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Resumo

A crescente procura por alimentos mais saudaveis, sustentaveis e com rétulos mais
transparentes tem impulsionado a investigagdo de alternativas naturais aos conservantes
sintéticos utilizados pela industria alimentar. Paralelamente, a valorizagdo de subprodutos
agroindustriais tem emergido como uma estratégia promissora para a redu¢do do desperdicio
alimentar e promo¢ao da economia circular. Neste contexto, diferentes matrizes vegetais
constituem fontes relevantes de compostos bioativos com potencial aplicacdo como
conservantes naturais.

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar um extrato natural
rico em compostos bioativos com potencial aplicagdo como conservante alimentar, recorrendo
a valorizacdo de diferentes matrizes vegetais, nomeadamente urtiga (Urtica dioica), bioresiduos
de roma e brocolos. Inicialmente, foram avaliadas as atividades antioxidante e antimicrobiana,
bem como a toxicidade dos extratos, de forma a selecionar a matriz com maior potencial
bioativo e seguranca de utilizagdo. A urtiga foi selecionada para estudos posteriores, tendo o
seu processo de extracdo sido otimizado através da metodologia de superficie de resposta,
considerando como varidveis de resposta a atividade antioxidante, o teor de massa seca € o
perfil individual de compostos fenoélicos.

Posteriormente, o processo de extracao foi otimizado através da metodologia de
superficie de resposta, utilizando a extracdo assistida por ultrassom e considerando como
variaveis independentes a poténcia do ultrassom, o tempo de extracdo e a propor¢ao
etanol/agua. A otimizacdo teve como objetivo maximizar a atividade antioxidante, o teor de
massa seca e a recuperacao de compostos fenolicos. As condigdes 6timas determinadas pelos
modelos matematicos foram posteriormente validadas experimentalmente.

O extrato otimizado foi caracterizado por HPLC-DAD-ESI/MS, permitindo a
identificacdo de sete compostos fenolicos, correspondentes a quatro acidos fendlicos e trés
flavonoides, com um teor total de 19,8 mg/g de extrato seco. Os flavonoides constituiram a
classe predominante (11,6 mg/g), destacando-se a quercetina-3-O-rutinosideo (rutina) como
composto maioritario, seguida da quercetina-3-O-glicosideo. Entre os &cidos fenolicos
identificados destacaram-se os acidos cafeoilquinicos e o acido dicafeoilmalico. Estes
compostos estdo associados a reconhecidas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias,
refor¢ando o potencial bioativo do extrato obtido.

A validacdo experimental das condi¢des 6timas confirmou a adequagdo do processo
de extra¢do desenvolvido, sendo posteriormente realizada uma comparagdo com um extrato

comercial de urtiga. Os resultados obtidos demonstram o potencial da urtiga como fonte de

vii



compostos fenolicos de interesse para a industria alimentar, evidenciando a viabilidade da
utilizacdo de extratos naturais como alternativa sustentdvel aos conservantes sintéticos e

contribuindo para o desenvolvimento de ingredientes alinhados com o conceito de clean label.

Palavras-chave: compostos fendlicos; conservantes naturais; extragdo assistida por ultrassom;
otimizagdo; urtiga
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Abstract

The growing demand for healthier, more sustainable foods with more transparent
labeling has driven research into natural alternatives to the synthetic preservatives used by the
food industry. At the same time, the valorization of agro-industrial byproducts has emerged as
a promising strategy for reducing food waste and promoting the circular economy. In this
context, various plant matrices constitute significant sources of bioactive compounds with

potential application as natural preservatives.

The objective of this study was to develop and characterize a natural extract rich in
bioactive compounds with potential application as a food preservative, utilizing different plant
matrices, namely stinging nettle (Urtica dioica), pomegranate biowaste, and broccoli. Initially,
the antioxidant and antimicrobial activities, as well as the toxicity of the extracts, were
evaluated to select the matrix with the greatest bioactive potential and safety of use. Stinging
nettle was selected for further studies, and its extraction process was optimized using response
surface methodology, with antioxidant activity, dry matter content, and the individual profile

of phenolic compounds considered as response variables.

Subsequently, the extraction process was optimized using response surface
methodology, employing ultrasound-assisted extraction and considering ultrasound power,
extraction time, and the ethanol/water ratio as independent variables. The optimization aimed
to maximize antioxidant activity, dry matter content, and the recovery of phenolic compounds.
The optimal conditions determined by the mathematical models were subsequently validated

experimentally.

The optimized extract was characterized by HPLC-DAD-ESI/MS, allowing the
identification of seven phenolic compounds, corresponding to four phenolic acids and three
flavonoids, with a total content of 19.8 mg/g of dry extract. Flavonoids constituted the
predominant class (11.6 mg/g), with quercetin-3-O-rutinoside (rutin) standing out as the major
compound, followed by quercetin-3-O-glycoside. Among the identified phenolic acids,
caffeoylquinic acids and dicaffeoylmalic acid stood out. These compounds are associated with
recognized antioxidant and anti-inflammatory properties, reinforcing the bioactive potential of

the obtained extract.
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Experimental validation of the optimal conditions confirmed the suitability of the
extraction process developed, and a comparison was subsequently conducted with a
commercial nettle extract. The results obtained demonstrate the potential of stinging nettle as a
source of phenolic compounds of interest to the food industry, highlighting the feasibility of
using natural extracts as a sustainable alternative to synthetic preservatives and contributing to

the development of ingredients aligned with the clean label concept.

Keywords: natural preservatives; optimization; phenolic compounds; stinging nettle;
ultrasound-assisted extraction



1. Introducio

A preferéncia do consumidor por habitos alimentares mais saudaveis ¢ uma tendéncia
crescente e multifacetada, impulsionada por diversos fatores sociais, econdmicos e culturais,
nomeadamente o aumento da incidéncia de doengas cronicas, a influéncia da consciéncia
ambiental na escolha por alimentos mais naturais ¢ menos processados, entre outros (Plaza et
al., 2008).

Desta forma, os consumidores cada vez mais evitam alimentos com aditivos artificiais
e excesso de agucar e lipidos, o que leva a industria alimentar a reinventar-se através da
reformulacdo de produtos e criacdo de novas linhas mais saudaveis, que vao de encontro a estas
novas tendéncias de mercado (Chauhan & Rao, 2024).

A incorporacdo de ingredientes naturais, com fungdes corante, conservante,
aromatizante, e/ou espessante, em produtos alimentares ¢ uma estratégia cada vez mais comum
no setor industrial (Wu et al., 2022a). Adicionalmente, ¢ também crescente o nimero de
alimentos contendo ingredientes funcionais disponibilizados pela industria. Além das
vantagens para a saude, os ingredientes naturais também atendem a preocupagdes ambientais e
¢ticas (de Carvalho et al., 2023). A producado desses ingredientes, muitas vezes, envolve menor
impacto ecoldgico e pode ser feita a partir de fontes renovaveis, o que contribui para praticas
mais sustentaveis e para a valorizagdo da biodiversidade, especialmente em paises com uma
flora vasta e diversificada. Nao obstante, o uso de aditivos naturais favorece a transparéncia nos
rotulos, alinhando-se ao conceito de clean label, cada vez mais valorizado (Nieto et al., 2023).

Ha uma vasta gama de exemplos na literatura que descreve a aplicagdo de diferentes
ingredientes naturais aplicados a industria alimentar, como 6leos essenciais (EO), enzimas e
acidos organicos (Teshome et al., 2022). No entanto, embora sejam naturais, ¢ importante
salientar que mesmo estes aditivos necessitam de passar por rigorosos processos de
regulamentacdo e aprovagdo antes de serem utilizados em produtos alimentares
comercializados. Este processo visa garantir a seguranca do consumidor, comprovar a eficacia
tecnologica do aditivo e estabelecer condi¢des de uso adequadas, assegurando o seu uso
responsavel (Dong et al., 2024).

Paralelamente a esta estratégia de inovacao, o setor agroalimentar depara-se também
com a preocupacao relacionada com o desperdicio de alimentos e o acumulo de residuos
industriais.

Nesse contexto, surge uma alternativa inovadora e sustentavel para a valorizagao de

subprodutos agroalimentares: a extracdo de ingredientes naturais a partir de bioresiduos ou



subprodutos do setor agroalimentar. Esses residuos, frequentemente descartados, sdo ricos em
compostos bioativos com potencial para atuarem como corantes, antioxidantes, conservantes,
espessantes, aromatizantes e/ou emulsificantes naturais (Faustino et al., 2019).

A reintroducdo desses subprodutos na cadeia alimentar, para além de promover uma
reducdo de residuos organicos na cadeia produtiva, promove a diminuicdo do impacto
ambiental, a inovagao tecnoldgica e o desenvolvimento econémico do setor (Ligarda-Samanez
et al., 2025).

Desse modo, o presente trabalho visa desenvolver um extrato natural rico em compostos
com propriedades conservantes a partir do estudo de varios subprodutos selecionados, com foco

na incorporacdo num produto alimentar.



2. Estado da arte

2.1. Evolucgio historica das praticas de conservacio alimentar

No decurso da historia, a formagao de sociedades esteve ligada a caga e a agricultura
(Wu et al.,, 2022). A alimentagdo ancestral era adaptada as condic¢des climaticas, aos recursos
disponiveis, aos métodos de caga e as técnicas de preservagdo utilizadas (Knorr & Augustin,
2023).

No Egito Antigo, a crenga na vida ap6s a morte incluia a conservacao de alimentos
através de métodos como a secagem com sal e a utilizagdo de sal, resina e bandagens, de forma
a permitir o seu consumo no além (Halawa, 2023; Taylor, 2010). Na Idade Média, o acesso aos
alimentos refletia o estatuto social, sendo comuns métodos como salga, defumagao e a aplicagao
de alcool para prolongar o tempo de conservagdo dos alimentos (Williams, 2015; Woolgar et
al., 2006).

No século XVII, Nicolas Appert, apresentou técnicas de esterilizacdo e
armazenamento que marcaram o inicio da conservagao moderna dos alimentos (Varzakas &
Tzia, 2015). Posteriormente, no século XIX, o desenvolvimento da microbiologia permitiu
compreender a relacdo entre microrganismos e deterioracdo alimentar, impulsionando o
desenvolvimento de novos métodos de conservagao (Science Museum, 2019).

Este periodo foi igualmente marcado pelo inicio da sintese de aditivos quimicos.
William Henry Perkins, foi responsavel pela descoberta do primeiro corante sintético,
representando um marco importante para a industria quimica e alimentar (Sun & Wang, 2017).
Pouco depois, surgiram compostos como a sacarina, cuja utilizacdo foi posteriormente
restringida em alguns paises devido a potenciais riscos para a saide humana. Além da sacarina,
outro aditivo amplamente utilizado ¢ o glutamato de sodio, responsavel por intensificar o sabor

umami dos alimentos (Ault, 2004; Guillem-Llobat, 2011).

2.2. Beneficios da conservacao de alimentos
A conservacdo de alimentos apresenta diversas vantagens praticas para além do
simples prolongamento do prazo de validade. Uma das principais vantagens consiste em
garantir a seguran¢a alimentar, permitindo a disponibilizacdo de uma maior variedade de
alimentos ao longo do ano. Além disso, alguns métodos de conservagdo contribuem para a
preservacdo de nutrientes, mantendo o valor nutricional original dos alimentos. Outros

beneficios incluem vantagens econdmicas e ambientais, uma vez que, a conservacao de
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alimentos contribui para a redugdo do desperdicio alimentar e das perdas econdmicas
associadas. Consequentemente, verifica-se também uma diminui¢do dos impactos ambientais
negativos relacionados com a producgdo, transporte e eliminagdo de alimentos. Ao reduzir o
desperdicio e a necessidade de produgdo e transporte excessivo, também se contribui para a
diminuicdo da pegada de carbono e para a promocao da sustentabilidade ambiental (Food
Industry Capacity & Skill Initiative, 2024).

A seguranca alimentar baseia-se na garantia do acesso fisico, social e econdmico a
alimentos seguros e nutricionalmente adequados, capazes de satisfazer as necessidades
nutricionais didrias da populagdo, respeitando simultaneamente habitos alimentares saudaveis
e preferéncias culturais (Mbow et al., 2022). Neste contexto, a segurang¢a alimentar e a cultura
apresentam uma relagdo intrinseca, dado que os habitos alimentares de uma populagdo
influenciam a formulagdo de dietas que integrem diferentes grupos nutricionais (Briones
Alonso et al., 2018).

Segundo a OMS (2024), uma alimentagdo saudavel depende de véarios fatores, como a
disponibilidade de alimentos na regido, habitos alimentares individuais e as tradi¢des culturais.
A disponibilidade alimentar influéncia igualmente aspetos econdmicos € ambientais associados
a sustentabilidade da cadeia alimentar. Esta cadeia inicia-se na produgdo agricola e termina no
consumidor final, o qual ¢ frequentemente desempenha um papel importante na defini¢ao das
tendéncias de consumo alimentar. No entanto, o aumento da disponibilidade de alimentos esta
também associado ao crescimento do desperdicio alimentar (Martindale & Schiebel, 2017).
Este ultimo encontra-se relacionado com diversas tendéncias atuais, incluindo a urbanizagao,
crescimento das megacidades, as alteracdes demograficas e as mudancas nos hébitos de
consumo da populacdo (Cole et al., 2018). Deste modo, os mecanismos de conservagao
alimentar assumem um papel fundamental na extensdo do prazo de validade dos alimentos,
contribuindo simultaneamente para a seguranga alimentar e para a reducdo do desperdicio

alimentar (Lisboa et al., 2024).

2.3. Mecanismos de conservacao de alimentos
Considerando que os alimentos ou produtos alimentares apresentam uma elevada
suscetibilidade a deterioracdo devido a a¢do dos microrganismos, nomeadamente bactérias e
fungos, de enzimas naturais e reacdes quimicas, a sua conservagao constitui uma necessidade
sanitaria, econdmica e social (Singh & Desrosier, 2025). A conservagdo alimentar engloba

métodos e técnicas destinados a prolongar a vida til dos alimentos, através da inibicdo do



crescimento microbiano, do retardamento de reagdes quimicas e da prevencao de alteragdes
fisicas responsaveis pela deterioracdo (Dwivedi et al., 2017). Este principio ¢ sustentado por
normas internacionais, como o Regulamento (CE) n.° 178/2002 da Unido Europeia, que
estabelece requisitos gerais de seguranga alimentar, e pela Food Safety Modernization Act
(FSMA) da Food and Drug Administration (FDA), nos Estados Unidos, que define medidas
preventivas de seguranca alimentar.

De acordo com Amit et al. (2017), os métodos de conservagao alimentar podem ser

classificados em diferentes categorias, como apresentado no fluxograma da Figura 1.

Figura 1. Fluxograma de mecanismos de conservagdo de alimentos adaptado de Amit et al. (2017).

Esses métodos incluem técnicas destinadas a retardar a degradacdo dos alimentos,
aumentando a sua durabilidade e garantindo a sua seguranca e qualidade. Alguns alimentos,
como frutas, vegetais, carnes e peixes, apresentam elevado teor de 4gua (geralmente entre 80%
a 90%), sendo altamente suscetiveis a degradagdo, sobretudo por acdo microbiologica. Nesse
contexto, o processamento fisico desempenha um papel fundamental na conservacdo dos
componentes dos produtos alimentares (Fathi et al., 2022).

Entre os principais métodos fisicos de conservagao destaca-se a desidratag@o, processo
no qual ocorre a redugdo do teor de agua e, consequentemente, do volume dos alimentos.
Embora seja uma técnica eficaz na preservagao alimentar, pode provocar alteragdes estruturais,
incluindo encolhimento, diminui¢do da capacidade de reidratagdo e modificagdes na superficie
do produto (Mahiuddin et al., 2018).

Outro método amplamente utilizado ¢ a esterilizagdo, que consiste num processo
térmico rigorosamente controlado com o objetivo de inativar microrganismos, incluindo
bactérias, fungos, virus e esporos. Contudo, esta técnica apresenta limitagdes relativamente a
inativacdo de prides (estruturas proteicas infeciosas que demonstram elevada resisténcia aos
procedimentos convencionais de esteriliza¢cdo) e pode causar a perda de micronutrientes em

alguns alimentos (Soni et al., 2020).



A pasteurizagdo, especialmente aplicada em produtos lacteos, ¢ igualmente um
processo fisico de conservacdo que permite aumentar o tempo de vida util dos alimentos,
através da eliminagdo de microrganismos patogénicos. Esta técnica envolve a aplicagdo de
temperaturas controladas durante um periodo experimentalmente definido, permitindo reduzir
a carga microbiana sem comprometer significativamente as caracteristicas nutricionais e
sensoriais do alimento (Rabbani et al., 2025).

A utilizagdo de baixas temperaturas constitui outra técnica amplamente empregue na
conservagdo alimentar, sendo a sua eficacia diretamente influenciada pelo teor de 4gua presente
nos alimentos. Durante o congelamento, a 4gua forma cristais de gelo cujas caracteristicas
(como tamanho, forma e distribui¢do) influenciam diretamente a qualidade final do produto.
Cristais de gelo de grandes dimensdes podem provocar ruturas nas membranas celulares,
resultando na perda de liquidos intracelulares durante o descongelamento e comprometendo a
textura e a integridade estrutural dos alimentos (Sun et al., 2023).

O processamento bioldgico refere-se, principalmente, aos processos de fermentacao,
cuja finalidade consiste na utilizagdo de microrganismos e enzimas para conservar de alimentos.
Esse método baseia-se na decomposicdo controlada de compostos orgénicos através da agao
microbiana. Os principais agentes envolvidos incluem bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, aplicados numa ampla variedade de produtos alimentares, como lacticinios,
cereais e produtos carneos (Sivasankar, 2002).

