucose, agregados a aglicona quercetina, cuja estrutura
se encontra representada na Figura 2.5. O flavonodide quercetina é um composto
antioxidante encontrado muitas vezes nos alimentos na forma glicosilada, e € insolavel
em &gua. A natureza da glicosilacdo é conhecida por influenciar a eficiéncia da sua
absorcdo, sendo a quercetina-3-rutinosideo, também conhecida por quercetina-3-
ramnosideo-glicosideo, uma das formas importantes da quercetina, embora possui menos
biodisponibilidade, quando comparada com a quercetina-3-glicosideo. De qualquer
maneira, a quercetina € mais rapidamente absorvida, quando glicosilada. Além disso, este
flavondide tem demonstrado efeitos na prevencdo e no tratamento de doencas

cardiovasculares, cancro, e insuficiéncia renal e hepatica. [

Os compostos correspondentes aos picos 5 e 6, foram extraidos pela mistura
trifasica de cloroformio:metanol:agua (65:10:1, v/v), estando representados nos
cromatogramas das Figuras 4.9, para a casca do ecétipo laranja, e 4.10 para a casca do
ecotipo roxo. Para a casca do ec6tipo laranja foi obtido o pico 5, com um ido molecular
com m/z, no modo ido positivo de 756,66, um tempo de retencdo de 40,32 min, e picos
de absorcdo maxima de 252, 268, 300sh, e 350 nm. Para a casca do ecétipo roxo também

foi obtido o pico 5, com um i&o molecular com m/z, no modo i&o positivo de 756,66, um
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tempo de retencédo de 40,33 min, e picos de absor¢do méxima de 252, 268, 300sh, e 351
nm. Embora ndo se tenham observado fragmentos, o pico 5 foi identificado como
Quercetina-3-O-rutinosideo-ramnosideo, uma vez que sugere a presenca de duas
ramnoses e uma  glucose  agregadas aos  flavondide  quercetina
[(303+H)+(162+146+146)]". A sua presenca em cladédios da planta Opuntia-ficus-
indica, foi reportado por Astello-Garcia et al. ], e Guevara-Figueroa et al. 461,

Para a casca do ecotipo laranja, foi obtido o pico 6, com um ido molecular com
m/z, no modo ido positivo, de 610,63, um tempo de retencdo de 42,42 min, picos de
absorcdo maxima de 252, 268sh, 300sh, e 351 nm, e o fragmento com m/z de 303,06, que
deve consistir no ido de massa molecular do flavondide quercetina, devido a perda das
moléculas ramnose e glucose [(M+H)-(162+146)]". Relativamente a casca do ecétipo
roxo, também se verificou o pico 6, com um idao molecular com m/z de 610,63, um tempo
de retencdo de 42,37 min, picos de absor¢do maxima de 258, 268sh, 300sh, e 352 nm, e
0 mesmo fragmento com m/z de 303,02. Este pico foi identificado como rutina, também
conhecida por quercetina-3-O-rutinosideo, tendo sido confirmada com um padrdo de
rutina. Para o padrao verificou-se um ido molecular com m/z, no modo ido positivo, de
610,76, um tempo de retencdo de 42,42 min, picos de absor¢do maxima de 258, 268sh,
300sh, e 352 nm, e os fragmentos com m/z de 303,05 e 464,85. O fragmento com m/z de
303,05 corresponde ao flavondide quercetina [(M+H)-(162+146)]", e o fragmento com
m/z de 464,85, resulta da perda de uma molécula de ramnose [(M+H)-146]". A presenca
deste composto, foi reportada em cladodios, da planta Opuntia ficus-indica, por Guevara-
Figueroa et al.*é1 e em frutos por Dhaouadi et al.®l. Nos derivados de quercetina as
cascas dos dois ecétipos destacam-se perante as polpas, uma vez, que nestas ndo foram

identificados quaisquer outros compostos fendlicos.

4.3.2.3 Isoramnetina-O-glicosideos

Este grupo de compostos engloba aqueles que possuem aglcares, como por
exemplo as hexoses, ramnose e glucose, agregados a aglicona isoramnetina, cuja estrutura
se encontra representada na Figura 2.5. Este flavonoide tem exibido uma potente agédo
antioxidante, que resulta num forte efeito protetor contra a peroxidacdo lipidica
provocada pelo H,02*8, e uma agéo neuroprotetoral®®l. Os derivados de isoramnetina tém

sido descritos em quantidades muito inferiores na polpa, comparativamente & cascal*®],
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sendo o que se verifica neste trabalho experimental, uma vez que, apenas se observaram

estes compostos nas cascas dos dois ecotipos.