Por sua vez, o processamento quimico baseia-se na utilizagdo de aditivos alimentares,
substancias adicionadas aos alimentos com objetivo de conservar, intensificar o sabor, melhorar
a aparéncia ou otimizar propriedades sensoriais e funcionais. Entre os principais grupos de
aditivos, destacam-se os emulsificantes, corantes, agentes antimicrobianos, estabilizantes,
antioxidantes e conservantes (Wu et al., 2022). Na Unido Europeia, estes compostos siao
regulados pelo Regulamento (CE) n° 1333/2008 (EU), enquanto nos Estados Unidos sdo
regulados pelo 21 CFR Part 170 (EUA), os quais estabelecem os tipos permitidos, limites de
utilizagdo e condicdes especificas de aplicagdo (Comissdo Europeia, 2008).

Na Tabela 1 encontram-se representados os diferentes grupos de aditivos alimentares e

os respetivos codigos E que os identificam.



Tabela 1. Classifica¢ao dos aditivos segundo o codigo E adaptada de L. Wu et al. (2022).

Numero E de classificacdo Classificacio
E100- E199 Colorificos
E200- E299 Conservantes
E300- E399 Antioxidantes
E500- ES99 Agente anti bolor
E900- E999 Emulsificantes / estabilizantes

Na Unido Europeia, os aditivos alimentares autorizados sdo classificados através de
um codigo E, indicando que foram submetidos a avaliagdes cientificas de sua seguranga
realizadas pela Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA). Esta
classificagdo permite harmonizar a utilizagao de aditivos entre os Estados-Membros e assegurar
o cumprimento de critérios toxicoldgicos, tecnoldgicos e de pureza (European Food Safety
Authority, 2025) .

No entanto, nem todos os grupos de aditivos recebem autorizagdo para utilizacdo na
industria alimentar. Um exemplo corresponde ao grupo E700-E799, historicamente associado
a antibidticos, cuja utilizacdo em alimentos destinados ao consumo humano ndo ¢ autorizada
devido ao potencial toxicoldgico e alergénico, bem como ao risco de contaminacio cruzada
durante os processos de producdo. Por esse motivo, estes compostos encontram-se excluidos
das listas de substancias autorizadas na Unido Europeia, conforme estabelecido pelo
Regulamento (CE) n.° 1333/2008 (Pandit et al., 2020; Comissao Europeia, 2008b).

Apesar da ampla utilizagdo de aditivos sintéticos na industria alimentar, a crescente
preocupagdo dos consumidores relativamente aos potenciais efeitos adversos associados ao seu
consumo tem impulsionado a procura por alternativas naturais. Neste contexto, os extratos
vegetais ricos em compostos bioativos tém despertado interesse devido as suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, apresentando elevado potencial para aplicagdo como

conservantes naturais em alimentos.

2.4. Conservantes naturais: propriedades e mecanismos de acdo

Os conservantes naturais, também denominados de compostos antimicrobianos e
antioxidantes, t€ém vindo a destacar-se como alternativas promissoras aos aditivos quimicos
sintéticos, devido a sua capacidade de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos e
deteriorantes, prolongando a vida util dos alimentos sem recorrer a compostos sintéticos,
frequentemente associados a potenciais riscos para a saude humana (Pisoschi et al., 2018).
Acidos fenélicos, flavonoides, terpenos e taninos presentes em frutas, vegetais, gromos, ervas
e especiarias constituem algumas das principais classes bioativas responsaveis por essas

propriedades (Zhang et al., 2010).



Entre as propriedades mais relevantes desses compostos destaca-se a atividade
antioxidante, responsavel por retardar a oxidacdo de lipidios e outras moléculas, através da
neutralizacdo de radicais livres, contribuindo para a preservacdo da qualidade e estabilidade dos
alimentos (Zheng; Wang, 2001). Além disso, estudos recentes demonstram que compostos
fendlicos e outros metabdlitos secundarios podem apresentar propriedades antimicrobianas,
antivirais, anti-inflamatérias, anticarcinogénicas, antidiabéticas, anti-hipertensivas e
moduladoras da microbiota intestinal, refor¢ando seu potencial enquanto conservantes
funcionais e promotores de satide (Yarmolinsky et al., 2024)

O efeito desses compostos na saude do consumidor encontra-se associado, entre outros
fatores, a redu¢ao do risco de doencas crénicas, incluindo doengas cardiovasculares, diabetes
tipo 2 e neurodegenerativas, devido as suas atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e
moduladoras do metabolismo celular. Adicionalmente, a interagdo com a microbiota intestinal
pode favorecer a producdo de metabolitos benéficos, contribuindo para o refor¢o da barreira
intestinal e da resposta imunoldgica (Singh & Yadav, 2022).

Os mecanismos de acdo associados aos antimicrobianos sdo diversos e complementares,
demostrando que estes compostos ndo atuam apenas por inibi¢do direta de microrganismos.

Entre os principais mecanismos identificados na literatura, destacam-se:

o Modula¢do da membrana celular, através da interacdo de compostos bioativos com a
membrana microbiana, alterando sua permeabilidade e comprometendo fungdes
celulares essenciais (Gavahian et al., 2020).

o Inibicdo da replicacio de DNA/RNA e do metabolismo microbiano, dificultando a
multiplicagdo e sobrevivéncia dos microrganismos(Dong et al., 2024).

o Inibicdo da formagdo de biofilmes, aumentando a suscetibilidade microbiana e
facilitando a eliminagdo de microrganismos resistentes (Lee & Paik, 2016).

o Atividade de peptideos antimicrobianos de origem vegetal (pAMPs), capazes de
alterar a integridade da membrana e modular respostas imunoldgicas (Karnwal & Malik,
2024).

o Prote¢do do DNA celular, através da atividade antigenotoxica de determinados
compostos fenolicos, reduzindo danos oxidativos e contribuindo para a seguranga

alimentar (Diogo Gongalves et al., 2025).

Neste contexto, os extratos vegetais ricos em compostos bioativos t€ém despertado um

interesse crescente na industria alimentar, devido ao seu potencial para aplicagio como
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conservantes naturais multifuncionais, capazes de combinar propriedades antioxidantes e

antimicrobianas com beneficios adicionais para a saide do consumidor.

2.5. Métodos analiticos para avaliacio da atividade antioxidante

A avaliagdo da atividade antioxidante pode ser realizada através de diferentes métodos
analiticos, entre os quais se destacam os ensaios de TBARS, DPPH e PR (poder redutor).

O ensaio TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances) baseia-se na quantificacao
de produtos resultantes da oxidacdo lipidica, em particular o malondialdeido (MDA). Este
composto reage com duas moléculas de acido tiobarbitirico (TBA), na presenca de ides H* e
sob aquecimento, originando um complexo cromogénico (MDA-TBA) de coloragdo rosa
(Figura 2), cuja absorbancia ¢ medida entre 532535 nm.

A oxidagdo ¢, normalmente, promovida numa matriz rica em lipidos, como o
homogenato de cérebro de porco, sendo induzida pela adi¢ao de ides metalicos, nomeadamente
ferro ou cobre, que catalisam a formacgao de espécies reativas.

A inibi¢do do processo oxidativo depende da presenca de compostos antioxidantes na
amostra, capazes de interromper as reagdes em cadeia da peroxidacdo lipidica. Assim, quanto
maior a capacidade antioxidante da amostra, menor serd a formag¢ao do complexo cromogénico,

refletindo-se numa menor intensidade da coloragdo rosa observada (Damodaran et al., 2008).

HS\(/N OH o So Ny OHHO__N._SH

P g Y T
x + N N N
OH OH OH
TBA MDA MDA-TBA

Figura 2. Reacdo de cromogenagdo do TBA com MDA.

De outro modo, o ensaio de DPPH consiste na reducao do radical estavel 2,2-difenil-
I-picrilhidrazil (DPPHe¢) na presenga de compostos antioxidante. Esta reagdo (Figura 3)
promove a diminui¢do da coloracdo violeta caracteristica do radical, resultando numa reducao
na absorbancia, geralmente medida de 515 — 517 nm, conforme descrito por Brand-Williams et

al. (1995).
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Figura 3. Reacdo de radical DPPH com um antioxidante

O ensaio PR (equacido 1) avalia a capacidade redutora de compostos antioxidantes
através da conversao do ido férrico (Fe**) em ido ferroso (Fe**). Na presenca do reagente TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazina), ocorre a formagdo de um complexo colorido cuja absorbancia ¢
normalmente determinada a 593 nm. A tonalidade amarela ¢ alterada para azul ou verde,

dependendo do poder redutor dos compostos (Benzie & Strain, 1996).

A quimica do ensaio ¢ descrita pelas seguintes equagoes:

pH=6,6 3
Fe(CN)GS_ + antioxidante —— Fe(CN)64_ + antioxidante oxidado
N——

Amarelo
Fe(CN)¢*™ + Fe3* ——— Fe[Fe(CN)]
| ———
Azul

Equacio 1. Reagdo do radical ido férrico

2.6. Eficacia e aplicacido dos conservantes naturais na industria alimentar

Considerando as multiplas propriedades bioativas e os mecanismos complementares
discutidos anteriormente, os conservantes naturais demonstram capacidade ndo apenas para
preservar a qualidade estrutural, sensorial e nutricional dos alimentos, mas também para
garantir a seguranga do alimento e proporcionar potenciais beneficios a saide do consumidor.
Essa combinagdo de efeitos fundamenta a sua utilizacdo pratica em diferentes matrizes
alimentares e condi¢des de processamento (Munekata et al., 2023).

Os conservantes naturais promovem maior estabilidade dos alimentos e prote¢do contra
microrganismos patdgenos e deteriorantes, contribuindo para prolongamento da vida util.
Adicionalmente, apresentam potencial aplicagdo em processos de descontaminagdo alimentar,

e podem constituir alternativas economicamente viaveis, especialmente quando obtidos a partir
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de matérias-primas abundantes ou subprodutos agroindustriais. Contudo, a sua eficacia depende
de diversos factores, incluindo o tipo de composto bioativo, da concentragdo utilizada e a
natureza da matriz alimentar (Rathee et al., 2023).

A aplicacdo industrial desses compostos requer igualmente a consideracdo de
diferentes fatores tecnoldgicos, nomeadamente os métodos de extragdo utilizados, o controlo
de pH e a interagdo com técnicas fisicas de conservacdo, como refrigeracdo, embalagem a
vacuo, radiagdo ou tratamento térmico. A combina¢do adequada dessas estratégias permite
otimizar a estabilidade dos compostos ativos, preservar as propriedades sensoriais e nutricionais
dos alimentos e potencializar a atividade antimicrobiana e antioxidante. Estudos recentes
demonstram que a integragdo de conservantes naturais com métodos fisicos de conservacgao
pode proporcionar solugdes mais seguras, sustentaveis e alinhadas com a crescente procura por
alimentos minimamente processados € com menor incorporagdo de aditivos sintéticos (Novais
et al., 2022).

Com base nesses principios, a Tabela 2 apresenta algumas das aplicagdes de
conservantes naturais na industria alimentar, ilustrando a incorporagdo de diferentes
compostos bioativos em produtos especificos com o objetivo de prolongar a vida til,

preservar a qualidade sensorial e garantir a seguranca alimentar.

Tabela 2. Exemplos de conservantes naturais de acordo com suas potenciais aplicagdes na industria alimentar.

Aditivos Aplicagio Potencial Destino Referéncia
OF Antimicrobiano antin}:iiif;isianos (Punia ]238;1%;“ tal
Extrato da casca de coco Antioxidante Z/Iﬁ‘gzrlgge?z (9;12?:1?1;}8 282)
e ot ¢ Antimicrobiana ¢ aﬁvcifrifi ngrizt;giica (Mijiti et al., 2025)
cominho antioxidante albicans

Usado em conservas,
picles e queijos para
prolongar a vida util e (Lucera et al., 2012)
inibir o crescimento de
microrganismos.

Antimicrobiana e

Acido acético o
acidificante

A industria alimentar tem registado diversos casos de sucesso na substituicdo de
conservantes sintéticos por alternativas naturais com funcionalidades semelhantes. Estas
abordagens ndo apenas respondem a crescente procura por produtos mais saudaveis, como
também refletem estratégias de inovacdo e sustentabilidade industrial. Na Tabela 3, estdo
presentes alguns exemplos de aplicacdo de conservantes naturais em diferentes matrizes

alimentares.
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Tabela 3. Exemplos notaveis de conservantes naturais.

Residuos

. Produto Aplicacao Referéncia
agroalimentares

Conservante natural
Flor de castanheiro desenvolvido a partir da
flor da castanheira
Oleos essenciais de

Substitui¢ao dos sulfitos

presente no vinho (Alaya etal., 2021)

Orégano, tomilho e (Torres Neto et al.,

L ¢ i Em filé trut
capim-limao orégano, tqm1~1ho e m filés de truta 2024)
capim-limao
- D alvi t 1
Salvia e manjericao Extrato qe .sa~1V1a © Conservgn ¢ natural em (Ueda et al., 2021)
manjericao logurte
. t 1
Residuos de erva mate Extrato de erva mate Conservante natural de (Menezes et al., 2023)
panqueca
, . t feitari .
Residuos de ananas Extrato da coroa e casca Produtos de confeitaria (Moreira et al., 2022)
do abacaxi portuguesa
Aspergillus mger o I Conservagdo de carne (Osazuwa et al.,
(encontrado em residuos Acido citrico
) de frango 2024)
do trigo)

Os exemplos apresentados demostram que residuos agroindustriais provenientes de
frutas, ervas aromaticas e microrganismos podem ser valorizados como fontes de compostos
bioativos com potencial aplicagdo conservante. Neste contexto, os subprodutos da industria
alimentar assumem elevado valor acrescentado, uma vez que podem ser utilizados como fontes
de biomassa para obten¢do de compostos antioxidantes e antimicrobianos (Kuo et al., 2024).
Na industria de processamento da laranja, por exemplo, subprodutos como a casca, flores, e
gromos tém sido utilizados no desenvolvimento de nano estruturas e na extragdo de polifendis
com potencial aplicagdo nas industrias farmacéutica, alimentar e quimica (Rosales & Fabi,
2023).

Alaya et al. (2021), desenvolveram um conservante natural a partir de flores do
castanheiro (Castanea sativa Mill), obtendo extratos com eclevada atividade antioxidante,
antimicrobiana e anti-inflamatoria, sem toxicidade relevante, evidenciando potencial aplicagao
como ingrediente funcional e conservante natural aplicavel a diferentes alimentos.

Em produtos de origem animal, Torres Neto et al. (2024) investigaram a aplica¢do de uma nano
emulsdo estabilizada por ultrassons e incorporada com 6leos essenciais de orégano, tomilho e
capim-limao em filetes de truta. O estudo avaliou a atividade antimicrobiana frente a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis, demonstrando redugdo
significativa da carga microbiana e prolongamento da vida util do produto, confirmando o
potencial da formulagdo como alternativa aos conservantes sintéticos.

No estudo desenvolvido por Ueda et al. (2021), extratos de salvia (Salvia officinalis
L.) e manjericdo (Ocimum basilicum L.) foram incorporados em iogurte natural, sendo

posteriormente avaliados quanto a composicdo fendlica, atividade antioxidante e atividade
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antimicrobiana. Os resultados demonstraram capacidade de inibi¢do de microrganismos
deteriorantes e patogénicos, bem como melhoria da estabilidade oxidativa do produto. Apesar
dos resultados promissores, os autores salientaram que o estudo foi realizado exclusivamente a
escala laboratorial, ndo tendo sido efetuada extrapolagdo direta para aplica¢@o industrial.

Outros estudos exploraram igualmente o aproveitamento de subprodutos vegetais como
fontes de compostos bioativos. Menezes et al. (2023) investigaram residuos de erva-mate,
obtendo extratos ricos em compostos fenolicos com atividade antioxidante e antimicrobiana
significativa, embora limitada a ensaios laboratoriais. De forma semelhante, Moreira et al.
(2022) avaliaram subprodutos do anands, incluindo casca e coroa, identificando compostos
fendlicos e flavonoides com potencial conservante para aplicacdo em produtos de confeitaria
portuguesa.

Por outro lado, Osazuwa et al. (2024) demonstraram uma abordagem com maior
potencial de aplica¢do industrial ao produzirem éacido citrico por fermentacao de residuos de
trigo utilizando Aspergillus niger. O composto obtido foi aplicado na conservagdo de carne de
frango, tendo sido observada reducdo da deterioragdo microbioldgica e aumento da vida util do
produto, evidenciando a viabilidade da utilizagdo de subprodutos agroindustriais no
desenvolvimento de conservantes naturais aplicaveis a industria alimentar.

De forma geral, os estudos disponiveis demonstram que os conservantes naturais
apresentam elevado potencial para aplicacdo na industria alimentar, particularmente devido as
suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Contudo, continuam a existir desafios
relacionados com a estabilidade dos compostos bioativos, padronizacdo dos processos de
extracdo, variabilidade das matrizes vegetais e extrapolacdo dos resultados laboratoriais para
escala industrial. Neste contexto, torna-se fundamental desenvolver métodos de extragdo
otimizados e avaliar detalhadamente a composi¢ao bioativa e a eficacia funcional dos extratos
vegetais, de modo a potenciar a sua aplicagdo como alternativas sustentdveis aos conservantes

sintéticos.

2.7. Desafios e estratégias futuras

Os conservantes naturais representam uma alternativa promissora aos conservantes
sintéticos tradicionalmente utilizados na industria alimentar. No entanto, a sua aplicacao
continua a exigir estudos aprofundados e validagdo relativamente ao potencial de utilizagdo em
contexto industrial (Kourkoutas & Proestos, 2020). Apesar de diversos estudos identificarem
os conservantes naturais como op¢des mais seguras € sustentdveis, permanece necessaria a

investigacdo do impacto destes compostos na formulacdo e desenvolvimento dos alimentos,
13



bem como das suas interagdes com as propriedades fisico-quimicas das matrizes alimentares e
os efeitos associados ao armazenamento (El-Saber Batiha et al., 2021).

Nesse contexto, a interacdo entre os compostos bioativos presentes em ingredientes
naturais com potencial conservante requer uma avaliacdo detalhada relativamente a toxicidade
e a seguranga alimentar, uma vez que muitos dos dados atualmente disponiveis permanecem
inconclusivos (Yarmolinsky et al., 2024). Paralelamente, t€ém sido desenvolvidas diferentes
estratégias com o objetivo de aumentar a eficacia desses compostos, destacando-se a nano
encapsulacdo, técnica capaz de melhorar a estabilidade dos compostos e controlar a sua
liberagdo nos alimentos (Davidson et al., 2014).

Apesar desses avangos, a aplicagdo em escala industrial continua a enfrentar desafios
relacionados a estabilidade térmica, variabilidade de eficdcia em diferentes matrizes
alimentares e os possiveis impactos sensoriais nos produtos finais. Nesse sentido, novas
abordagens t€m vindo a ser estudadas, incluindo sistemas de liberagdo controlada e embalagens
ativas capazes de incorporar compostos fendlicos e outros bioativos, prolongando sua atividade
funcional e ampliando o potencial de aplica¢do na industria alimentar (de Oliveira et al., 2025).
Estas estratégias representam uma abordagem promissora para ultrapassar limitacdes
tecnoldgicas e responder a crescente procura por alimentos mais seguros, sustentaveis e clean
label (Diogo Gongalves et al., 2025).

Adicionalmente, a harmoniza¢do das regulamentagdes aplicaveis aos conservantes
naturais, incluindo métodos de aplicacdo, concentragdo e rotulagem, constitui um fator
fundamental para garantir a sua utilizagdo segura. Na Unido Europeia, o Regulamento (CE) n.°
1333/2008 e o Regulamento (UE) n.° 231/2012, estabelecem os aditivos autorizados, respetivas
condi¢des de utilizacdo e critérios de pureza. Em Portugal, o Decreto-Lei n.° 121/98 reforca a
necessidade de garantir a durabilidade e a seguranca dos géneros alimenticios. Paralelamente,
a aceita¢do pelos consumidores constitui um fator determinante para a implementacgao destas
solugdes, sendo essencial promover o esclarecimento relativamente aos beneficios e seguranca
associados aos conservantes naturais enquanto alternativas aos aditivos sintéticos
convencionais (Comissdao Europeia, 2008b, 2012; Karnwal; Malik, 2024).

Apesar dos avangos observados nos ultimos anos, a aplicacdo de conservantes naturais
em contexto industrial continua dependente da otimiza¢do dos processos de obtencdo, da
validagdo da sua eficacia em diferentes matrizes alimentares e da superacdo de limitagdes

tecnologicas associadas a estabilidade e padronizacdo dos compostos bioativos. Assim, a
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investigacdo nesta area permanece essencial para promover a integragao de solu¢des naturais e

sustentaveis na induastria alimentar.
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3. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar um extrato natural

rico em compostos bioativos com potencial aplicagdo como conservante alimentar, recorrendo

ao aproveitamento de diferentes matrizes vegetais, incluindo subprodutos agroindustriais

(urtiga, bioresiduos de roma e de broculos). A crescente procura por alternativas naturais aos

conservantes sintéticos, associada as exigéncias da industria alimentar por solucdes mais

sustentaveis, seguras € clean label, tem impulsionado o interesse cientifico na valorizacao de

recursos vegetais ricos em compostos fenolicos e outros metabolitos bioativos. Neste contexto,

o presente estudo procurou integrar estratégias de valorizagdo de biomassa vegetal com o

desenvolvimento de métodos de extracdo eficientes, capazes de potenciar a recuperacdo de

compostos com elevada atividade antioxidante e antimicrobiana (Figura 4).

Sao considerados objetivos especificos deste trabalho:

1)

2)

3)

4)

)

Avaliar a atividade antioxidante, antimicrobiana e potencial citotoxicidade de

diferentes matrizes naturais.

Selecionar o extrato com maior potencial bioativo e auséncia de toxicidade.

Otimizar o processo de extracdo da matriz selecionada, utilizando como variaveis

de resposta a atividade antioxidante, o teor de massa seca (rendimento de extracao)

e o perfil individual de compostos fenolicos.

Caracterizar o extrato otimizado quanto a sua composi¢cdo fenolica e propriedades

bioativas.

Comparar as propriedades bioativas do extrato otimizado com as de um extrato

comercial disponivel no mercado.

—0-

Avaliar a atividade
antioxidante,
antimicrobiana e a
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Figura 4. Representag@o esquematica dos objetivos do estudo.
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4. Metodologia

Nas se¢des a seguir sdo apresentados os materiais, equipamentos e os procedimentos
metodoldgicos utilizados na realizagdo dos ensaios experimentais e das simulagdes

computacionais desenvolvidas nesse estudo.

4.1.Padrdées e reagentes

Atividade antioxidante: Tampao Tris-HCI, dcido ascorbico, FeSOs, acido tricloroacético
e acido tiobarbitlrico foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), assim
como o padrio trolox (acido 6-hydroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico) e 2,2’-
azobis(2-metilpropionamida) di-hidroclorido.

Atividades antibacteriana e antifingica: Agar malte foi obtido do Institute of
Immunology and Virology, Torlak (Belgrade, Serbia). O corante Cloreto de p-
iodonitrotetrazolio (INT) foi adquirido da Panreac Applichem (Barcelona, Espanha).

Processo de extragdo: a agua foi tratada com um sistema de purifica¢do de agua Milli-
Q (TGI Pure water Systems, EUA) e o etanol absoluto (99,9%) foi adquirido na empresa Fisher
Scientific (Lisboa, Portugal).

Determinagao do perfil fendlico: acetato de etilo (99,8%), acetronitrilo (99,9%), etanol
absoluto (99,9%) e n-hexano (95%) foram adquiridos na empresa Fisher Scientific (Lisboa,

Portugal).

4.2. Aquisicao e preparacio das matrizes vegetais

As matrizes vegetais utilizadas neste estudo incluiram urtiga, biorresiduos de roma
(Punica granatum L.) (casca e gromos separadamente) e biorresiduos de brdocolos (Brassica
oleracea var. italica) correspondentes a unidades ndo conformes com os padrdes de
comercializagdo, apresentados na Figura 5.

A amostra de urtiga, de origem silvestre, foi recolhida na regido de Viseu, Portugal. Os
biorresiduos de roma e brocolos foram fornecidos por diferentes industrias agroalimentares sob
a forma fresca e posteriormente encaminhados para processamento laboratorial.

Previamente as andlises experimentais, todas as amostras foram desidratadas por
liofilizag¢do (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, USA), com o objetivo de reduzir o
teor de humidade, mas preservar a integridade dos compostos bioativos presentes. Apos este

processo, as amostras foram trituradas até obten¢ao de um p6 fino e homogéneo e armazenadas
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em recipientes devidamente acondicionados, protegidos da luz e da humidade, até a realizagao

das extragdes.

(A) (B) ©)

Figura 5. Amostragem utilizada no presente estudo: (A) Urtiga., (B) Bio residuos de roma e (C) bio residuos de
brocolo.

4.3. Procedimento de extracio convencional utilizado para obtencido dos extratos

A partir das matrizes vegetais descritas na secg¢do 4.2 foram obtidos extratos
hidroetandlicos.

Para cada extragdo, foram pesados 2 g de cada amostra, aos quais se adicionaram 50 mL
de solugdo hidroetandlica (etanol/agua, 80:20, v/v). A mistura foi mantida sob agitacdo continua
durante 1 hora, a temperatura ambiente. Apos o periodo de extragdo, o extrato obtido foi
separado por filtragdo utilizando papel de filtro Whatman n.° 40 e o residuo solido remanescente
foi novamente submetido ao processo de extragdo nas mesmas condigdes experimentais,
mediante adicdo de mais 50 mL da solu¢do hidroetandlica, com o objetivo de aumentar a
eficiéncia da extragdo e maximizar a recuperagdo dos compostos bioativos.

Os filtrados obtidos nas duas etapas de extragdo foram reunidos e submetidos a remocao
da fragdo alcoodlica em evaporador rotativo (Biichi R-210, Flawil, Sui¢a), a 40 °C e sob pressao
reduzida. Posteriormente, a fracdo aquosa resultante foi congelada e submetida a liofilizacao,
obtendo-se um extrato seco, utilizado nas andlises subsequentes. As principais etapas do

processo encontram-se esquematicamente representadas na Figura 6.
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(A) (B) (©)

Figura 6. Algumas das etapas do procedimento de extragdo. Filtragdo (A), evaporacdo (B) e extrato (C).

4.4. Caracterizacio bioativa dos extratos

O potencial bioativo dos extratos hidroetanolicos obtidos a partir das diferentes matrizes
vegetais foi avaliado através da determinacdo da atividade antioxidante e da atividade
antimicrobiana. Paralelamente, foi avaliada a citotoxicidade dos extratos, com o objetivo de
determinar a seguran¢a da sua potencial aplicagdo como conservantes naturais na industria
alimentar. Para a realizacdo dos diferentes ensaios, os extratos foram preparados de acordo com

as condi¢des experimentais especificas descritas nas subsec¢des seguintes.

4.4.1. Atividade Antioxidante

O TBARS ¢ a avalia¢do da capacidade antioxidante com base na sua capacidade de
inibir a peroxidag¢ao lipidica, de acordo com a metodologia descrita por Barros et al. (2013). O
tecido cerebral de porco, obtido no matadouro local, foi dissecado e homogeneizado em tampao
Tris-HCI (20 mM, pH 7,4) na proporcao de 1:2 (p/v). Em seguida, a suspensao foi centrifugada
a 3000 rpm durante 10 minutos para remover detritos celulares.

Uma aliquota de 0,1 mL do sobrenadante foi incubada a 37,5 °C durante 60 minutos
com diferentes concentragdes da solugdo testada (0,2 mL), na presenga de FeSOa4 (10 uM; 0,1
mL) e 4cido ascorbico (0,1 mM; 0,1 mL). Como controlo, utilizou-se a solu¢do etanol/dgua
80:20 (v/v).

Apbs o periodo de incubagdo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de acido
tricloroacético (28% p/v, 0,5 mL). Em seguida, acrescentou-se acido tiobarbitirico (TBA, 2%
p/v, 0,38 mL) e a mistura foi aquecida a 80 °C por 20 minutos. A proteina precipitada foi

removida por centrifugacdo a 3000 rpm durante 5 minutos.
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A intensidade da coloragdo do complexo MDA-TBA presente no sobrenadante foi
determinada em espectrofotometro a 532 nm (Figura 7). A taxa de inibicdo da peroxidagdo

lipidica (%) foi calculada de acordo com a equac¢ao 2.

(A-B)
A

Taxa de Inibicio (%) = x100

Equacio 2. Equagdo da determinagdo da taxa de inibigdo em ensaio TBARS.
Onde:
A ¢ a absorbancia do controlo

B ¢ a absorbancia da solu¢do do composto

Figura 7. Ensaio avaliativo da inibi(;bl da peroxidacao lipidica pelo método TBARS.

A atividade antioxidante dos extratos foi também avaliada através do ensaio de Poder
Redutor, baseado na capacidade dos compostos antioxidantes presentes na amostra em reduzir
0 ido férrico (Fe**) a ido ferroso (Fe**), conforme descrito por Berker et al. (2007).

Para o ensaio, foram adicionados 500 pL de cada diluicdo do extrato e do branco
(etanol) a tubos Falcon de 15 mL. Em seguida, foram adicionados 500 puL de solu¢dao tampao
fosfato de sodio (200 mmol/L; pH 6,6) e 500 pL de solugdo de ferrocianeto de potassio (1%,
m/v). Apds homogeneizacdo, as misturas foram incubadas a 50°C durante 20 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 500 puL de acido tricloroacético (10%, m/v), seguindo-se
centrifugacdo a 6000 rpm durante 2 minutos. Apds centrifugacdo, foi transferido 1 mL do
sobrenadante para um novo tubo, ao qual se adicionaram 1 mL de 4gua desionizada e 200 pL
de solucdo de cloreto férrico (0,1%, m/v). Apdés homogeneizacdo, as amostras foram
distribuidas em triplicado numa microplaca e a absorbancia foi medida a 690 nm utilizando um

leitor de microplacas (Epoch2, BioTek).
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A capacidade redutora foi expressa através da concentragdo eficaz correspondente a uma
absorbancia de 0,5 (ECso), determinada por interpolagdo a partir do grafico de absorbancia em

funcdo da concentragdo da amostra (Figura 8).

Figura 8. Determinagdo do Poder Redutor.

A atividade antioxidante dos extratos foi igualmente avaliada através do ensaio de
captura do radical DPPH (2, 2-difenil- 1-picrilhidrazil), baseado na capacidade dos compostos
antioxidantes presentes na amostra em neutralizar este radical estavel.

Para o ensaio, foram misturados 30 pL de diferentes concentragdes do extrato (ou etanol
como branco) com 270 pL de solugdo etanodlica de DPPH (6 x 107 mol/L). Apos
homogeneizagdo, as misturas foram mantidas ao abrigo da luz durante 1 hora, a temperatura
ambiente.

Ap6s o periodo de incubacgdo, as misturas reacionais foram transferidas, em triplicado,
para uma microplaca e a absorbancia foi medida a 517 nm utilizando um leitor de microplacas

(Epoch2, BioTek) (Figura 9).
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Figura 9. Determinagio da atividade antioxidante dos extratos hidroetanélicos pelo método DPPH.

4.4.2. Acao antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada pelo método de microdilui¢do em
caldo utilizando o corante INT (cloreto de p-iodonitrotetrazélio), de acordo com a metodologia

descrita por Carocho et al. (2015).

4.4.3. Atividade antibacteriana

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana foram utilizadas bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas. As bactérias Gram-positivas incluiram Staphylococcus aureus (ATCC
11632), Bacillus cereus (isolado clinico) e Listeria monocytogenes (NCTC 7973), enquanto as
Gram-negativas incluiram Enterobacter cloacae (ATCC 35030), Escherichia coli (ATCC
25922), Salmonella enterica (ATCC 13311) e Yersinia enterocolitica. As estirpes foram obtidas
no Laboratorio de Micologia do Departamento de Fisiologia Vegetal do Instituto de
Investigacao Bioldgica “SiniSa Stankovi¢”, da Universidade de Belgrado, na Sérvia.

Foram determinadas a concentra¢do minima inibitéria (CMI) e a concentragdo minima
bactericida (CMB) dos extratos.

As culturas bacterianas foram ajustadas espectrofotometricamente (625 nm) até atingir
uma concentracdo de aproximadamente 1 x 10° UFC/mL. As dilui¢gdes do indculo foram
cultivadas em meio sélido para confirmagdo da auséncia de contaminagdo e valida¢do do
indculo.

Diferentes concentracdes dos extratos hidroetandlicos foram adicionadas a pogos
contendo 100 puL. de caldo de soja triptico (TSB), seguidas da adicdo de 10 pL do in6culo

bacteriano. As microplacas foram incubadas durante 24 h a 37 °C.
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Posteriormente, foram adicionados 40 pL de solugdo de INT (0,2 mg/mL), seguindo-se
incubagdo adicional durante 30 minutos a 37 °C. A CMI foi definida como a menor
concentragdo capaz de inibir o crescimento visivel dos microrganismos.

A determinagdo da CMB foi realizada através de subcultura, transferindo 10 puL dos
pogos sem alteragdo de coloragdo para novos pocos contendo 100 pL de TSB. Apo6s incubacgio,
a CMB foi definida como a menor concentracdo na qual ndo foi observado crescimento
bacteriano visivel. A ampicilina, estreptomicina e meticilina foram utilizadas como controlo e

os resultados foram expressos em mg/mL de extrato hidroetanoélico liofilizado.

4.4.4. Atividade antifungica

A atividade antifungica foi determinada através da técnica de microdilui¢do modificada,
de acordo com Daouk, Dagher & Sattout (1995) e Espinel-Ingroff (2001).

Foram utilizadas as estirpes fingicas Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404) e
Aspergillus fumigatus (ATCC 1022), obtidas no Laboratério de Micologia do Departamento de
Fisiologia Vegetal do Instituto de Investigagdo Biologica “SiniSa Stankovi¢”, Universidade de
Belgrado, Sérvia.

Os fungos foram mantidos em meio malte-agar (MA), sendo armazenados a 4 °C e
subcultivados mensalmente. Os esporos fingicos foram removidos da superficie das placas
utilizando solugdo salina estéril (0,85%) contendo Tween 80 (0,1%, v/v). A suspensdo de
esporos foi ajustada para uma concentracdo aproximada de 1 x 10° esporos/mL.

A determinagdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) foi realizada por diluicao
sucessiva em microplacas de 96 pocos. As amostras foram adicionadas ao meio de malte
contendo o indculo fingico, sendo posteriormente incubadas durante 72 h a 28 °C.