Os compostos correspondentes aos picos 4 e 7, foram extraidos pela mistura
trifasica de cloroférmio:metanol:dgua (65:10:1, v/v), estando representados nos
cromatogramas das Figuras 4.9, para a casca do ecotipo laranja, e 4.10, para a casca do
ecatipo roxo. Para a casca do ecotipo laranja foi obtido o pico 4 (Figura 4.9), com um ido
molecular com m/z, no modo ido positivo, de 770,70, um tempo de retencéo de 40,00 min,
picos de absor¢do maxima de 252, 268, 300sh, e 352 nm, e um fragmento com m/z de
317, cuja existéncia pode resultar da perda de trés moléculas, duas ramnoses e uma
glucose, resultando no flavondide isoramnetina com m/z de 317 [(M+H)-
(162+146+146)]". Para a casca do ecétipo roxo, foi também obtido o pico 4 (Figura 4.10),
com um ido molecular com m/z, no modo ido positivo de 770,62, um tempo de retencédo
de 40,04 min, picos de absorcdo maxima de 253, 268, 300sh, e 352 nm, e 0 mesmo
fragmento com m/z de 317. O pico 4 foi identificado como isoramnetina-3-O-ramnosideo-
7-O-rutinosideo, e a sua presenca em cladodios da planta Opuntia-ficus-indica, foi

reportado por Astello-Garcia et al. [*1, e no fruto por Chougui et al. (481,

Para a casca do ecotipo laranja, foi obtido o pico 7 (Figura 4.9), com um ido
molecular com m/z, no modo ido positivo, de 624,70, um tempo de retencdo de 43,86 min,
picos de absor¢cdo maxima de 252, 268sh, 300sh, e 352 nm, e fragmentos com m/z de 317
e 479. Estes fragmentos podem resultar da perda de uma molécula de ramnose (479)
[(M+H)-146]*, e de uma molécula de ramnose e glucose, que resulta no flavondide
isoramnetina com m/z de 317 [(M+H)-(162+146)]*. Relativamente a casca do ecdtipo
roxo, verificou-se também o pico 7 (Figura 4.10), com um ido molecular com m/z de
624,70, um tempo de retencdo de 44,00 min, e picos de absor¢do maxima de 256, 268sh,
300sh, e 353 nm, e os mesmos fragmentos com m/z de 317 e 479. Este pico foi
identificado como Isoramnetina-3-O-rutinosideo, uma vez que apresenta um espectro UV
muito semelhante ao descrito por Campos et al.%8l. A presenca deste composto em
cladédios da planta Opuntia-ficus-indica, foi reportado por Astello-Garcia et al.[**], e
Guevara-Figueroa et al.[*l e no fruto por Chougui et al.*®l. Nos derivados de
isoramnetina as cascas dos dois ecétipos destacam-se perante as polpas, uma vez, que

nestas ndo foram identificados quaisquer outros compostos fendlicos.
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Figura 4.9 — Cromatograma LC-DAD da casca do ecétipo laranja, em modo positivo, e extraida com a
mistura trifasica de cloroférmio:metanol:agua (65:10:1, v/v).
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Figura 4.10 — Cromatograma LC-DAD da casca do ec6tipo roxo, em modo positivo, e extraida com a
mistura trifasica de cloroférmio:metanol:agua (65:10:1, v/v).
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4.3.2.4 Betalainas

A este grupo de compostos, pertencem os pigmentos betalainas, cujo interesse tem
aumentado recentemente, devido ao seu potencial efeito antioxidante, que Ihe confere
maior valor comercial, devido, a utilizacdo de antioxidantes na industria alimentar, ndo
s6 como conservantes, como também, devido aos seus efeitos benéficos para a salde
humana. Na investigacdo destes pigmentos, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), tem-se tornado a técnica de eleicdo para a separacdo, rapida quantificacéo e

identificacdo destes.[*"]