A menor concentracdo sem crescimento visivel foi considerada como CMI. A
concentragdo minima fungicida (CMF) foi determinada por subcultura dos pogos sem
crescimento visivel para novos pogos contendo caldo de malte, seguida de incubacdo durante
72 h a 28 °C. A menor concentragdo sem crescimento observavel foi definida como CMF.

O aditivo alimentar cetoconazol foi utilizado como controlo positivo, sendo os

resultados expressos em mg/mL de extrato hidroetanolico.
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4.4.5. Avaliacdo da citotoxicidade

Para a avaliacdo do potencial citotoxico do extrato hidroetandlico (80:20; v/v), foi
realizado o ensaio de Sulforodamina B (SRB), de acordo com a metodologia descrita por Barros
et al. (2013).

Para avaliar a atividade antiproliferativa do extrato, foram utilizadas linhas celulares
tumorais humanas: AGS (adenocarcinoma gastrico), CaCo-2 (adenocarcinoma colorretal),
MCF-7 (carcinoma da mama) e NCI-H460 (carcinoma do pulmao). Foi ainda utilizada uma
linha celular ndo tumoral, VERO, obtida a partir de rim de macaco-verde-africano. Todas as
linhas celulares foram obtidas no Leibniz Institute DSMZ-German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures.

As linhas celulares tumorais foram mantidas como culturas aderentes em meio RPMI-
1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS), glutamina (2 mM), penicilina (100
U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). A linha ndo tumoral foi mantida em meio DMEM
suplementado com 10% de FBS, glutamina (2 mM), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina
(100 pg/mL). As culturas celulares foram incubadas a 37 °C, em atmosfera humidificada
contendo 5% de CO..

Todos os procedimentos foram realizados em condicdes assépticas e em camara de fluxo
laminar (TLStar, AV-30/70), de forma a evitar contaminagdes. Foram testadas concentragdes
do extrato entre 0,125 e 8 mg/mL, preparadas por diluigdo em agua. Aliquotas de cada
concentragdo do extrato (10 pL) foram incubadas com a suspensdo celular (190 pL) das
respetivas linhas celulares, em microplacas de 96 pocos, durante 72 h, a 37 °C e 5% de CO:x.

As linhas celulares tumorais foram semeadas numa densidade de 1,0 x 10* células/pogo,
enquanto a linha ndo tumoral foi preparada numa densidade de 1,9 x 10* células/poco. Apos o
periodo de incubagao, foram adicionados 100 pL de acido tricloroacético frio (TCA, 10% m/v)
a cada pogo, seguindo-se incubacdo durante 60 min a 4 °C. Posteriormente, as microplacas
foram lavadas com 4gua desionizada e secas.

Em seguida, adicionaram-se 100 puL de solucdo de SRB (0,057% m/v), permanecendo
as placas em incubagdo durante 30 min a temperatura ambiente. Apds este periodo, as placas
foram lavadas com acido acético (1% v/v) para remog¢ao do excesso de corante e deixadas a
secar ao ar.

A SRB ligada as proteinas celulares foi posteriormente solubilizada com 200 pL de
solu¢do Tris (10 mM; pH 7,4), utilizando um agitador de microplacas (Stat Fax-2100). A

absorbancia foi medida a 540 nm num leitor de microplacas (Bio-Tek ELX800 Inc., Winooski,
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EUA), utilizando a elipticina como controlo positivo. Os resultados foram expressos em valores
de Glso, correspondentes a concentracdo da amostra necessaria para inibir 50% do crescimento

celular, expressa em pg/mL.

4.5. Caracterizac¢ao do perfil individual de compostos fendlicos

A caracterizagdo do perfil individual de compostos fenolicos foi realizada
exclusivamente no extrato que apresentou os resultados mais promissores em termos de
atividade antioxidante e atividade antimicrobiana, associado a auséncia de citotoxicidade. Esta
abordagem permitiu direcionar a caracterizacdo quimica detalhada para o extrato com maior
potencial de aplicagdo como conservante natural na industria alimentar.

O perfil individual de compostos fendlicos foi determinado de acordo com Bessada et
al. (2016), por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando um sistema Dionex
Ultimate 3000 UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA), apresentado na Figura 10,
equipado com bomba quaterndria, injetor automatico mantido a 5 °C, desgaseificador e
compartimento de coluna termostatizado, acoplado a um detetor de arranjo de diodos (DAD).
A detecdo foi realizada a 280, 330 e 370 nm. O sistema encontrava-se ainda acoplado a um
espectrometro de massa (EM) com fonte de ionizagdo por electrospray (ESI).

A separacdo cromatografica foi efetuada numa coluna de fase reversa C18 (4,6 x 150
mm; 3 pum; Waters Spherisorb S3 ODS-2, Milford, USA), mantida a 35 °C. Como fases méveis
utilizaram-se: (A) acido férmico em agua (0,1%) e (B) acetonitrilo. O programa de eluicao
consistiu num gradiente da fase B: 10-15% (5 min), 15-20% (5 min), 20-25% (10 min), 25—
35% (10 min) e 35-50% (10 min), seguido de reequilibracao da coluna durante 10 minutos, a
um fluxo de 0,5 mL/min.

A analise por espectrometria de massa foi realizada num espectrometro Ion Trap Linear
LTQ XL (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA), equipado com fonte ESI. O azoto (50 psi) foi
utilizado como gas nebulizante. As condi¢des operacionais incluiram temperatura de 325 °C,
tensdo de spray de 5 kV, tensdo capilar de =20 V e tube lens offset de —66 V. Os espetros foram
adquiridos em modo de ido negativo, numa gama de 100-1500 m/z, utilizando energia de
colisdo de 35 unidades arbitrarias. A aquisi¢do e o tratamento dos dados foram realizados com
o software Xcalibur® (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA).

A identificacdo dos compostos foi efetuada através da comparacdo dos tempos de
retengdo, espetros UV-Vis e espetros de massa com padrdes comerciais € com dados

previamente descritos na literatura.
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Para a quantificacdo, foram construidas curvas de calibracdo a partir da injecdo de
solugdes padrao (2,5-100 pg/mL) de 4cido clorogénico (y = 168823x — 161172), quercetina-3-
O-rutinodsido (y = 13343x + 76751) e acido p-cumérico (y = 301950x + 6966,7), utilizando os
sinais UV-Vis no comprimento de onda correspondente ao maximo de absor¢do de cada
composto. Na auséncia de padrdes especificos, a quantificacdo foi realizada com recurso a
curvas de calibragao de compostos pertencentes a mesma classe fendlica. Os resultados foram

expressos em mg de composto por g de extrato (mg/g de extrato).

Figura 10. Sistema cromatografico HPLC-DAD-ESI/MS utilizado na caracterizagdo do perfil individual de
compostos fenolicos.

4.6. Planeamento experimental e otimiza¢io do processo de extracido assistida por

ultrassons

A otimizag¢do do processo de extragdo assistida por ultrassons do extrato selecionado foi
realizada através de um delineamento composto central rotacional (DCCR). A escolha desta
tecnologia baseou-se em evidéncias descritas na literatura, que demonstram a sua elevada
eficiéncia na extragdo de compostos bioativos a partir de matrizes vegetais, permitindo, de
forma geral, aumentar a recuperagdo de compostos fenolicos e de outros metabolitos de
interesse quando comparada com métodos convencionais de extra¢do. Este efeito resulta
essencialmente do fenomeno de cavitagdo actstica, caracterizado pela formagao e colapso de
microbolhas no meio extrator, promovendo a disrup¢do das estruturas celulares vegetais e
favorecendo a transferéncia de massa entre a matriz ¢ o solvente. Adicionalmente, a extragao
assistida por ultrassons apresenta vantagens como a redu¢do do tempo de processamento, menor
consumo de solventes e maior sustentabilidade do processo.
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O planeamento experimental foi desenvolvido considerando trés variaveis
independentes: poténcia do ultrassom, tempo de extracdo e propor¢do etanol/dgua utilizada
como solvente extrator. Cada fator foi avaliado em niveis codificados (-1, 0 e +1), acrescidos
de pontos axiais (-a e +a) e de repeti¢des no ponto central, permitindo a estimativa dos efeitos
lineares, quadraticos e das interacdes entre variaveis. O delineamento experimental foi
constituido por 17 ensaios, incluindo 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 3 repeti¢des no ponto
central. Os intervalos experimentais estudados foram definidos com base em ensaios
preliminares e em dados reportados na literatura, abrangendo valores entre 100 e 500 W para a
poténcia do ultrassom, 0 a 100% de etanol na composicao do solvente extrator e 2 a 15 minutos
para o tempo de extracao.

Os niveis codificados e os respetivos valores reais das varidveis independentes foram
definidos de forma a facilitar a interpretagdo dos resultados e assegurar a reprodutibilidade
experimental. Os ensaios experimentais foram realizados de forma aleatoria, segundo uma
sequéncia previamente estabelecida, com o objetivo de minimizar a influéncia de fatores
externos nao controlados e reduzir potenciais erros experimentais.

As varidveis respostas avaliadas incluiram a atividade antioxidante determinada pelo
método DPPH, expressa em ICso (varidvel a minimizar), o teor de compostos fenolicos totais e
o rendimento em massa seca do extrato. Estas varidveis foram selecionadas por permitirem
avaliar simultaneamente a eficiéncia global do processo de extrag¢do, considerando a atividade
bioativa do extrato (ICso), a recuperacdo de compostos fenolicos e o rendimento do processo.

A analise estatistica foi realizada considerando um nivel de significancia de 5%, através
de andlise de variancia (ANOVA), com o objetivo de avaliar a significincia dos fatores
estudados e ajustar modelos matematicos representativos. Os pressupostos associados a
ANOVA, nomeadamente a normalidade, a homogeneidade das variancias e a independéncia
dos residuos, foram avaliados através de testes estatisticos e andlise grafica dos residuos. Os
modelos reduzidos foram obtidos pela exclusdo dos termos ndo significativos, respeitando o
principio da hierarquia dos modelos.

As superficies de resposta foram construidas com base nos modelos ajustados,
permitindo analisar o comportamento das variaveis respostas em func¢ao dos fatores estudados.
A determinacdo das condigdes Otimas foi efetuada através das equagdes obtidas, recorrendo ao
calculo das derivadas de primeira ordem e a andlise da matriz Hessiana, permitindo identificar

e classificar os pontos criticos em maximos, minimos ou pontos de sela.

27



A otimizacdo simultanea das multiplas respostas foi realizada através da fungdo de
desejabilidade, na qual cada varidvel resposta foi convertida numa funcdo individual de
desejabilidade, de acordo com o objetivo definido para cada parametro. Neste contexto, o ICso
foi minimizado, enquanto o teor de compostos fendlicos totais e o rendimento em massa seca
foram maximizados. A desejabilidade global foi utilizada para determinar a condigdo
experimental 6tima que permitisse satisfazer simultaneamente os critérios estabelecidos.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares MATLAB (versao
25.2.0.3150157, R2025b) e R (versdo 4.5.2), em ambiente RStudio, recorrendo aos pacotes rsm
(ajuste de modelos de superficie de resposta), car (andlise de varidncia e diagnostico dos

modelos) e Imtest (avaliagdo dos pressupostos estatisticos).

4.7. Validacao experimental do ponto 6timo

Apo6s a determinagdo das condigdes Otimas previstas pelos modelos matematicos,
obtidos através da metodologia de superficie de resposta, foi realizada a validagdo experimental
do ponto 6timo com o objetivo de confirmar a adequacao das condi¢des selecionadas e avaliar
o desempenho bioativo do extrato obtido.

Para este efeito, foram efetuados ensaios adicionais nas condigdes de extracao definidas
como Otimas, correspondentes aos valores de poténcia do ultrassom, tempo de extracdo e
proporcao etanol/agua determinados pela funcdo de desejabilidade global. As extragdes foram
realizadas em triplicado, seguindo o procedimento experimental previamente descrito.

O extrato obtido nas condig¢des otimizadas foi posteriormente caracterizado através da
avaliacdo das suas propriedades antioxidantes, recorrendo aos ensaios TBARS, DPPH e Poder
Redutor. Adicionalmente, foi avaliada a atividade antimicrobiana e determinado o perfil
individual de compostos fenolicos através da metodologia cromatografica descrita
anteriormente.

Os resultados experimentais obtidos permitiram validar a eficacia das condi¢gdes 6timas
determinadas estatisticamente e confirmar o potencial do extrato otimizado para aplicacao

como conservante natural.

4.8. Comparacio entre o extrato otimizado e um extrato comercial
Com o objetivo de avaliar o desempenho do extrato obtido nas condi¢des otimizadas
relativamente a um produto ja disponivel no mercado, foi efetuada uma comparagdo entre o

extrato otimizado e um extrato comercial de urtiga.
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Ambos os extratos foram submetidos as mesmas condi¢gdes experimentais e analisados
relativamente as suas propriedades antioxidantes, recorrendo aos ensaios TBARS, DPPH e
Poder Redutor (PR) e a atividade antimicrobiana.

Esta abordagem permitiu avaliar o potencial do processo de extragcdo otimizado e
verificar se o extrato desenvolvido apresentava desempenho bioativo comparavel ou superior

ao produto comercial disponivel.
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5. Resultados e discussdo
5.1. Caracterizacio bioativa das diferentes matrizes vegetais

5.1.1. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante preliminar dos extratos hidroetanolicos foi avaliada através dos
ensaios de TBARS, DPPH e Poder Redutor com o objetivo de selecionar o extrato com maior
potencial antioxidante para as etapas subsequentes de otimizagdo. Os resultados obtidos

encontram-se apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos através de diferentes métodos.

Extratos TBARS (mg/mL) DPPH (mg/mL,) Po‘:f;gl/{;‘i‘;“’r
Urtiga 0,014 +0,01* 0,14 £0,01* 5,45+0,36°
Brocolo 0,40 +£0,01° 2,15+0,03° 46,91+0,87¢
Casca da roma 0,046 + 0,002 ® 2,5+0,1° 1,55+0,04°
Gromos da roma 0,88 +£0,03¢ 2,1+0,03° 0,42+0,23*

Os resultados estdo expressos em valores de ECso (mg/mL), apresentados como média + desvio padrao.

Diferentes letras minusculas na mesma coluna indicam a existéncia de diferenca significativa (p <0,05).

Os ensaios realizados evidenciaram diferencas significativas entre os extratos avaliados,
demonstrando mecanismos antioxidantes distintos entre as matrizes vegetais analisadas. Nos
métodos TBARS, DPPH e Poder Redutor, menores valores de ECso correspondem a maior
atividade antioxidante, uma vez que menores concentragdes do extrato sdo necessarias para
atingir 50% da atividade maxima observada.

No ensaio TBARS, verificou-se que o extrato de urtiga apresentou o menor valor de
ECso (0,014 £ 0,01 mg/mL), evidenciando a maior capacidade de inibi¢do da peroxidagdo
lipidica entre os extratos estudados. Este resultado sugere uma elevada presenga de compostos
bioativos com capacidade antioxidante, nomeadamente compostos fenolicos associados a
neutralizagdo de espécies reativas e a interrupgao das reacdes oxidativas em cadeia (Carvalho
etal., 2017).

Os extratos de casca de roma e de brocolo apresentaram valores intermédios de ECso,
correspondentes a 0,046 £ 0,002 mg/mL e 0,40 + 0,01 mg/mL, respetivamente, nao
apresentando diferencas estatisticamente significativas entre si (p < 0,05). A atividade
antioxidante observada na casca de roma pode estar associada a presenga de compostos
fenolicos, taninos hidrolisaveis, antocianinas e 4cido eladgico, compostos reconhecidos pela sua

30



capacidade sequestradora de radicais livres (Kalaycioglu & Erim, 2017). No caso do brocolo,
a atividade antioxidante podera estar relacionada com a presenca de compostos fenolicos e
glucosinolatos, descritos na literatura pela sua capacidade de neutralizacao de espécies reativas
de oxigénio e prote¢do contra o stress oxidativo (Syed et al., 2023).

O extrato de gromos da roma apresentou o maior valor de ECso no ensaio TBARS (0,88
+ 0,03 mg/mL), evidenciando menor capacidade de inibicdo da peroxidacdo lipidica.
Derakhshan et al. (2018) demonstraram igualmente que os gromos apresentam menor atividade
antioxidante quando comparados com outras fragdes da roma, associando este comportamento
a uma menor concentracdo de compostos fenodlicos.

Os resultados obtidos pelo método DPPH complementam a avaliacdo antioxidante
realizada por TBARS, permitindo uma analise mais abrangente da capacidade de neutralizagao
de radicais livres dos extratos. De forma geral, observou-se uma tendéncia semelhante a
verificada no ensaio TBARS, com o extrato de urtiga a apresentar novamente o menor valor de
ECso (0,14 £ 0,01 mg/mL), confirmando a sua elevada capacidade antioxidante. Este
comportamento sugere que os compostos presentes no extrato atuam eficientemente através de
mecanismos de doagdo de hidrogénio e transferéncia de eletrdes, caracteristicos deste ensaio.

Os restantes extratos apresentaram valores superiores de ECso no DPPH, variando entre
2,1 e 2,5 mg/mL, sem diferencas estatisticamente significativas entre si. Estes resultados
sugerem menor eficiéncia na captura direta de radicais livres, podendo estar relacionados com
diferencas qualitativas e quantitativas no perfil fendlico das amostras, nomeadamente na
propor¢ao entre flavonoides, taninos e acidos fendlicos.

Relativamente ao ensaio de Poder Redutor, verificaram-se diferencas significativas
entre os extratos analisados. Neste método, o extrato de gromos da roma apresentou o menor
valor de ECso (0,42 + 0,23 mg/mL), evidenciando elevada capacidade de transferéncia de
eletroes quando comparado com os restantes extratos. Apesar de este extrato ter apresentado
menor atividade nos ensaios TBARS e DPPH, o resultado obtido no Poder Redutor sugere a
presenga de compostos com elevada capacidade redutora.