Os compostos correspondentes aos picos 8, 9 e 10, foram extraidos pela mistura
metanol:agua (8:2, v/v), estando representados nos cromatogramas das Figuras 4.11, 4.12,
e 4.13, para a casca do ecOtipo laranja, casca do ec6tipo roxo e polpa do ecétipo roxo,
respetivamente. Para a casca do ecétipo laranja foram obtidos os picos 8 e 10 (Figura
4.11), sendo que, o pico 8 apresentou um idao molecular com m/z, no modo ido positivo,
de 550,95, um tempo de retencdo de 26,68 min, um pico de absor¢cdo maxima de 529 nm,
e um fragmento com m/z de 389. Este pico foi identificado como sendo o composto
betanina, que pertence a familia das betacianinas, devido ao seu ido molecular, pico de
absorcdo maxima, e o fragmento caracteristico das betacianinas, que corresponde a
aglicona protonada (betanina + H*, ou isobetanina + H*).[*®1 BX A presenca deste
composto no fruto da planta Opuntia-ficus-indica, foi reportado por Stintzing et al. 3611501
Cejudo-Bastante et al. [®1, e Fernandez-L6pez et al. 1151, J4 o pico 10, demonstrou um
ido molecular com m/z, no modo ido positivo, de 309,06, um tempo de retencédo de 27,41
min, um pico de absor¢do maxima de 472 nm, e um fragmento com m/z de 263. Este pico
foi identificado como sendo o composto indicaxantina, pertencente a familia das
betaxantinas, devido ao seu ido molecular, pico de absor¢cdo maximo e fragmento, que
corresponde ao i&o filho.[*®! A presenca deste composto no fruto da planta Opuntia-ficus-
indica, foi reportado por Stintzing et al.[*®l 5% Cejudo-Bastante et al.[®l, e Fernandez-

Lopez et al.l'’], Estes compostos ndo foram identificados para a polpa do ecétipo laranja.
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Figura 4.11 — Cromatograma LC-DAD da casca do ecétipo laranja, em modo positivo, e extraida com a
mistura metanol:dgua (8:2, v/v).

Para a casca do ecoOtipo roxo foi obtido o pico 8 (Figura 4.12), sendo que, 0 pico
8 apresentou um ido molecular com m/z, no modo ido positivo, de 550,99, um tempo de
retencdo de 26,20 min, um pico de absor¢do méaxima de 537 nm, e um fragmento m/z de
389. Para a polpa do eco6tipo roxo, o pico 8 (Figura 4.13) apresentou um ido molecular
m/z, no modo ido positivo, de 550,96, um tempo de retencdo de 26,20 min, um pico de
absorcdo maxima de 537 nm, e um fragmento com m/z de 389. Este pico foi identificado
como sendo 0 composto betanina, que pertence a familia das betacianinas, devido ao seu
ido molecular, pico de absorcdo méaxima, e o fragmento caracteristico das betacianinas,
que corresponde & aglicona protonada (betanina + H*, ou isobetanina + H*).[M 571 A
presenca deste composto no fruto da planta Opuntia-ficus-indica, foi reportado por
Stintzing et al. 81150 Cejudo-Bastante et al. '], e Fernandez-Lopez et al. *1134, O pico
9 foi apenas identificado na polpa e casca do ecétipo roxo, e para a casca deste o pico 9
(Figura 4.12) apresentou um ido molecular com m/z de 551, no modo i&o positivo, um
tempo de retencdo de 27,24 min, um pico de absor¢do méaxima de 532 nm, e o fragmento
m/z caracteristico das betacianinas 389. Para a polpa do ec6tipo roxo o pico 9 (Figura
4.13) demonstrou um i&o molecular com m/z de 551, no modo i&o positivo, um tempo de
retencdo de 27,22 min, um pico de absorcdo maxima de 533 nm, e mais uma vez, 0

fragmento com m/z caracteristico das betacianinas 389. O composto correspondente ao
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pico 9, foi identificado como isobetanina, que apesar de possuir o0 mesmo ido molecular,
e um pico de absor¢do maximo praticamente igual ao da betanina, o seu tempo de retencéo
€ superior, uma vez que surge sempre depois desta. A presenca deste composto no fruto
da planta Opuntia-ficus-indica, foi reportado por Stintzing et al.[* 5% Cejudo-Bastante

et al.[*®l e Fernandez-Lo6pez et al .50 54,

Ja pico o 10, foi observado também para a casca e polpa do ecotipo roxo, sendo
que para a casca deste (Figura 4.12), demonstrou um ido molecular com m/z, no modo ido
positivo, de 309,03, um tempo de retencdo de 27,78 min, um pico de absor¢cdo maxima
de 475 nm, e um fragmento com m/z de 263. Para a polpa do ec6tipo roxo, o pico 10
(Figura 4.13), demonstrou um ido molecular m/z, no modo ido positivo, de 309,03, um
tempo de retencdo de 27,77 min, um pico de absorcdo maxima de 473 nm, e um fragmento
com m/z de 263. Este pico foi identificado como sendo o composto indicaxantina,
pertencente a familia das betaxantinas, devido ao seu ido molecular, pico de absor¢do
méaximo e fragmento, que corresponde ao ido filho. [*®1 A presenca deste composto no
fruto da planta Opuntia-ficus-indica, foi reportado por Stintzing et al.[*¢1 5% Cejudo-
Bastante et al.['®], e Fernandez-L6pez et al.[*’]. Na identificaco de betalainas destaca-se
0 ecOtipo roxo, uma vez que foram identificados compostos na casca e na polpa, sendo

que, no ecdtipo laranja apenas foram identificados compostos na casca.
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Figura 4.12 — Cromatograma LC-DAD da casca do ec6tipo roxo, em modo positivo, e extraida com a
mistura metanol:agua (8:2, v/v).
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Figura 4.13 — Cromatograma LC-DAD da polpa do ecétipo roxo, em modo positivo, e extraida com a

mistura metanol:agua (8:2, v/v).
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Quadro 10 — Identificagdo de compostos nos extratos do ec6tipo laranja Opuntia spp, por HPLC-MS

. Solvente Tr (min) . [M-H]*  MS/MS (m/z) Identificacéo -
Pico Amostra extracao DAD UV max (nm) (m/z2) fragmentos provavel Familia
1 Laranja/Casca Trifasico 34,59 232; 276; 323 239 Né&o detetado Acido eucomico Acido fenélico
2 Laranja/Casca Triféasico 37,48 241; 296sh; 323 193 N4o detetado Acido ferlico Acido fendlico
Isoramnetina 3-O-
4 Laranja/Casca Trifésico 40,00 252; 268 sh; 300 sh; 350 771 317 ramnosideo-7-O- Flavondide
rutinosideo
Quercetina 3-O-
5 Laranja/Casca Trifasico 40,32 252; 268 sh; 300 sh; 350 757 Né&o detetado rutinosideo- Flavonoide
ramnosideo
6 Padréo 42,42 258; 268sh; 300sh; 352 611 464,85; 303,05 Rutina Flavonoide
6 Laranja/Casca Trifésico 42,42 252; 260sh; 300sh; 351 611 303,06 Rutina Flavondide
7 Laranja/Casca  Trifasico 4386  252:268sh;300sh; 352 625 317,479 SOPMERRSO Epavonside
8 Laranja/Casca  Metanol/Agua 26,68 529 551 389 Betanina Betacianina
10  Laranja/Casca Metanol/Agua 27,41 472 309 263 Indicaxantina Betaxantina

Os picos que se encontram a amarelo, foram obtidos no modo ido negativo.
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Quadro 11 — Identificagdo de compostos nos extratos do ecétipo roxo Opuntia spp, por HPLC-MS

Pico Amostra Solven~te Tr (min) UV méx (nm) [M-H]* MS/MS (m/z) Identifi,cagéo Familia
extracao DAD (m/z) fragmentos provavel
3 Roxo/Polpa Trifasico 36,18 300sh; 325 357 194,89 Feruloyl glucose Flavonoide
Isoramnetina 3-O-
4 Roxo/Casca Trifasico 40,04 253; 268sh; 300sh; 352 771 317 ramnosideo-7-O- Flavonoide
rutinosideo
5 Roxo/Casca Trifasico 40,33 252; 268sh; 300sh; 351 757 N&o detetado Quercetina 3-O- Flavondide
rutisideo-ramnosideo
6 Roxo/Casca Trifasico 42,37 258; 268sh; 300sh; 352 611 303,02 Rutina Flavondide
7 RoxolCasca  Trifasico 4400 256;268sh;300sh;353 625 317,479 OTMMEUNESOmpppnsige
8 Roxo/Casca Metanol/Agua 26,20 537 551 389 Betanina Betacianina
9 Roxo/Casca Metanol/Agua 27,24 532 551 389 Isobetanina Betacianina
10 Roxo/Casca Metanol/Agua 27,78 475 309 263 Indicaxantina Betaxantina
8 Roxo/Polpa  Metanol/Agua 26,20 537 551 389 Betanina Betacianina
9 Roxo/Polpa  Metanol/Agua 27,22 533 551 389 Isobetanina Betacianina
10 Roxo/Polpa  Metanol/Agua 27,77 473 309 263 Indicaxantina Betaxantina
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4.4 Determinacao da atividade antioxidante do fruto Opuntia ficus-indica (L.)
Mill