A casca da roma apresentou igualmente elevada capacidade redutora, com valor de ECso
de 1,55 + 0,04 mg/mL, reforgando o potencial antioxidante ja observado nos restantes ensaios.
Este comportamento podera estar associado a elevada concentra¢do de compostos fendlicos,
particularmente taninos e derivados do acido elagico, conhecidos pela sua capacidade de atuar

como agentes redutores.
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O extrato de urtiga apresentou um valor intermédio de ECso no ensaio de Poder Redutor
(5,45 + 0,36 mg/mL). Apesar de demonstrar menor capacidade redutora comparativamente aos
extratos de roma, a urtiga apresentou desempenho antioxidante superior nos ensaios TBARS e
DPPH, sugerindo que os seus compostos bioativos atuam preferencialmente através de
mecanismos de neutraliza¢do de radicais livres e inibi¢do da peroxidacdo lipidica.

Por outro lado, o extrato de brocolo apresentou o maior valor de ECso (46,91 + 0,87
mg/mL), evidenciando a menor capacidade redutora entre os extratos estudados. Este resultado
sugere menor eficiéncia na transferéncia de eletrdes, embora o extrato tenha apresentado
atividade antioxidante moderada nos ensaios TBARS e DPPH. Estes resultados demonstram
que diferentes métodos antioxidantes avaliam mecanismos distintos de agdo antioxidante.

De forma global, a comparagdo entre os métodos TBARS, DPPH e Poder Redutor
demonstra que os extratos apresentam comportamentos antioxidantes distintos em fung¢do do
mecanismo avaliado. Apesar dos extratos de roma apresentarem elevada capacidade redutora,
a urtiga destacou-se pelo desempenho antioxidante mais consistente nos ensaios TBARS e
DPPH, evidenciando maior eficicia global na neutralizacdo de espécies oxidantes e na
prevencao da peroxidagdo lipidica. Este desempenho justificou a sua selecdo como o extrato

mais promissor para as etapas subsequentes de otimizagao experimental.

5.2. Atividade antimicrobiana

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para a atividade antibacteriana dos extratos
hidroetanolicos de brocolo, urtiga e roma. Os resultados sdo expressos em termos de
concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentragdo minima bactericida (CMB), ambas em
mg/mL. A CMI corresponde @ menor concentragdo do extrato capaz de inibir o crescimento
bacteriano visivel, enquanto a CMB representa a menor concentragdo necessaria para promover
efeito bactericida.

Os resultados sugerem que os extratos apresentam predominantemente efeito
bacteriostatico, uma vez que os valores de CMB foram, na maioria dos casos, superiores as
concentragdes testadas, indicando capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano sem
eliminagdo total das células microbianas.

O extrato de casca de roma apresentou a maior atividade antibacteriana, evidenciada
pelos menores valores de CMI frente @ maioria das bactérias testadas, tanto Gram-negativas

como Gram-positivas. Destacaram-se valores de 0,6 mg/mL para Yersinia enterocolitica,
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Bacillus cereus e Listeria monocytogenes. A elevada atividade observada podera estar associada
ao elevado teor de compostos fenolicos e taninos presentes na casca de roma, reconhecidos pelo

seu potencial antimicrobiano e capacidade de interferir com a integridade da membrana celular

bacteriana.
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Tabela 5. Atividade antibacteriana (CMI e CMB mg/mL) dos extratos.

Amostras Controle Positivo
Streptomicin Methicilin Ampicillin
Broculo Urtiga Casca da roma Gromos da roma
1mg/mL 1mg/mL 10mg/mL

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

Bactérias gram-negativas

Enterobacter 10 >10 5 >10 2,5 >10 10 >10 0,007 0,007 n.t. n.t 0,150 0,150
Cloacae

Escherichia coli 10 >10 10 >10 5 >10 10 >10 0,007 0,007 n.t. n.t. 0,150 0,150
Pseudomonas >10 >10 5 >10 2,5 >10 10 >10 0,060 0,060 n.t. n.t. 0,630 0,630
aeruginosa

Salmonella enterica 10 >10 10 >10 1,25 >10 10 >10 0,007 0,007 n.t. n.t. 0,150 0,150
Yersinia 5 >10 10 >10 0,6 >10 10 >10 0,007 0,007 n.t. n.t. 0,150 0,150
enterocolitica

Bactérias gram-positivas

Bacillus cereus 2,5 >10 10 >10 0,6 >10 10 >10 0,007 0,007 n.t. n.t. n.t. n.t.
Listeria >10 >10 10 >10 0,6 >10 >10 >10 0,007 0,007 n.t. n.t. 0,150 0,150
monocytogenes

Staphylococcus 10 >10 10 >10 2,5 >10 10 >10 0,007 0,007 0,007 0,007 0,150 0,150
aureus

CMI- concentragdo minima inibitoria; CMB- concentragdo minima bactericida; nt — ndo testado.
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O extrato de urtiga apresentou atividade antibacteriana moderada, com valores de CMI
de 5 mg/mL para Enterobacter cloacae e Pseudomonas aeruginosa, enquanto para as restantes
bactérias os valores observados foram de 10 mg/mL. Estes resultados sugerem uma menor
eficdcia antimicrobiana comparativamente ao extrato de casca de roma, embora revelem
potencial inibitorio relevante.

O extrato de brocolo revelou menor atividade antibacteriana, apresentando valores de
CMI geralmente compreendidos entre 5 e 10 mg/mL e auséncia de efeito bactericida nas
concentragdes avaliadas. Em contraste, os antibidticos utilizados como controlo positivo,
nomeadamente  Streptomycin, Methicillin e Ampicillin, apresentaram  valores
significativamente inferiores, confirmando a elevada sensibilidade das estirpes bacterianas aos
controlos utilizados e validando o método experimental aplicado.

As diferencas observadas entre os extratos poderdo estar relacionadas com a
composicdo fitoquimica especifica de cada matriz vegetal, particularmente com o teor e
diversidade de compostos fenolicos, flavonoides e outros metabolitos secundéarios com
atividade antimicrobiana.

Resultados semelhantes foram descritos por Daoutidou et al. (2021), que avaliaram
extratos aquosos e etanolicos de arando (cranberry), ardnia negra (black chokeberry) e roma
contra estirpes de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes. Os
autores observaram variagdes de suscetibilidade entre as diferentes estirpes bacterianas,
verificando-se maior eficacia dos extratos etandlicos para determinadas bactérias, o que reforca
a influéncia do método de extracdo e da composicdo quimica dos extratos na atividade
antimicrobiana.

De forma semelhante, Elshafie et al. (2021) avaliaram extratos do exocarpo da casca de
roma frente a Escherichia coli, Xanthomonas campestris, Bacillus megaterium e Clavibacter
michiganensis, verificando inibicao significativa do crescimento bacteriano em concentragdes
entre 5 e 10 mg/mL, com eficdcia comparavel a de antibidticos de referéncia. Os autores
atribuiram esta atividade a elevada presenca de compostos fenolicos e taninos hidrolisaveis.

Relativamente a urtiga, Kagula et al. (2026) demonstraram que o extrato apresentou
atividade antibacteriana de largo espectro contra Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella enterica, Bacillus cereus e Pseudomonas
aeruginosa, verificando maior suscetibilidade das bactérias Gram-positivas. Adicionalmente,
quando incorporado em puré de batata, o extrato apresentou efeito conservante comparavel ao

da nisina, reduzindo significativamente o crescimento microbiano durante o armazenamento.
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Por fim, Aydin et al. (2023) investigaram a atividade antibacteriana do extrato de Urtica
dioica L. contra Campylobacter jejuni, demonstrando que o extrato foi capaz de inibir e
eliminar a bactéria apenas em concentracdes relativamente elevadas (> 5 mg/mL), evidenciando
que a eficacia antimicrobiana depende nao apenas da concentragdo utilizada, mas também da

suscetibilidade da estirpe bacteriana e das caracteristicas quimicas do extrato.

5.3. Atividade antifungica

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de atividade antifiingica dos
extratos hidroetanolicos. Os resultados sdo expressos em termos de concentragdo minima
inibitéria (CMI) e concentracdo minima fungicida (CMF), ambas em mg/mL. A CMI
corresponde a menor concentragdo do extrato capaz de inibir o crescimento fingico visivel,

enquanto a CMF representa a menor concentracao necessaria para promover efeito fungicida.

Tabela 6. Atividade antifungica dos extratos.

Aspergillus brasiliensis  Aspergillus fumigatus

CMI CMF CMI CMF
Broéculo >10 >10 5 >10
Urtiga >10 >10 10 >10
Casca da roma 10 >10 1,25 >10
Gromo da roma 2,500 >10 5 >10
Ketoconazole 0,060 0,130 0,500 1

CMI: concentragdo minima inibitéria; CMF: concentragdo minima fungicida

Os resultados demonstraram diferengas na eficacia antifingica entre os extratos
avaliados e as estirpes fungicas testadas. De forma geral, observou-se predominéncia de efeito
fungistatico, uma vez que os valores de CMF foram, na maioria dos casos, superiores as
concentragdes maximas testadas, indicando inibicdo do crescimento fungico sem eliminagao
total dos microrganismos.

O extrato de brocolo apresentou atividade antifingica limitada, com valores de CMI e
CMF superiores a 10 mg/mL para Aspergillus brasiliensis. Relativamente a Aspergillus
fumigatus, verificou-se uma CMI de 5 mg/mL, embora a CMF tenha permanecido superior a
10 mg/mL, sugerindo um efeito predominantemente fungistatico.

O extrato de urtiga revelou igualmente baixa eficécia antifingica, apresentando valores
de CMI e CMF superiores a 10 mg/mL para A. brasiliensis ¢ CMI de 10 mg/mL para A.
fumigatus. Estes resultados indicam reduzida capacidade fungicida nas condigdes
experimentais utilizadas.
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A casca de roma destacou-se pelo maior potencial antifingico, particularmente contra
A. fumigatus, apresentando uma CMI de 1,250 mg/mL. Apesar disso, a CMF manteve-se
superior a 10 mg/mL, sugerindo capacidade de inibi¢do do crescimento sem efeito fungicida
efetivo nas concentragdes avaliadas. Para A. brasiliensis, observou-se uma CMI de 10 mg/mL,
evidenciando atividade moderada.

O extrato de gromos de roma apresentou maior eficacia frente a 4. brasiliensis, com
CMI de 2,500 mg/mL, e atividade moderada contra 4. fumigatus (CMI de 5 mg/mL). Tal como
observado para os restantes extratos, os valores de CMF permaneceram superiores a 10 mg/mL.

O controlo positivo, ketoconazole, apresentou atividade antifungica significativamente
superior, com valores reduzidos de CMI e CMF (0,060 - 0,500 mg/mL e 0,125 - 1 mg/mL,
respetivamente), confirmando a sensibilidade das estirpes utilizadas e validando o método
experimental aplicado.

As diferengas observadas entre os extratos poderdo estar relacionadas com a composicao
fitoquimica especifica de cada matriz vegetal, particularmente com o teor de compostos
fenolicos, flavonoides e taninos, reconhecidos pelo seu potencial antifiingico e capacidade de
interferir com a integridade da membrana celular fingica.

Resultados semelhantes foram descritos por He et al. (2024), que avaliaram a atividade
antifingica de extratos vegetais frente a diferentes microrganismos, incluindo Fusarium
oxysporum, Gibberella zeae e Phytophthora infestans. Os autores observaram que a eficicia
antifungica dependia da concentragdo do extrato, sendo o principal mecanismo de agdo
associado a disrup¢ao da membrana celular e consequente inibi¢ao do crescimento microbiano.

Relativamente a urtiga, Sehari et al. (2020) demonstraram atividade antifingica
significativa contra Aspergillus niger e Fusarium oxysporum, atribuindo este efeito
principalmente a presenga de alcoois terpénicos capazes de danificar a parede celular dos
fungos. Contudo, os autores destacam que a eficécia varia de acordo com o método de extragao,
composicao fitoquimica e espécie fingica analisada.

No caso da roma, Sateriale et al. (2025) referem que a casca apresenta elevada
concentragdo de compostos fendlicos, como punicalaginas, acido eldgico e acido gélico, os
quais podem atuar sinergicamente na alteracao da permeabilidade membranar e na inibigdo do
crescimento fungico. No entanto, os autores salientam que os mecanismos moleculares
envolvidos ainda necessitam de investigacdo mais aprofundada.

Por fim, Tehranifar et al. (2011) avaliaram diferentes partes da roma, incluindo casca, gromos

e folhas, demonstrando que os extratos metandlicos apresentaram elevada capacidade de
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inibicdo do crescimento micelial de Rhizopus stolonifer e Botrytis cinerea. Os autores
verificaram ainda que a eficacia antifingica dependia da concentracdo utilizada, observando

maior inibi¢do em concentracdes mais elevadas dos extratos.
5.4. Citotoxicidade e atividade anti-inflamatoria

Os resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade e atividade anti-inflamatoria
demonstra que os extratos avaliados apresentam diferentes perfis biologicos, evidenciando
mecanismos distintos de interagdo celular. De forma geral, verificou-se que a maioria dos
extratos manteve niveis aceitaveis de viabilidade celular em concentragcdes mais baixas,
indicando potencial citocompatibilidade inicial. Contudo, observou-se redugdo progressiva da
atividade metabolica com o aumento da concentracdo, sugerindo comportamento dose-

dependente tipico de extratos ricos em compostos bioativos (Figuras 11, 12 e 13).
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Figura 11. Resultados obtidos para a linha celular AML 12.

A linhagem celular Alpha Mouse Liver (AML12) ¢ um modelo de célula do figado do
camundongo, obtidas a partir de hepatdcitos desse animal sem apresentar caracteristicas
tumorais e amplamente utilizadas para estudar metabolismo hepatico, toxicidades de compostos
e efeitos de extratos naturais (Asar et al., 2026).

Nas células AML12 observou-se redugdo progressiva da atividade metabdlica com o
aumento da concentracdo dos extratos, indicando comportamento dose-dependente. Em
concentragdes mais baixas os extratos apresentaram boa compatibilidade celular, enquanto
concentragdes superiores demonstraram potencial efeito toxico hepatico associado a elevada

presenga de compostos bioativos.
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Figura 12. Resultados obtidos para a linha celular Caco-2

A linhagem celular Caco-2 (Cancer coli-2) ¢ uma célula que quando cultivada apresenta
caracteristicas semelhantes a dos enterocitos do intestino delgado, durante o processo, as células
formam uma monocamada polarizada e expressam enzimas digestivas tipicas do intestino
delgado (Kus et al., 2023).

As células Caco-2 apresentaram maior sensibilidade aos extratos, com diminuicao
significativa da atividade metabdlica em concentragdes intermédias e elevadas. Apesar disso,
alguns extratos mantiveram viabilidade celular adequada em baixas concentragdes, sugerindo

potencial citocompatibilidade intestinal para aplica¢des nutracéuticas e alimentares.
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Figura 13. Resultados obtidos para a linha celular RAW 264.7

As células RAW 264.7 s3o uma linhagem de células semelhantes a
monocitos/macréfagos, derivadas de camundongos BALB/c e que apresentam fungdes tipicas

de macrofagos como pinocitose, fagocitose, producdo de o6xido nitrico, assim como a
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capacidade de destruir células-alvo por meio de citotoxicidade dependente de anticorpos
(Taciak et al., 2018).

As células RAW 264.7 demonstraram maior tolerancia aos extratos quando comparadas
as restantes linhagens celulares. A manutencdo da atividade metabdlica em concentragdes
baixas e intermédias permitiu avaliar a atividade anti-inflamatoria sem interferéncia
significativa de efeitos citotdxicos, reforcando o potencial bioldgico dos extratos avaliados.

Mastrogiovanni et al. (2019) avaliaram o potencial anti-inflamatério de extratos de
casca de roma em células Caco-2 e tecidos colonicos, verificando reducdo significativa de
mediadores inflamatorios e supressdo de citocinas pro-inflamatérias em modelos estimulados
com agentes inflamatorios. Os autores observaram que concentracdes entre 2,5 ¢ 25 pg/mL
foram capazes de reduzir significativamente a produgdo de CXCLS, demonstrando que os
compostos fenodlicos presentes na casca da roma apresentam elevada capacidade de modulagao
inflamatoria em células intestinais.

Du et al. (2019) demonstraram que polifenois da casca da roma foram capazes de inibir
a inflamacdo em células RAW 264.7 estimuladas com LPS através da supressdo da via
TLR4/NF-«B. Os autores observaram redugao significativa da producao de NO, citocinas pro-
inflamatorias e espécies reativas de oxigénio, sugerindo que os compostos fenolicos presentes
no extrato interferem diretamente em vias celulares associadas a resposta inflamatoria.

Relativamente ao extrato de gromos da roma, o comportamento observado pode estar
relacionado com diferengas qualitativas no perfil fendlico quando comparado a casca da roma.
Embora as sementes possuam menor concentracdo total de fendlicos, alguns compostos
presentes podem exercer diferentes efeitos dependente da concentracdo. Assim, o aumento
inicial da produgdo de NO seguido de redugdo em concentragdes mais elevadas sugere possivel
efeito hormético associado aos compostos bioativos presentes no extrato semente de roma.