4.4.1 Método de captacdo de radicais ABTS [2.2’-azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acide]

O método espectrofotométrico ABTS [2,2’-azinobis-(3ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid)], é um método adequado para a medicdo da capacidade antioxidante de
substancias hidrossoluveis e lipossollveis, compostos puros e extratos, atraves da captura
do radical cationico ABTS**. Este consiste num radical croméforo azul esverdeado, que
resulta da oxidacdo do composto ABTS com persulfato de potassio. O catido radical tem
uma absor¢do maxima aos comprimentos de onda 645 nm, 734 nm, 815 nm, e ao mais
comumente utilizado, 415 nm.%2

A adicdo de agentes antioxidantes ao radical catidnico pré-formado, reduz o
composto em ABTS, diminuindo a quantidade do radical catidnico e consequentemente,
a diminuicdo da cor azul esverdeado. Essa reducéo é gerada numa determinada proporc¢éao
e tempo, dependendo da atividade antioxidante, concentracdo do agente antioxidante e da
duracdo da reacdo. A extensdo da reacdo € medida em percentagem de inibi¢do do radical
cationico ABTS**, e determinada em funcéo da concentragio e do tempo. E calculada
posteriormente, através de solugcdes padrdo de Trolox, sob as mesmas condicdes e que
por interpolacdo da reta de calibracdo, formada a partir dessas solucGes, permite
apresentar os resultados de atividade antioxidante em pmol equivalente Trolox/g.[*?]

Relativamente aos valores obtidos no presente trabalho, demonstrados no Quadro
12, € possivel observar uma grande diferenca entre os valores de casca e polpa dentro do
mesmo ecotipo e entre ecétipos, e também, entre os extratos aquosos e metanolicos. Para
a casca do ecoOtipo roxo, do extrato metanolico, foram obtidos 19,35 umol Trolox/g, e
para a polpa 6,82 umol Trolox/g. Para a casca do ec6tipo laranja do extrato metandlico,
foram obtidos 11,50 umol Trolox/g, e 3,72 umol Trolox/g. Para o extrato metandlico é
possivel observar diferencas bastante significativas entre os valores de casca e polpa,
dentro do mesmo ecoétipo, notando-se valores superiores para a casca, em ambos 0S
ecotipos. Neste extrato, a atividade no ec6tipo roxo é ainda mais elevada, tanto para a
casca, como para a polpa, comparativamente ao ecotipo laranja. E de notar também que
a polpa do ecotipo roxo e a casca do ecotipo laranja possuem valores significativamente

semelhantes entre si.
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Em relacdo a casca do ecdétipo roxo, do extrato aquoso, foram obtidos 37,23 pmol
Trolox/g, e para a polpa 18,85 pumol Trolox/g. Para a casca do ec6tipo laranja, do extrato
aquoso, obtiveram-se 19,09 umol Trolox/g, e para a polpa 3,39 pumol Trolox/g. Verifica-
se, a mesma situacdo, observada no extrato metanolico, em que a casca apresenta
atividades mais elevadas comparativamente & polpa em ambos 0s ecétipos, e o ecotipo
roxo apresenta uma atividade ainda mais elevada, tanto para a casca, como para polpa,
demonstrando, por isso ser, 0 ecOtipo com maior atividade antioxidante, principalmente
no extrato aquoso. Tal como no extrato metanolico, a polpa do ecétipo roxo e a casca do

ecotipo laranja possuem valores significativamente semelhantes entre si.

Quadro 12 — Determinacdo da atividade antioxidante dos ec6tipos roxo e laranja do fruto Opuntia ficus-

indica
N° ABTS Molibdato
Extrato Fruto Parte do fruto replicados  [(umol)Trolox/g] [Mg(EAAS)/g]
ROX0 Casca 3 19,3514,785’ 4,743,222
Metanol Polpa 3 6,82+2,39? i 10,0+11,0?
Laranja Casca 3 11,50+0,48? 14,8+11,22
Polpa 3 3,72+1,462 8,7+8,0?
Roxo Casca 3 37,23+13,62° 54,9+26,5"
Agua Polpa 3 18,8515,372 26,7+17,1%®
Laranja Casca 3 19,09+3,39 13,5+2,92
Polpa 3 3,39+0,49°2 11,1+2,92

Por coluna, as amostras com a mesma letra, ndo sdo significativamente diferentes entre si (p < 0,05).

Comparando ambos os extratos, verifica-se que para o extrato aquoso, a atividade
é superior, e assim significativamente diferente entre ecétipos e partes do fruto, a excecao
da polpa do ecétipo laranja do extrato aquoso, que possui uma atividade semelhante a
polpa do ecotipo laranja do extrato metandlico. Os resultados parecem indicar que a agua
podera ser melhor solvente para a extracdo dos compostos responsaveis pela atividade
antioxidante. E de salientar que mesmo a agua sendo considerada o melhor solvente,
existem valores de atividade significativamente semelhantes entre si, entre extratos,
nomeadamente, as polpas do ecétipo roxo do extrato metandlico e do ec6tipo laranja do

extrato aquoso.

Ao comparar os resultados obtidos com os observados na literatura, verifica-se

que para as polpas, & excegdo da polpa do ec6tipo roxo do extrato aquoso, os valores sao
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semelhantes pois, segundo Albano et al.[l, os valores obtidos para a polpa do ecétipo
roxo foram 0,61 mmol Trolox/100g, o que equivale a 6,1 pmol Trolox/g, e para o ecotipo
laranja 0,37 mmol Trolox/100g, o que equivale a 3,7 pumol Trolox/g. Segundo Stintzing
et al. 381 os valores obtidos para polpa do ecétipo roxo foram 3,64 mmol Trolox/Kg, que
equivale a 3,64 umol Trolox/g, e para a polpa do ecétipo laranja 2,32 mmol Trolox/Kg,
0 que equivale a 2,32 pmol Trolox/g. Neste caso, verifica-se que os valores obtidos neste
procedimento experimental, sdo ligeiramente superiores aos obtidos por estes autores,
para a polpa do ecotipo laranja de ambos os extratos e principalmente para a polpa do
ecotipo roxo que possui valores muito superiores. Segundo Butera et al.[*®l, os valores
para trés ecétipos diferentes de polpa do fruto, localizam-se entre os 4,36 e 5,31 pumol
Trolox/g, pelo que se encontram ligeiramente acima do valores observados neste
procedimento experimental para a polpa do ecOtipo laranja do extrato aquoso e
metandlico, mas abaixo do observado para a polpa do ecétipo roxo do extrato metandélico
e aquoso. Segundo Fernandez-Ldpez et al.[?l, os valores obtidos para todo o fruto do
ecétipo vermelho foram de 6,70 pumol Trolox/g, sendo semelhantes aos observados para
a polpa da variedade roxa do extrato metandélico, mas estando acima dos valores obtidos
para as polpas do ecétipo laranja de ambos os extratos e abaixo dos restantes valores
observados. Para as cascas foram observados valores muito acima daqueles observados
na literatura, o que pode significar que a casca possui maior atividade antioxidante,

possivelmente devido ao elevado teor de pigmentos existente na casca do fruto.?

4.4.2 Método de reducdo de Mo(VI) a Mo(V)

O método espectrofotométrico do fosfomolibdénio, baseia-se na quantificacéo da
capacidade antioxidante, através da reducdo de Mo(VI) para Mo(V), pela amostra a
analisar e a subsequente formacdo do complexo verde fosfato/Mo(V), em pH éacido. A
solucdo inicial possui uma cor amarelada e a medida que a reagdo de reducdo ocorre, esta
vai-se tornando verde escura. Devido a sua simplicidade e reagentes baratos, revela ser
uma boa alternativa a outros métodos disponiveis que também avaliam a capacidade

antioxidante.[33]

Relativamente aos resultados obtidos, representados no Quadro 12, é possivel
observar que, mais uma vez a casca destaca-se relativamente a polpa, uma vez que

apresenta atividades mais elevadas, a excecdo da polpa do ecoOtipo roxo do extrato
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metandlico, possivelmente devido a algum erro durante o procedimento experimental.
Para a casca do ec6tipo roxo do extrato metandlico, obteve-se 4,7 mg equivalente de acido
ascorbico (EAAS)/g, e para a polpa 10,0 mg (EAAS)/g. Para a casca do ecoOtipos laranja
do extrato metanolico obeteve-se 14,8 mg (EAAS)/g, e para a polpa 8,7 mg (EAAS)/g.
Assim, dentro do extrato metandlico, é possivel observar uma semelhanca nas atividades
das cascas e das polpas, dentro do mesmo ecétipo e entre ecotipos, embora,
contrariamente ao que se tem observado, observam-se atividades mais elevadas para a

casca do ecétipo laranja e para a polpa do ec6tipo roxo.