O extrato de urtiga apresentou perfil particularmente interessante devido a reducdo
consistente e dose-dependente da producdo de NO, associada & manutencdo da viabilidade
celular em concentracdes nao citotoxicas. A literatura descreve que a urtiga possui flavonoides,
acidos fendlicos e compostos antioxidantes capazes de modular mediadores inflamatodrios e
reduzir a ativagdo de NF-kB. A atividade observada neste trabalho sugere que os compostos
presentes no extrato atuam predominantemente através da modulacio da resposta inflamatoria
sem induzir elevada toxicidade celular, caracteristica particularmente relevante para aplicagdes

nutracéuticas e farmacoldgicas.
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No caso do extrato de brocolos, a atividade anti-inflamatoria observada pode estar
associada a presenga de glucosinolatos e sulforafano, compostos conhecidos pela capacidade
de ativar vias antioxidantes endogenas e modular mecanismos inflamatorios celulares. Embora
o extrato tenha apresentado menor capacidade antioxidante em alguns ensaios quimicos, 0s
resultados celulares sugerem potencial bioldgico relevante. Este aspeto ¢ importante, uma vez
que compostos bioativos presentes no brocolo frequentemente exercem atividade indireta
através da inducdo de enzimas antioxidantes celulares, mecanismo que nem sempre ¢

adequadamente refletido em ensaios quimicos convencionais.

5.5. Otimizacao da extracio dos compostos antioxidantes da urtiga

5.5.1. Resposta do planejamento experimental e resposta do DCC

De forma geral, a urtiga foi selecionada como o extrato mais promissor para as etapas
subsequentes de otimizagdo devido ao seu desempenho global mais consistente nos diferentes
ensaios bioldgicos realizados. O extrato apresentou os menores valores de ECso nos ensaios
TBARS e DPPH, evidenciando elevada capacidade de neutralizagdo de radicais livres e inibi¢ao
da peroxidacao lipidica, além de demonstrar atividade anti-inflamatodria relevante através da
reducdo consistente e dose-dependente da produgdo de NO em células RAW 264.7 estimuladas
com LPS, sem induzir elevada citotoxicidade. Embora os extratos de roma tenham apresentado
maior atividade antimicrobiana e melhor desempenho no ensaio de Poder Redutor, a urtiga
destacou-se pelo perfil biologico mais equilibrado entre atividade antioxidante, modulagao
inflamatoria e citocompatibilidade, justificando a sua escolha como extrato prioritario para os
estudos subsequentes.

Para determinacdo das condi¢des 6timas de extracdo da urtiga EAU, bem como para
avaliagdo dos efeitos das variaveis independentes sobre a atividade antioxidante (DPPH), no
rendimento de extracdo e no teor de fenodlicos totais (FT) dos extratos, empregou-se um
delineamento composto central (DCC), inserido na metodologia de superficie de resposta. O
planejamento experimental, juntamente com as respostas obtidas nas diferentes condigdes de
extragdo, encontra-se apresentado na Tabela 7. Observa-se que o rendimento variou entre 0,03

e 0,04 e os FT variaram entre 0,22 e 47,57mg/g.
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Os valores de IC50 para atividade antioxidante (DPPH) variaram entre -0,08 e 3,09
mg/mL. No ponto experimental 11, foi observado um valor negativo de ICso, 0 qual ndo possui
significado fisico-quimico, uma vez que essa variavel representa a concentragdo necessaria para
inibir 50% da atividade radicalar, devendo, portanto, assumir apenas valores positivos. Esse
resultado foi obtido na condigdo de extragdo utilizando exclusivamente agua (0% etanol), o que
indica auséncia ou baixa atividade antioxidante mensuravel pelo método empregado. Dessa
forma, esse valor foi considerado invalido e tratado como dado ausente nas analises estatisticas,
a fim de evitar distor¢des no ajuste dos modelos.

A partir dos dados apresentados, verifica-se que as respostas avaliadas apresentaram
variagdes em funcdo das condi¢des experimentais, indicando a influéncia das varidveis do
processo de extra¢do. Entretanto, para identificar quais fatores exerceram efeito significativo
sobre cada resposta, foram calculados a equagdo das varidveis repostas pelo modelo matematico
completo (Tabela 8) utilizando a linguagem de programacdo R. Esse procedimento permitiu a
selecdo dos termos significativos (p<0,05), bem como a avaliacdo do efeito (positivo ou
negativo) de cada variavel sobre a massa seca, compostos fendlicos e a atividade antioxidante

dos extratos.
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Tabela 7. Planejamento de delineamento composto central (DCC) contendo as varidveis independentes avaliadas

e os resultados de rendimento e FT dos extratos.

Variavel Resposta
— Rendimento Fenolicos DPPH/ pg/mL
AW B/% iR de extracdo  totais/ mg/g
(¥y) (¥2) )

1 141 (-1) 20 (-1) 5(1) 0,030+0,000  6,110+0,145 1172,188+14,807
2 409 (1) 20 (-1) 5(1) 0,034+0,002  12,960+0,310 1045,300+38,195
3 141 (-1) 80 (1) 5(1) 0,013+0,002  16,000+0,417 810,911+11,572
4 409 (1) 80 (1) 5(1) 0,027+0,001  30,190+0,812 352,854 +3,822
5 141 (-1) 20 (-1) 12 (1) 0,031+0,000  3,310+0,093 1459,798+72,933
6 409 (1) 20 (-1) 12 (1) 0,036+0,002  17,660+0,452 387,862 £2,989
7 141 (-1) 80 (1) 12 (1) 0,017+0,000  15,250+0,431 626,949 £24,604
8 409 (1) 80 (1) 12 (1) 0,037+0,000  35,680+1,035 272,050+9,473
9 50 (-1,68) 50 (0) 9 (0) 0,025+0,000  22,820+0,563 328,625+8,119
10 500 (1,68) 50 (0) 9 (0) 0,037+0,000  37,910+1,005 216,716+8,018
11 275 (0) 0(-1,68) 9(0) 0,039+0,000  0,220+0,01 -84,5914+253,772
12 275 (0) 100 (1,68) 9(0) 0,009+0,000  3,990+0,114 3087,083+£99,243
13 275 (0) 50 (0) 2 (-1,68) 0,031+0,000  39,920+1,078 120,610+3,874
14 275 (0) 50 (0) 15 (1,68) 0,035+0,000  42,200+0,985 247,295+6,702
15 275 (0) 50 (0) 9(0) 0,035+0,000  46,150+1,3 240,129+6,336
16 275 (0) 50 (0) 9(0) 0,035+0,000  47,570+1,257 248,113+10,834
17 275 (0) 50 (0) 9(0) 0,035+0,000  41,000+1,100 254,380+6,617

5.5.2. Ajuste dos modelos matemadticos e andlise estatistica

Os modelos matematicos completos para as respostas avaliadas foram determinados por

equacdes polinomiais de segunda ordem, contendo termos lineares, quadraticos e de interagdo

entre

as variaveis

independentes.

Os coeficientes

determinagdo
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R? ¢ R? ajustado foram utilizados para avaliar a qualidade do modelo do ajuste do modelo
matematico aos dados experimentais.

O coeficiente R? apresenta a propor¢do da variabilidade da resposta que é explicada
pelo modelo ajustado. Desse modo, para valores de R? proximos de 0, indica baixa capacidade
de adequagdo dos dados experimentais ao modelo. No entanto, para valores proximos a 1 desse
coeficiente, considera-se que existe um melhor ajuste e maior capacidade preditiva do modelo.

O coeficiente R? ajustado ¢ utilizado para avaliar a adequagdo da regressdo de forma
mais confidvel, especialmente em modelos com multiplas varidveis. Os elevados valores para
ambos os coeficientes demonstram que o modelo utilizado para avaliar os valores experimentais
confirmam a adequacdo das equacdes ajustas para representar a extracdo assistida por
ultrassom.

A equacdo (equacdo 3) polinomial de segunda ordem que representa as respostas

avaliadas ¢ descrita a seguir:
YzﬁO + ﬁ1A+ﬁZB+ﬁ3 C+ﬁ11A2+ﬁ2232+ﬁ3362+ ﬁlZAB+ +ﬁ13AC+ﬁZBBC

Equacio 3. Equacgao polinomial de segunda ordem para as respostas.

Onde:

Y corresponde a variavel resposta predita pelo modelo;

B1, B2 € B5 representam os coeficientes lineares;

B11, B2z € B3srepresentam os coeficientes quadraticos; € 15, 13 € [3 representam os

coeficientes de interag@o entre as variaveis independentes.
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Tabela 8. Modelo matematico completo.

Resposta Intercepto A B C A? B? C? A*B A*C B*C R? R?adj
Rendimento de extragdo 0,035 0,0043 -0,007 0,001 -0,002 -0,004 -0,001 0,002 1,000E-3  3,750E-4 0,935 0,850
Fendlicos Totais (mg/g) 45,325 5,949 4,649 0,768 -6,513 -16,526 -2,725 1,679 1,718 0,354 0,953 0,893

DPPH (mg/mL) 278,530 -161,230  -140,370  -30,920 -94,800 893,170  -126,230 48,220 -105,230 13,120 0,853 0,632
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O ajuste do modelo matematico completo (Tabela 9), permitiu observar que os termos
referéncias as variaveis concentracdo do etanol (B), tempo de extracdo (C) e poténcia (A)
apresentaram efeitos significativos sobre o rendimento, sendo que A apresentou efeito positivo
e B efeito negativo. Os termos quadraticos, A% e B, apresentaram efeitos negativos, indicando
a presenca de curvatura e a existéncia de um ponto 6timo.

Para a resposta de fendlicos totais, observou-se que as variaveis A e B exerceram efeitos
lineares positivos, enquanto os termos quadraticos, A e B?, apresentaram efeitos negativos,
evidenciando comportamento ndo linear e a presenca de condigdes 0timas de extracgao.

Em relacdo a atividade antioxidante (DPPH), os termos lineares da poténcia de A e B
apresentaram efeitos negativos, enquanto os demais termos quadraticos associados
apresentaram, efeitos positivos, indicando comportamento ndo linear com tendéncia a formagao

de um ponto minimo, sendo a concentra¢do do etanol a varidvel de maior influéncia.
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Tabela 9. Tabela ANOVA para os compostos fenolicos

Resposta A B C A? B? (05 A*B A*C B*C Residual
476.86

Soma dos quadrados 483,000 294.892 8.046 22.546  23.605 1.003 3070.488  83.464 281.654
Graus de Liberdade 1 1 1 1 1 1 1 1 1 7
Valor F 12,004 7.329  0.200 0.560 0.587 0.025 11.852 76.311 2.074 —

5,176x

Valor P 0,0148 0,030* 0,668 0,011* 105 0,193 0,479 0,469 0,879 —
Significancia * * ns * oAk ns ns ns ns —

* significativo (p < 0,05)

** muito significativo (p < 0,01)

*%% altamente significativo (p < 0,001)
. tendéncia significativa (0,05 <p <0,10)
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Tabela 10. Tabela ANOVA para o DPPH.

Resposta A B A? B? (05 A*B A*C B*C Residual
Soma dos quadrados 354678 176128 13042 96710 5816285 171479 18603 88578 1378 1260616
Graus de Liberdade 1 1 1 1 1 1 1 1 6
Valor F 1,6881 0,838 0,062 0,460 27,683 0,816 0,0885 0,422 0,007 —
Valor P 0,242 0,395 0,812 0,523 0,002 0,401 0,776 0,540 0,938 —
Significancia ns ns ns Hox ns ns ns ns —
Tabela 11. Tabela ANOVA para a massa seca.
Resposta A B C A? B? (05 A*B A*C B*C Residual
Soma dos 1,782% 1,9029x 1,323% 4,232% 8,000x 1,130x
2,309x 10~* 0,001 3,370x 10~* 5,726x 1076
quadrados 107 1074 107 107* 1078 10°¢
Graus de
1 1 1 1 1 1 1 1 1 7
Liberdade
Valor F 28,2212 82,789 2,1781 4,120 23,263 1,617 5,174 0,009 0,138 —
Valor P 0,001 3,970x 10~* 0,184 0,082 0,002 0,244 0,057 0,924 0,723 —
Significancia woE ok ns Hox ns ns ns —
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Os resultados da andlise de variancia (Tabelas 9, 10 e 11) demonstra diferentes niveis
de significancia dos termos, uma vez que os efeitos mais relevantes variaram conforme a
resposta avaliada. No FT os termos A, B, A%, AB e principalmente B> e AC, o que representa
forte influéncia de efeitos lineares, quadraticos e de interagdo. Na varidvel resposta DPPH,
somente o termo B? foi estatisticamente significativo, enquanto para a massa seca os termos A,
B, A%, B? ¢ AB tendéncia de significancia.

Os demais termos, para cada resposta, ndo foram considerados significativos. Esses
resultados demonstram que as variaveis estudadas exercem influéncia significativa no processo
de extragdo assistida por ultrassom de compostos fenolicos da urtiga, demonstrando adequagao

do modelo quadratico para descrever o comportamento experimental.

Tabela 12. modelo matematico ajustado.

Resposta Intercepto A A? B

B2 R? R?%adj

Rendimento de
0,034 0,004 -0,001 -0,007 -0,004 0,902 0,869

extragao

Fenolicos Totais

41,851 5,950 -5,711 4,649 -15,724 0,892 0,856
(mg/g)

DPPH (mg/mL) 222,110 -161,230 17,920 -250,290 525,980 0,803 0,725

A Tabela 12 apresenta os modelos matematicos reduzidos as respostas analisadas.
Observou-se a influéncia da percentagem de etanol (A) e da poténcia (B) sobre o rendimento
de extracdo, FT e a atividade antioxidante. Além disso, a partir dos coeficientes lineares e
quadraticos € possivel identificar os efeitos individuais e a tendéncia de comportamento das
variaveis dentro da regido experimental avaliada.

No rendimento da extragdo os coeficientes lineares A (0,004) e B (-0,007) apresentam
influéncia moderada das variaveis sobre a resposta. Os coeficientes quadraticos A? (-0,001) e
B2 (-0,004) indicam comportamento parabodlico com tendéncia a ponto de maximo (Figura 14).
O R?, 0,902, indica que o modelo explica 90,2% dos dados experimentais ¢ o R? ajustado,
0,869, determina o nimero de termos do modelo mesmo apds o ajuste ainda explica 86,9% da
variabilidade dos dados.

Os coeficientes lineares para os FT (Figura 15), A (5,950) e B (4,649), demonstram
influéncia positiva inicial quando hd o aumento da concentragdo de etanol e da poténcia no
processo de extragdo dos compostos fendlicos. No entanto, quando os coeficientes quadraticos

sdo avaliados, A? (-5,711) e B? (-15,724), demonstram que elevados valores dessas varidveis
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resultaram em redugdo de resposta, indicando a presenga de condi¢gdes 6timas de extracdo. Para
esse modelo, o ajuste dos dados R? explica 89, 2% dos dados ¢ R? ajustado explica 85,6%.
Em relacio ao DPPH (Figura 16), que representa a atividade antioxidante, os
coeficientes lineares A (-161,230) e B (-15,724) demonstram que o aumento da percentagem de
etanol e da poténcia promoveu redugdo nos valores da resposta. No entanto, os coeficientes
quadraticos A? (17,920) e B? (525,980) indicam que essa diminui¢do ndo ocorreu de modo
continuo, uma vez que, apos determinado ponto a resposta voltou a apresentar crescimento. O
modelo apresentou o R%, 0,803, e o R? ajustado, 0,725, indicando que a variabilidade dos dados
ainda ¢ explicada pelo modelo, podendo considerar-se que para andlises bioldgicas e quimicas
frequentemente apresentam maior dispersdo dos dados em decorréncia dos fatores

experimentais.

5.5.3. Superficies de resposta e determinacdo do ponto étimo

Os efeitos das variaveis independentes no rendimento, atividade antioxidante e
compostos fendlicos podem ser observados por meio dos graficos de superficie de resposta
tridimensional (Figura 14, 15 e 16). Na Figura 14 observa-se um comportamento parabdlico
com a formacdo de um ponto méximo, indicando que ambas as varidveis (A e B) influenciam
significativamente a extragdo, enquanto o tempo ndo apresentou efeito significativo no modelo
ajustado.

A constru¢do das superficies de resposta foi construida a partir da equagdo reduzida,
motivo pelo qual a variavel tempo de extracdo (C), ndo foi incluida no modelo final. Observa-
se, portanto, que o tempo nao apresentou influéncia significativa sobre as respostas dentro da
faixa experimental estudada. Assim, essa conclusdo decorre dos resultados da andlise de
variancia (ANOVA), que indicaram auséncia de significancia estatistica para essa variavel.

A Figura 14 apresenta a superficie de resposta tridimensional dos compostos fenolicos
demonstra em fun¢ao da percentagem de etanol e da poténcia. O ponto 6timo dessa superficie
demonstrou que para valores proximos de 54,397 % de etanol e a poténcia 344,846 W houve

um incremento no teor de compostos fendlicos.
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Figura 14. Grafico de superficie de resposta tridimensional dos compostos fenodlicos.

A Figura 15 apresenta a superficie de resposta do DPPH em fung¢do da concentragdo de
etanol (57,081 %) e da poténcia ultrassonica (500,120 W). A superficie apresenta um
comportamento em formato de vale, evidenciando um ponto de minima resposta (méaxima
atividade antioxidante) no dominio estudado.

A andlise da superficie destaca que a percentagem de etanol € o fator mais critico sobre
a resposta, dada a sua curvatura mais acentuada ao longo do eixo dessa variavel, enquanto
a poténcia demonstra um efeito mais gradual sobre o comportamento da resposta.

A interpretacdo grafica aponta a existéncia de uma regido de otimizag¢do dentro do
intervalo experimental investigado. No entanto, a analise matematica do ponto critico,
apresentou um ponto de sela localizado fora da regido experimental. Logo, esse ponto nao
possui interpretacdo fisica aplicavel as condi¢des avaliadas.