Relativamente ao extrato aquoso, nomeadamente para a casca do ec6tipo roxo foi
obtida uma atividade de 54,9 mg (EAAS)/g, e para a polpa 26,7 mg (EAASs)/g. Para a
casca do ecotipo laranja foi obtida uma atividade de 13,5 mg (EAAS)/g, e para a polpa
11,1 mg (EAASs)/g. Assim, no extrato aquoso, observam-se diferengas significativas entre

ecotipos, e uma atividade mais elevada para o ecotipo roxo.

Comparando ambos 0s extratos, verifica-se que 0 extrato aquoso apresenta
atividades mais elevadas, tal como se verifica no método ABTS, com excecdo da polpa
do ecétipo laranja, o que reforca a ideia de que a utilizagao de agua como solvente parece
ser mais eficaz no processo extrativo de compostos bioativos. Além disso, observa-se que
os valores sdo praticamente todos significativamente semelhantes entre si, com exce¢édo
do ec6tipo roxo do extrato aquoso que apresenta concentracfes superiores para casca e
polpa e por isso significativamente diferentes, dos restantes. O ec6tipo roxo demonstra
entdo ser, 0 ecOtipo com maior atividade antioxidante, principalmente nos extratos

aguosos.

Ambos os métodos mostram que, o fruto dos dois ecotipos, tém atividade
antioxidante, particularmente os extratos aquosos do ecétipo roxo, o que pode significar

que este ecétipo é uma boa fonte de agentes antioxidantes, particularmente a casca.

4.5 Capacidade de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase pelo fruto Opuntia
Ficus-indica (L.) Mill

Estudos sugerem que os processos oxidativos podem estar envolvidos na etiologia
da doenca de Alzheimer (AD). A acumulacdo de danos nas membranas plasmaticas e no

ADN, provenientes de espécies reativas de oxigénio levam a disrupcéo do funcionamento
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normal da célula e consequentemente & morte neuronal. Nutrientes antioxidantes,
incluindo vitamina E, vitamina C e B-carotenos, estdo entre os mecanismos de defesa
naturais contra o stress oxidativo. Estes compostos também tém demonstrado, em estudos
de laboratdrio e em animais, através da andlise de tecido cerebral, um decréscimo na
peroxidacao lipidica e oxidacdo de proteinas, inibicdo da producgdo de espécies reativas
de oxigénio, prevencdo da disfuncdo mitocondrial e fragmentacdo de ADN, reducdo da
neurotoxicidade e apoptose e morte neuronal.l®® Segundo Mata et al. plantas utilizadas
como ervas aromaticas tais como o funcho, menta, alecrim, poejo e tomilho selvagem,
demonstraram moderada atividade anticolinesterase, destacando-se o 6leo essencial de

alecrim como o mais ativo.[*l

A doenca de Alzheimer ¢ a causa mais comum de deméncia,®*! que embora possa
ocorrer em idades jovens por enfermidades cerebrais variadas, esta ligada ao fendmeno
de envelhecimento cerebral, acometendo individuos com idade superior a 65 anos. Os
sintomas da doenca estdo associados ao declinio cognitivo e deterioracdo mental, e
resultam da perda progressiva e massiva de neurdnios de diferentes partes do cérebro. A
doenca esta associada a défices de diversos neurotransmissores cerebrais tais como a
acetilcolina, noradrenalina e a serotonina. O seu tratamento sintomatico € apenas
sintomatico e envolve maioritariamente a restauracdo da funcdo colinérgica. Esta
restauracao passa por um aumento dos niveis de acetilcolina, de modo a melhorar um dos
sinais da doenca, a dificuldade de aprendizagem.[®% A acetilcolina esta envolvida na
transferéncia de sinal durante as sinapses, e apds exercer a sua funcdo € usualmente
hidrolisada, originando colina e acetato, numa reacdo catalisada pela enzima

acetilcolinesterase.[3?!