Além disso, a conformidade entre os dados experimentais e a superficie ajustada
confirma a adequacdo do modelo na descricdo do comportamento da atividade antioxidante no

processo de extragao.
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Figura 15. Grafico de superficie de resposta tridimensional da atividade antioxidante (DPPH).

A superficie de resposta para o rendimento da extracao (Figura 16) apresenta um perfil
de domo, indicando a existéncia de um ponto de maximo rendimento no dominio estudado. O
modelo demonstra que a percentagem de etanol, 22,349 %, ¢ o fator determinante na eficiéncia
da extracdo, exibindo uma curvatura mais pronunciada que a da poténcia, 470,128 W, que se
mostrou mais robusta. O comportamento convexo revela que, ap6s atingir o apice, o aumento
dos fatores causa um declinio na massa extraida, possivelmente devido a saturagdo do solvente

ou degradacao de solutos.,
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Figura 16. Grafico de superficie de resposta tridimensional do rendimento de extragao.

Vaji¢ et al. (2015) realizaram a otimizagao do processo de extracao da urtiga utilizando
a metodologia de resposta de superficie. No seu estudo, além de reportar o DPPH em percentual
de inibicdo, foi reportado um rendimento maximo de compostos fenodlicos empregando
aproximadamente 54% de metanol em solucao aquosa. Foi verificado também uma diminui¢ao
no teor de fendlicos com o aumento da propor¢do de solventes organicos, evidenciando um
comportamento ndo linear associado a polaridade do solvente. Esses resultados demonstram

que a eficiéncia da extracdo esta diretamente relacionada ao equilibrio entre a solubilidade dos
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compostos fenolicos e as condigdes de extracdo, justificando a presenga de um ponto 6timo em
concentragdes intermedidrias de solvente.

Koraqi et al. (2023) avaliaram os perfis obtidos para a extra¢do de urtiga, que também
empregaram o delineamento composto central (CCD) para otimizar bioativos da mesma
espécie. Enquanto os autores destacam a efic4cia de solventes eutécticos profundos (DES), os
resultados desta tese demonstram que o sistema hidroetanol, aliado a poténcia de extracao,
também permite atingir zonas de maxima eficiéncia. A sensibilidade observada em relacdo a
concentragdo do solvente (etanol) reforca a caracteristica da urtiga em exigir uma polaridade
especifica para a solubilizagao de seus constituintes majoritarios, como o acido cafeoilmalico e
a quercetina-3-O-rutinosideo, comuns a espécie.

Nas condic¢des o6timas de extragdo da urtiga por EAU, o ponto 6timo obtido para a

poténcia (W), percentagem de etanol e tempo sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Ponto 6timo da otimizac¢do do extrato de urtiga.

Variavel Valor Unidade

A maximo 352,813 W

B maximo 52,044 % Etanol

C maximo 10,143 t (min)
Desejabilidade global 96,033 %

Os valores obtidos para as variaveis independentes no ponto 6timo indicam que o extrato
de urtiga foi determinado quando a poténcia, concentragdo de etanol e tempo de extracdo sdo,
respetivamente, 352,8 W, 50, 0% e 10,0 min. O favorecimento do equilibrio entre a eficiéncia
da extracdo e a preservagdo dos compostos bioativos acontece devido a atuagdo desses
parametros intermedidrios.

Urango et al. (2021) analisaram o efeito combinado da energia acustica, nas potencias
de 100, 200, 300 e 400 W, e da variagdo de temperatura na extracdo de compostos fitoquimicos
da Foeniculum vulgare, utilizando o etanol como solvente extrator. O estudo demonstrou que
a condicdo de 300 W associada a temperatura de 60 °C resultou em maior extracdo de
compostos fenolicos. Segundo o estudo, a extragdo assistida por ultrassom apresentou baixo
consumo energético, atribuido ao curto tempo de processamento e ao reduzido volume de etanol
empregado no experimento.

Mushtaq et al. (2025) avaliaram o efeito da cavitacdo acustica promovida pela EAU
maximizacdo da recuperagdo dos compostos bioativos das raizes da Saussurea costus. A

otimizag¢do do processo foi realizada pela metodologia de resposta de superficie (Box-Behnken)
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com etanol na propor¢do de 50% (v/v) como solvente extrator. Os autores observaram a
concentragcdo de compostos fenolicos identificadas nesse estudo foram de 66,27 + 0,020 mg
GAE/g. Segundo o estudo, a cavitagdo acustica intensifica a transferéncia de massa,
favorecendo a rutura celular e facilitando a liberagdo de fitoconstituintes durante o processo de
extracao.

Ince et al. (2014) compararam as técnicas EAM e EAU com objetivo de determinar o
perfil fendlico obtido e identificar os compostos fenolicos majoritarios em cada técnica. Os
autores observaram que a extracdo assistida por micro-ondas obteve um ponto 6timo para
extracdo de compostos fendlicos quando o tempo obtido foi de 10 min. Segundo o estudo, a
redu¢@o no tempo de extragdo deve-se a0 mecanismo de aquecimento promovido pelas micro-
ondas, que aumentam a pressdo interna da matriz vegetal, favorecendo a rutura celular que
ocasiona na liberagdo dos compostos fenolicos.

No estudo de Akalin, Karagoz e Akyliz (2013), onde a aplicagdo de metodologias de
otimizagdo experimental, como a metodologia de superficie de resposta, demonstrou influéncia
significativa das varidveis de processo no rendimento de extragdo. A extra¢do com etanol foi
realizada em condic¢des supercriticas, verificou-se que a temperatura foi o fator mais relevante,
sendo possivel obter elevados rendimentos de extrato e bom ajuste do modelo matematico (R?
~0,94). Esses resultados corroboram os achados do presente estudo, indicando que a otimizagao
das condi¢des experimentais ¢ determinante para maximizar a recuperacdo de compostos

bioativos.

5.5.4. Extrato de urtiga obtido no ponto étimo

5.5.4.1 Avaliacdo da massa seca

A massa seca obtida para o extrato de Urtica dioica L foi de 0,029 +6,638x10~* g, que
corresponde a 0,614%, indicando a presenca de compostos solubilizados extraidos durante o
processo extrativo. Esse resultado demonstra eficiéncia das condi¢des otimizadas aplicadas na
extracdo assistida por ultrassom, favorecendo a recuperagao de metabdlitos presentes na matriz
vegetal. A massa seca constitui um parametro relevante para avaliagdo do rendimento extrativo,
podendo estar associada a presenca de compostos fendlicos, flavonoides e outros constituintes

bioativos responsaveis pela atividade antioxidante observada no extrato.
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Ugur et al. (2026) foram realizadas avaliacdes quimica e bioldgicas dos extratos de
urtiga utilizando etanol e hexano. O estudo demonstrou que o extrato obtido usando metanol
como solvente obteve um rendimento de 6,25%, enquanto o que utilizou hexano obteve um

rendimento de 2,35%.

5.5.4.2 Atividade antioxidante

A condicdes otimas estabelecidas na Tabela 13 foram aplicadas para obtengdo de
extrato de urtiga, o qual foi submetido a avaliacdo da atividade antioxidante, determinagdo da
massa seca, atividade antimicrobiana e caracterizagdo do perfil fendlico do extrato otimizado,
tendo sido comparado com um extrato obtido por maceragdo, para comparacao.
Adicionalmente, a atividade antioxidante de um extrato comercial de urtiga foi também
determinada.

A atividade antioxidante determinada por meio dos métodos PR, TBARS e DPPH ¢

apresentada na Tabela 14.

Tabela 14. Avaliagdo da atividade antioxidante do ponto 6timo do extrato de urtiga

Ponto 6timo Maceracao Extrato comercial
Atividade antioxidante (UAE) (extragdo convencional) (Projeto VIIAFOOD,
n.d.)
TBARS (Valor de ECyq mg/mL) 0,01840,001 1,02 £0,03 0,12 £0,01
Poder Redutor (Valor de EC5, mg/mL) 0,14 £0,03 0,10£0,02 0,1610,02
DPPH (Valor de ECsy; mg/mL) 0,12140,004 0,1+0,1 0,10010,002

O extrato otimizado obtido por UAE apresentou valor de ECsono ensaio de TBARS de
0,018+0,000 mg/mL, demonstrando atividade antioxidante muito superior aos dois extratos
usados como comparacao. Ja para o ensaio de poder redutor apresentou melhor atividade que o
comercial e ligeiramente inferior ao extrato obtido por maceracdo. Para o DPPH os valores
foram no geral semelhantes, demonstrando elevada capacidade antioxidante

As diferengas observadas relativamente ao extrato comercial podem estar relacionadas
com fatores como condic¢des de extracdo, composi¢do do solvente, origem da matéria-prima

vegetal e condigdes ambientais de cultivo.

Mitrovi¢ et al. (2024)avaliaram os gromos da urtiga e analisou a atividade antioxidante

por meio dos métodos DPPH, poder redutor e PR. O extrato com maior DPPH apresentou um

55



valor de EC5, de 0,731+0,026 mg/mL, usando o metanol como solvente extrator. Para o poder
redutor, foi obtido um valor de ECsy de 5,684+0,610 mg/mL. Verificaram que os extratos
obtidos usando metanol e etanol 70% demonstraram melhores valores de DPPH, assim como
melhor poder redutor ¢ PR maior quando comparados aos valores dos extratos obtidos com
metanol e etanol puros.

Florez, Cazon e Vazquez (2022) avaliaram a atividade antioxidante das folhas de urtiga
a partir de ensaios de DPPH, ABTS e compostos fenolicos totais (TPC). Foi observado que,
para o DPPH, analisado em percentagem de inibicdo, apresentou maior valor quando o solvente
utilizado foi a 4gua. De forma semelhante, no ensaio ABTS, a utilizagdo de 4gua como solvente,
em combinacdo com o método de extragdo e o tempo aplicado, promoveu maior eficiéncia na
atividade antioxidante. Relativamente ao TPC, os melhores resultados foram observados com
extracdo assistida por ultrassons, utilizando 4gua como solvente, durante 4 horas. No processo
de otimizagdo, os autores verificaram que as condigdes mais favoraveis para maximizar a
atividade antioxidante correspondiam a extragdo assistida por ultrassons com agua, durante 3,15
horas.

Garcia et al. (2021) utilizaram a temperatura e o tempo de duragdo para determinar o
método de secagem mais eficiente para obter maior quantidade de compostos fendlicos e dcido
ascorbico. A atividade antioxidante foi avaliada pelo DPPH e PR. A atividade antioxidante foi
de modo significante maior na secagem por secagem por bomba de calor (HPD) do que em
folhas frescas de urtiga e as secadas pelos métodos de liofilizacdo e secagem em estufa. No
entanto, os métodos de secagem se mostraram adversos para extragdo em agua do acido
ascorbico.

Dakhli et al. (2025) avaliaram a atividade antioxidante do extrato aquoso de folhas de
urtiga por meio dos ensaios de DPPH, ABTS, PR e a capacidade de quelagdo de ions de ferro)
do extrato das folhas de urtiga, além de investigarem outras atividades bioldgicas, como a
atividade antimicrobiana e anti tumoral. O extrato aquoso de urtiga reduziu a migragdo e a
invasdo de células do HCT-116, além de prevenir sua proliferacdo. Os autores concluiram que
esses efeitos podem estar associados a composi¢do fendlica do extrato, embora recomendem
estudos adicionais para avaliar o potencial anticancerigeno da planta in vivo.

Omer e Mohammed (2024) determinaram a atividade antioxidante utilizando os ensaios
de DPPH, poder redutor, capacidade antioxidante total pelo método do fosfomilibdato,
atividade de sequestra¢do do radical hidroxila, ensaio de branqueamento do beta-caroteno e

atividade quelante de ferro. O estudo demonstrou que as folhas constituem uma importante
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fonte de antioxidantes naturais, evidenciando o potencial da urtiga para aplica¢cdes na
agricultura e na area da saude.

Com base nos estudos analisados, observa-se que o extrato de urtiga constitui uma fonte
promissora de compostos antioxidantes, podendo ser mais amplamente explorado na obtencao

de ingredientes funcionais com potencial conservante.

5.5.4.3 Compostos fenolicos

Os perfis fenolicos dos extratos obtidos a partir do extrato de urtiga foram identificados
por HPLC-DAD-ESI/MS, com base nos dados cromatograficos de cada pico, considerando
tempo de reten¢do (Tr), comprimento de onda de absor¢do maxima na regido UV-Vis (Amax),
ion pseudomolecular ([M — H]™)e fragmentagdo do ion molecular (MSn). A identificagdo
preliminar dos compostos foi realizada por compara¢do desses parametros com dados
reportados na literatura (Tabela 15).

Em ambos os extratos, extracdo assistida por ultrassom (EAU) no ponto 6timo e
maceragdo, foram identificados 7 compostos, 4 acidos fenolicos e 3 flavonoides. O extrato
obtido por extracdo assistida por ultrassom (EAU) apresentou a identificagdo de sete compostos
fenolicos, com teor total de 48 + 1 mg/g de extrato seco. Entre os compostos identificados,
foram observados quatro acidos fenolicos e trés flavonoides. Os flavonoides corresponderam a
classe majoritaria, apresentando concentracgao total de 32 + 1 mg/g de extrato seco, enquanto
os acidos fenodlicos apresentaram concentragdo total de 16,8 + 0,5 mg/g.

Na analise realizada, 3 flavonoides foram identificados, o pico 5 ([M — H]~a m/z 609)
foi identificado como quercetina-3-O-rutinosideo com base no seu espectro UV (Amax 352) e
a producio do fragmento MS? a m/z 301; o pico 6 ([M — H]~a m/z 463) foi identificado como
quercetina-3-0-glicosideo com base no seu espectro UV (Amax 348) e a produgdo do fragmento
MS? a m/z 301; e o pico 7 ([M — H]"a m/z 623) foi identificado como isoramnetina-3-O-
rutinosideo com base no seu espectro UV (Amax 356) € a produgdo do fragmento MS? a m/z
315.

O composto majoritario identificado foi a quercetina-3-O-rutinosideo (rutina), com
concentragdo de 20,6 + 0,5 mg/g de extrato seco. Os flavonoides correspondem a uma classe
de moléculas envolvidas em fungdes fisiologicas, principalmente relacionado a propriedade
antioxidante (Carrillo-Martinez et al., 2024; Hao et al., 2024). A quercetina-3-O-rutinosideo, a

rutina, flavonoide identificado em maior concentracao, tem efeito anti-inflamatorio por auxiliar
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na inibi¢do de COX-2 e de 6xido nitrico sintase, no que se diz respeito ao tratamento de doencas
vasculares inflamatorias graves (Freitas et al., 2024; Lobo et al., 2021).

Relativamente aos 4cidos fendlicos, o pico 1 ((M—H]™ a m/z 353) foi identificado como
acido 3-O-cafeoilquinico, com base no espectro UV (Amax 324 nm) e nos fragmentos MS? a
m/z 191(100), 179(81), 173(3), 161(3) e 135(10). O pico 2 ((M—H] am/z 311) foi identificado
como acido cafeico pentosideo, apresentando Amax de 328 nm e fragmento principal MS? a m/z
179. O pico 3 ([M—H] a m/z 353) foi identificado como &cido cis-3-O-cafeoilquinico, devido
ao espectro UV caracteristico (Amax 324 nm) e a formacao do fragmento MS? a m/z 191. Por
fim, o pico 4 ([M—H] a m/z 591) foi identificado como &cido dicafeoilmélico, apresentando
Amax de 328 nm e fragmento principal MS? a m/z 133.

Entre os dcidos fenolicos identificados, o composto presente em maior concentragao foi
o acido cis-3-O-cafeoilquinico (8,500 + 0,200 mg/g de extrato seco), seguido pelo acido
dicafeoilmalico (6,300 + 0,200 mg/g). Os acidos fenodlicos, por sua vez, também possuem
atividade antioxidante, a qual ¢ intensificada pelo processo de varredura de radicais. Esse
processo ¢ responsavel pela detecdo e neutraliza¢do de radicais livres por diferentes processos
quimicos como a transferéncia de 4tomo de hidrogénio e transferéncia de elétron tinico (Caruso
et al., 2022). Assim, esses compostos fenolicos sdo amplamente reconhecidos pela sua
capacidade antioxidante, atuando principalmente na neutralizacdo de radicais livres e na

inibi¢do da peroxidacao lipidica.
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Tabela 15. Compostos fendlicos identificados no extrato de urtiga obtido por EAU nas condi¢des 6timas. Resultados expressos em mg/g (média + desvio padrao).

T N Fragmento principal Maceracao
r max
Pico M|~ ESI- MS" (intensidade (%)) Tentativa de identificacio EAU (mg/g) (extracio
(min) (nm)
convencional)
1 5,34 324 353 191(100),179(81),173(3),161(3),135(10) Acido 3-O-cafeioilquinico 1,25+0,03 0,74+0,02
2 5,94 328 311 179(100) Acido cafeico pentosideo 0,67+0,02 0,33+0,01
3 7,81 324 353 191(100),179(9),173(11),161(5) Acido cis-3-O-cafeioilquinico 8,5+0,2 4,55+0,09
4 12,11 328 591 133(100) Acido dicafeoilmalico 6,3+0,2 2,57+0,07
5 17,66 352 609 301(100) Quercetina-3-O-rutinosideo 20,6+0,5 7,9+0,2
6 19,08 348 463 301(100) Quercetina-3-0-glicosideo 10,2+0,3 3,3+0,09
7 20,93 356 623 315(100) Isorramnetina-3-O-rutinosideo 1,12+0,03 0,27+0,01
) 8,2+0,2
Acidos fenolicos totais 16,8+0,5
Flavonoides 32+1 11,6+0,3
Compostos fendlicos 48+1
19,8+0,5
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Pinelli et al., (2008) realizaram a extragdo e analise por HPLC dos compostos fendlicos
das folhas, gravetos e fibras téxteis da urtiga. Os autores identificaram a presenca dos acidos
clorogénico e 2-O-cafeioilquimico em duas amostras das folhas, que representavam de 71,5 a
76,5% da composicao fendlica e logo depois identificaram nos gravetos cerca de 64,4% de
compostos fenolicos. Os autores ainda ressaltam que os resultados encontrados sdo importantes
no viés das propriedades biologicas, uma vez que, podem ter ampla aplicagdo em diferentes
setores industriais.