O mecanismo de acdo dos farmacos inibidores da enzima acetilcolinesterase, tais
como tacrina, rivastigmina, donezepilo e galantamina,® baseiam-se na a¢4o inibitdria da
enzima acetilcolinesterase que, por sua vez, esta associada a superficie da membrana
extracelular e desempenha um papel importante na protecdo das células cerebrais.!*!
Estes farmacos tém demonstrado, até agora, a maior eficiéncia no tratamento clinico na

doenca de Alzheimer.[¢%]

A utilizacdo de extratos de plantas, em terapia para doencas do cérebro, com
propriedades farmacologicas relacionadas com o aumento de memoria e aprendizagem,

ndo sdo investigadas na medicina ocidental, com excec¢do dos gincolideos. Assim &
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necessario incentivar a pesquisa de plantas medicinais especificas, que aumentem 0s
niveis da acetilcolina, de modo a melhorar os sinais de deficiéncia de aprendizagem a

custos relativamente baixos.[6%

Os resultados obtidos neste trabalho experimental, representados no Quadro 13,
apresentam percentagens de inibi¢ao superiores para a casca comparativamente as polpas,
nos ecotipos laranja e roxo, e no extrato aquoso e metanolico, com concentracdes de 1
0/10mL e 1 g/smL, respetivamente. Para as polpas dos dois extratos e ecotipos, nao se
verifica qualquer atividade inibitdria, com excecdo da polpa do ecétipo laranja do extrato
aquoso, que possui uma atividade inibitoria de 18,9%, significativamente semelhante a
casca do mesmo extrato e ecotipo, com uma atividade inibitoria de 19,2%. A casca do
ecétipo laranja do extrato metandlico, demonstrou uma atividade inibitoria de 47,1%,
tendo sido a mais elevada, quando comparada com a casca do ecétipo roxo do mesmo
extrato, de 23,8%, e com a casca do ecdtipo roxo do extrato aquoso, de 36,9%. Assim, a
casca do ecétipo laranja do extrato metanolico destaca-se como aquela com maior

atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase.

Com estes resultados, verifica-se que, a casca do fruto possui uma atividade
inibitdria significativa da enzima acetilcolinesterase, quando comparada com a polpa,
destacando-se o ecotipo laranja. Contudo, € necessario uma pesquisa mais aprofundada,
de modo, a descobrir quais 0s compostos que sdo efetivamente responsaveis por esta
atividade, e de que forma é possivel potenciar essa atividade, através do seu isolamento.

Quadro 13 — Determinacéo da % de inibicdo da enzima acetilcolinesterase dos ecétipos roxo e laranja do
fruto Opuntia ficus-indica

N° Microplaca
Extrato Fruto Parte do fruto replicados (% inibicio)
RoxX0 Casca 2 23,8+3,3"
Metanol Polpa 2 0,0+0,02
Laranja Casca 2 47,1+1,4°
Polpa 2 0,040,082
ROXO Casca 2 36,9+7,7°
Agua Polpa 2 O,OiO,O“‘b
Laranja Casca 2 19,2+10,8
Polpa 2 18,9+0,3"

As amostras com a mesma letra, ndo sdo significativamente diferentes entre si (p < 0,05).
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5. Conclusao

O interesse dos investigadores pelas propriedades do fruto Opuntia ficus-indica,
e 0 estudo da sua composi¢do quimca e diferentes atividades, constatou que este possuli
elevado potencial bioldgico e nutricional. O presente estudo revela que o fruto, mas
particularmente a casca possui atividade antioxidante bem como capacidade de inibir a
enzima acetilcolinesterase. Foi 0 ecotipo roxo que apresentou maior capacidade
antioxidante, ao passo que o ecotipo laranja se revelou melhor inibidor da

acetilcolinesterase.

N&o se pode dizer com os resultados agora apresentados que os frutos podem
substituir um antioxidante ou um inibidor da acetilcolinesterase tdo bem como o0s
antioxidantes ou os inibidores da acetilcolinesterase de referéncia agora existentes no
mercado. Apenas tenta mostrar que uma planta que cresce bem em zonas semi-aridas,
geralmente, em terrenos pobres e de populacdo empobrecida, € uma fonte de compostos
bioativos que, juntamente com outros alimentos igualmente saudéveis, pode e deve

constituir uma alimentacdo equilibrada e saudavel.
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