Durovi¢ et al. (2023) caracterizou 28 compostos fendlicos (296,99 mg/g de extrato) no
extrato de urtiga. O acido 5-O-cafeioilquinico (152,38 mg/g por grama de extrato) foi o
composto mais abundante obtido na extracdo Soxhlet (ES), extragdo assistida por ultrassom e
extragdo assistida por micro-ondas (EAM). A maior concentragdo de compostos fendlicos foi
obtida por ES.

De acordo com Babolhavaeji, Eghlima e Aghamir (2025), foram identificados 4
compostos fendlicos por HPLC, acido clorogénico, acido cafeico, acido cumarico e rutina. No
estudo, foi avaliado diferentes populacdes de urtiga e os efeitos do estresse hidrico na
concentragdo de compostos fenolicos.

Os compostos fenolicos identificados no estudo de Sahal et al. (2025) a partir de
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC). No total foram 5, acido galico, acido
p-cumarico, acido cindmico, rutina e acido trans-feralico.

No estudo de Kdszegi et al. (2023), foi avaliada a concentra¢ao dos compostos fenolicos
das raizes e das folhas, extraidos usando 4gua e etanol como solvente, na qual foram
identificados 12 no total. Dentre os compostos fenolicos, o mais abundante foi o acido vanilico
(na faixa de 2,2 mg/g e 3,2 mg7g de extrato). Além disso, o estudo identificou 6 flavonoides,
sendo a rutina obtida em maior concentracdo (concentrada na faixa entre 7,0 mg/g e 7,8 mg/g
de extrato).

Garofuli¢ et al. (2021 extraiu os compostos fenolicos a partir da EAM, usando a
temperatura de extra¢do, tempo de irradiacdo e poténcia das micro-ondas como parametros
avaliativos. Além disso, foram utilizados trés solventes de extragao nesse estudo, dgua, etanol
30 % e acetona 30%. A analise estatistica identificou que o solvente de extragdo e a temperatura
sdo responsaveis por influenciar na concentragdo dos compostos fenolicos totais. Foram
identificados 27 compostos fenolicos. O autor destaca nesse estudo o potencial antioxidante

pelo ORAC.
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5.5.4.4. Atividade antimicrobiana

A Tabela 16 apresenta os valores de concentracdo inibitdéria minima (CMI) e
concentragdo bactericida minima (CMB) do extrato de urtiga otimizado frente a diferentes
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como dos antibidticos utilizados como
controle positivo. Os resultados permitem a comparacdo da atividade antimicrobiana entre o

extrato vegetal e os agentes antimicrobianos de referéncia.

Tabela 16. Atividade antimicrobiana do extrato de urtiga frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
avaliadas por CMI e CMB.

Controlo Positivo

Extrato Extrato
Streptomicin ~ Methicilin Ampicillin
ponto 6timo comercial
(UAE)

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

1 mg/mL 1 mg/mL 10 mg/mL

Bactérias gram-negativas

Enterobacter Cloacae 5 >10 1,25  >10 0,007 0,007 n.t. n.t n.t. n.t.
Escherichia coli 2,500 >10 2,5 >10 0,010 0,010 n.t. n.t. n.t. n.t.
Pseudomonas aeruginosa 5 >10 1,25  >10 0,060 0,060 n.t. n.t. n.t. n.t.
Salmonella enterica 5 >10 1,25  >10 0,007 0,007 n.t. n.t. n.t. n.t.
Yersinia enterocolitica 5 >10 1,25  >10 0,007 0,007 n.t. n.t. n.t. n.t.

Bactérias gram-positivas

Bacillus cereus 1,250 >10 0,6 >10 0,007 0,007 n.t. n.t. n.t. n.t.
Listeria monocytogenes 2,500 >10 1,25 >10 0,007 0,007 n.t. nt. 0,250 0,500
Staphylococcus aureus 5 >10 0,6 >10 0,007 0,007 0,007 0,007 0,250 0,500

*CMI- concentragdo minima inibitéria; CMB- concentragdo minima bactericida; nt — ndo testado.

A comparagdo dos resultados com os obtidos para o extrato comercial demonstra que o
extrato de urtiga otimizado apresentou atividade antimicrobiana inferior, contudo compativel
com a variabilidade descrita para Urtica dioica. Os valores de CMI observados para o extrato
otimizado variaram entre 1,25 e 5 mg/mL, sendo préximos aos valores relatados na literatura
para Escherichia coli (CMI = 2,5 mg/mL), mas superiores para a maioria das demais bactérias
avaliadas. De acordo com os dados compilados por Harrison et al. (2022), a atividade
antimicrobiana da urtiga apresenta grande heterogeneidade, com resultados dependentes da
origem do material vegetal, solvente de extragdo, composi¢dao fitoquimica e metodologia
experimental empregada. No presente estudo, as bactérias Gram-negativas, como Enterobacter

cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica € Yersinia enterocolitica,
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apresentaram CMI de 5 mg/mL, enquanto na literatura sdo reportados valores de
aproximadamente 1,25 mg/mL para algumas dessas espécies. Essa diferenga sugere que fatores
relacionados ao processo de extragdo ou a composi¢ao especifica do extrato podem influenciar
significativamente a eficacia antimicrobiana.

Para as bactérias Gram-positivas, o extrato otimizado apresentou melhor desempenho
frente a Bacillus cereus(CMI = 1,25 mg/mL) e Listeria monocytogenes (CMI = 2,5 mg/mL),
corroborando a tendéncia observada em diversos estudos de maior suscetibilidade deste grupo
bacteriano aos extratos vegetais. Entretanto, os valores obtidos ainda foram superiores aos
relatados na literatura para algumas cepas de Staphylococcus aureus € Bacillus cereus, nas
quais foram observadas CMI de aproximadamente 0,6 mg/mL. Essa diferenca pode estar
associada a variagdes entre cepas bacterianas, variabilidade do extrato devido a condi¢des de
cultivo e concentragdes dos compostos fendlicos e flavonoides presentes nos extratos.

Um aspecto relevante ¢ que tanto os resultados de ambos os extratos (ponto 6timo e
comercial) quanto os dados da literatura demonstraram auséncia de atividade bactericida
significativa nas concentra¢des avaliadas, uma vez que os valores de CMB permaneceram
superiores a 10 mg/mL. Essa caracteristica reforca a hipdtese de que os compostos bioativos da
urtiga atuam predominantemente de forma bacteriostatica, inibindo o crescimento microbiano
sem promover a eliminagdo completa das células bacterianas. Dessa forma, os resultados
obtidos corroboram as conclusdes de Harrison et al. (2022), que indicam um potencial
antimicrobiano moderado para Urtica dioica, insuficiente para competir com antibidticos
convencionais, mas promissor como fonte de compostos bioativos para aplicagdes
complementares na conservagao de alimentos, formulagdes naturais ou estratégias combinadas
com outros agentes antimicrobianos.

Nos estudos de Harrison et al. (2022) foi realizada uma revisao sistematica da literatura
sobre a atividade antimicrobiana de extratos de urtiga, com foco em ensaios nos quais a
concentragdo inibitoria minima (CMI) foi avaliada frente a patdgenos bacterianos de relevancia
clinica, incluindo Escherichia Coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e
Staphylococcus aureus. Os autores analisaram diferentes estudos experimentais e constataram
que, embora existam relatos de atividade antimicrobiana in vitro, ndo ha evidéncias consistentes
que indiquem uma atividade antimicrobiana forte ou clinicamente relevante da urtiga quando
comparada a agentes antimicrobianos convencionais. Dessa forma, os resultados sugerem que
o potencial antimicrobiano da Urtica dioica é limitado e altamente dependente do método de

extragdo, concentragcdo e condi¢des experimentais utilizadas.
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A Tabela 17 apresenta os resultados da atividade antifingica do extrato otimizado de
urtiga, expressos em termos de concentracdo minima inibitdria (CMI) e concentragdo fungicida
minima (CFM), frente as espécies Aspergillus brasiliensis e Aspergillus fumigatus. Os valores
obtidos foram comparados com o ketoconazol, utilizado como controlo positivo, a fim de

avaliar o potencial antifingico do extrato vegetal em relacdo a um antifingico de referéncia.

Tabela 17. Avaliagdo da atividade antifingica do extrato de urtiga (Urtica sp.) por CMI e CFM contra
Aspergillus brasiliensis e Aspergillus fumigatus.

Aspergillus brasiliensis Aspergillus fumigatus
CMI CFM CMI CFM
Extrato ponto
10 >10 10 >10
6timo (UAE)
Extrato comercial >10 >10 >10 >10
Ketoconazole 0,060 0,125 0,060 0,125

*CMI - concentragdo inibitéria minima; CMF - concentragdo minima fungicida

A comparagdo entre o extrato de urtiga otimizado e o comercial demonstra uma
atividade antifungica superior do primeiro. Enquanto os valores descritos na literatura indicam
concentragdes minimas inibitorias (CMI) e concentragdes fungicidas minimas (CFM)
superiores a 10 mg/mL para ambas as espécies de Aspergillus avaliadas, o extrato otimizado
apresentou CMI de 10 mg/mL para Aspergillus brasiliensis e Aspergillus fumigatus,
evidenciando uma capacidade inibitoria que, embora limitada, foi superior a observada em
estudos anteriores.

Contudo, em ambos os casos, ndo foi verificada atividade fungicida nas concentragdes
testadas, uma vez que os valores de CFM permaneceram superiores a 10 mg/mL. Este resultado
sugere que tanto o extrato otimizado como os extratos descritos na literatura atuam
predominantemente de forma fungistatica, sendo capazes de inibir o crescimento dos fungos
sem promover a sua eliminagdo completa.

A melhoria observada no presente estudo pode estar relacionada com o processo de
otimizagdo da extragdo, que podera ter favorecido a recuperacdo de compostos fendlicos,
flavonoides e outros metabolitos secundarios com potencial antifingico. Tal hipotese ¢
consistente com a elevada variabilidade de resultados descrita para extratos vegetais, cuja
atividade bioldgica depende fortemente do solvente utilizado, das condi¢des de extracao, da

origem do material vegetal e da composi¢ao quimica final do extrato.
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Apesar do aumento da atividade inibitoria relativamente aos dados da literatura, a
eficicia do extrato de urtiga permaneceu significativamente inferior a observada para o
ketoconazol, que apresentou valores de CMI de 0,060 mg/mL ¢ CFM de 0,125 mg/mL para
ambas as espécies avaliadas. Dessa forma, os resultados obtidos corroboram os estudos
anteriores ao demonstrar que a urtiga possui potencial antifingico mensuravel, mas ainda
limitado quando comparado aos antifingicos convencionais, sendo o seu uso mais promissor
como fonte complementar de compostos bioativos do que como substituto direto dos
agentFerreira & Oliveira (2021)cia.

Ferreira & Oliveira (2021) avaliaram as propriedades antifingicas da urtiga, frente a
seis fungos fito patogénicos. O estudo utilizou um extrato preparado com etanol 50% (v/v),
posteriormente incorporado em meio agar batata dextrose (PDA) em diferentes concentragdes.
Os autores observaram que, no terceiro dia, houve uma reducdo de 39,9% no crescimento
micelial dos fungos avaliados. De acordo com os resultados obtidos, urtiga demonstrou
potencial como alternativa sustentavel aos fungicidas convencionais, podendo contribuir para

a prote¢do de plantagdes contra danos causados por fungos patogénicos.
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6. Conclusao

A presente dissertacdo permitiu avaliar diferentes matrizes vegetais com potencial
aplicagdo como fonte de compostos bioativos, tendo a urtiga (Urtica dioica) sido selecionada
como a mais promissora para o desenvolvimento de um extrato natural com potencial utilizagao
como conservante alimentar. O estudo demonstrou que a valorizagdo de biomassa vegetal e de
biorresiduos pode constituir uma estratégia sustentavel para a obtencao de ingredientes naturais
alinhados com as atuais exigéncias da industria alimentar e com o conceito de clean label.

O extrato demonstrou elevado potencial bioativo, apresentando teor total de compostos
fenolicos de 19,8 + 0,50 mg/g de extrato seco, sendo constituido por 11,6 = 0,30 mg/g de
flavonoides e 8,2 + 0,20 mg/g de 4cidos fenolicos, evidenciando a relevancia da urtiga como
fonte natural de compostos bioativos. Entre os compostos identificados, destacaram-se a
quercetina-3-O-rutinosideo (rutina), quercetina-3-O-glicosideo e diferentes derivados
cafeoilquinicos, reconhecidos pelas suas propriedades antioxidantes e potencial funcional.

Adicionalmente, o extrato evidenciou forte atividade antioxidante, associada
principalmente a presenca de derivados da quercetina, como a quercetina-3-O-rutinosideo
(rutina), quercetina-3-O-glicosideo e isoramnetina-3-O-rutinosideo, bem como &cidos
cafeoilquinicos e derivados do 4cido cafeico. Estes compostos sdo reconhecidos pela sua
capacidade de neutralizacdo de radicais livres através de mecanismos de transferéncia de
hidrogénio e de elétron tnico, contribuindo para o potencial antioxidante global do extrato.

Relativamente a composi¢ao, verificou-se que os acidos fendlicos constituiram o grupo
predominante em termos de diversidade estrutural, enquanto os flavonoides se destacaram em
termos de contribui¢ao quantitativa, com especial relevancia para a rutina, composta com maior
concentragdo individual (7,9 + 0,20 mg/g de extrato seco).

Os resultados obtidos demonstraram ainda que o extrato apresenta atividade
antioxidante relevante, atribuida principalmente a elevada presenca de flavonoides e acidos
fendlicos, compostos capazes de atuar na neutralizacdo de espécies reativas através de
mecanismos de transferéncia de hidrogénio e eletrdo inico. Paralelamente, o extrato revelou
atividade antimicrobiana moderada frente a diferentes bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, bem como atividade antifingica limitada frente a espécies de Aspergillus,
apresentando predominantemente efeito bacteriostatico e fungistatico. Embora os resultados
obtidos tenham sido inferiores aos observados para os controlos antimicrobianos

convencionais, verificou-se potencial bioativo relevante do extrato otimizado de urtiga
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A analise estatistica dos resultados cromatograficos e quantitativos confirmou a elevada
precisdo, repetibilidade e robustez da metodologia analitica aplicada, evidenciada pelos baixos
desvios padrao obtidos entre os replicados experimentais, variando entre 0,010 e 0,300 mg/g
de extrato seco. O teor total de compostos fendlicos apresentou variagcdo reduzida (19,8 + 0,50
mg/g), assim como os valores obtidos para flavonoides (11,6 + 0,30 mg/g) e acidos fendlicos
(8,2 = 0,20 mg/g), demonstrando elevada consisténcia analitica e boa reprodutibilidade do
método cromatografico utilizado. Adicionalmente, os compostos individuais identificados
também apresentaram baixa dispersdo dos dados, reforcando a confiabilidade das analises
quantitativas e a adequag@o da metodologia para a caracterizacao do perfil fendlico de urtiga

A comparacdo com a literatura evidencia que o perfil fendlico da urtiga ¢ altamente
dependente do método de extracdo e das condi¢des experimentais, sendo que diferentes estudos
reportam variagdes significativas tanto na diversidade como na concentracdo dos compostos
identificados. No presente trabalho, a EAU demonstrou ser uma metodologia eficiente na
recuperagdo de compostos fenolicos bioativos.

Desta forma, os resultados obtidos demonstram que os biorresiduos de urtiga constituem
uma fonte promissora de compostos fendlicos com elevado potencial antioxidante, reforcando
0 seu interesse para aplicagcdes em areas como a alimentagdo funcional e conservagdo natural
de alimentos.

Relativamente as perspetivas futuras, recomenda-se a avalia¢ao da aplicagdo do extrato
otimizado de Urtica dioica em matrizes alimentares reais, com o objetivo de investigar o seu
potencial como conservante natural e ingrediente funcional. Sera igualmente importante estudar
a estabilidade dos compostos fendlicos durante o processamento e armazenamento alimentar,
bem como a influéncia de diferentes condi¢des ambientais sobre a manutencao da atividade

antioxidante e antimicrobiana do extrato.

Adicionalmente, futuras investigagcdes poderdo explorar estratégias de encapsulagdo e
sistemas de libertagdo controlada, visando aumentar a estabilidade, biodisponibilidade e
eficacia dos compostos bioativos. Também sera relevante aprofundar os mecanismos de ag¢ao
associados a atividade antioxidante e antimicrobiana, através de estudos moleculares e
celulares.

Por fim, recomenda-se a realizagdo de estudos in vitro e in vivo para avaliacdo da
seguranca, bioacessibilidade e potencial funcional do extrato, permitindo ampliar as

possibilidades de aplicacdo industrial de urtiga nas areas alimentar e nutracéutica.
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