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Resumo

As frutas sao uma fonte natural de antioxidantes, exibindo propriedades anti-inflamatdrias,
anticancerigenas, antidegenerativas, antienvelhecimento e antidiabéticas. A roma (Punica
granatum), uma fruta rica em compostos fendlicos, destaca-se pela sua elevada atividade
antioxidante. O seu consumo e processamento geram residuos, como cascas, sementes e
membranas carpelares, ou mesmo fruta excedente. No entanto, a fermentacao desses
subprodutos pode melhorar as propriedades funcionais e a biodisponibilidade dos seus
constituintes. O principal objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antioxidante dos produtos
resultantes da fermentacao de roma. Realizaram-se ensaios de fermentacao de romas
excedentes no mercado e avaliou-se a atividade antioxidante através dos ensaios de Folin-
Ciocalteu, CUPRACe ABTS. Verificou-se que aroma apresentou atividade antioxidante em todas
as condicoes testadas, confirmada pelos resultados dos trés métodos. As amostras obtidas com
casca e membranas apresentaram maior atividade antioxidante (213,08 - 607,79 umol/qg),
seguidas damistura de polpa, sementes e membranas (7,77 — 30,51 umol/g), e amenor atividade
foi observada apenas com polpa (1,91 — 7,03 pumol/g). Este estudo promove uma abordagem
sustentavel de aproveitamento de residuos resultantes do desperdicio alimentar e das industrias
transformadoras de frutas, indicando a possibilidade de os valorizar economicamente como

recursos funcionais.

Palavras-chave: Romg; fermentacao; atividade antioxidante; subprodutos; valorizacao



Abstract

Fruit is a natural source of antioxidants and has anti-inflammatory, anti-cancer, anti-
degenerative, anti-ageing and anti-diabetic properties. Pomegranate (Punica granatum), a fruit
rich in phenolic compounds, stands out for its high antioxidant activity. Its consumption and
processing generates waste such as peels, seeds and carpel membranes, or even surplus fruit.
However, fermenting these by-products can improve their functional properties and the
bioavailability of their constituents. The main aim of this study was to evaluate the antioxidant
activity of the products resulting from pomegranate fermentation. Fermentation trials were
carried out on surplus pomegranates on the market and their antioxidant activity was assessed
using the Folin-Ciocalteu, CUPRAC and ABTS assays. Pomegranate was found to have
antioxidant activity under all the conditions tested, confirmed by the results of the three methods.
The samples obtained with peel and membranes showed the highest antioxidant activity (213.08
- 607.79 umol/g), followed by the mixture of pulp, seeds and membranes (7.77 - 30.51 umol/qg),
and the lowest activity was observed with pulp only (1.91 - 7.03 pumol/g). This study promotes a
sustainable approach to utilising residues resulting from food waste and fruit processing

industries, indicating the possibility of economically valuing them as functional resources.

Keywords: Pomegranate; fermentation; antioxidant activity; by-products; valorisation
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Notacao e Glossario

ABTS - 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)
CUPRAC - capacidade antioxidante redutora de ides clipricos
°C - grau Celsius

FC - Folin Ciocalteu

g/mL — grama por mililitro

kg - kilograma

MM- massa molar

m/v — massa por volume

pL- microlitro

pm - micrémetro

pmol/g — micromole por grama

mg/L — miligrama por litro

mL - mililitro

mM- milimolar

nm - nanémetro

ROS - espécies reativas de oxigénio

TPC - teor de compostos fendlicos totais

v/v —volume por volume

W- Watt
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1. Introducao

Os compostos antioxidantes sao substancias que mesmo em baixas concentracoes, podem
retardar ou impedir a oxidacao de um substrato através da neutralizacao de radicais livres e das
espécies reativas de oxigénio (ROS) que podem causar danos celulares (Santos-Sénchez et al.,
2019). Estes compostos tém a capacidade de interromper reacdes de oxidacdo em cadeia e
proteger assim as células e os tecidos do stress oxidativo, que leva a deterioracao da qualidade
dos alimentos, ao processo de envelhecimento das células e a propagacao de doencas no
organismo (LGpez-Alarcén & Denicola, 2013). Os antioxidantes atuam por meio de vérios
mecanismos, incluindo a transferéncia de dtomos de hidrogénio, transferéncia de eletrdes e
quelacao de metais. Estes mecanismos ajudam a estabilizar os radicais livres, evitando danos
oxidativos (Santos-Sdnchez et al., 2019).

O interesse das industrias pela utilizacao de antioxidantes naturais tem aumentado
significativamente nos ultimos anos, devido a possivel toxicidade e efeitos indesejados que os
antioxidantes sintéticos tém demonstrado (Gulcin, 2020). Além da sua aplicacao em produtos
alimentares e cosméticos, estes antioxidantes naturais surgem como alternativa promissora aos
sintéticos, melhorando a estabilidade do produto e prevenindo a deterioracao oxidativa durante
as etapas de processamento e armazenamento (Lourenco et al., 2019).

As frutas sao uma excelente fonte de antioxidantes naturais, que desempenham um papel crucial
na protecao celular contra danos causados pelas ROS. A capacidade antioxidante das frutas esta
relacionada com a sua composicao quimica, principalmente com a presenca de compostos
fendlicos, como flavondides e acidos fendlicos, juntamente com outros compostos
biologicamente ativos, incluindo vitaminas (A, B, C e E), carotenoides e minerais. Estes
antioxidantes naturais possuem varias funcoes bioldgicas adicionais, como propriedades anti-
inflamatadrias, anticancerigenas, antidegenerativas, antienvelhecimento e antidiabéticas
(Rahaman et al., 2023).

Reconhecida pelas suas propriedades antioxidantes ja comprovadas (Derakhshan et al., 2018;
Chanetal., 2022; Kandylis & Kokkinomagoulos, 2020) aroma (Punica granatum) é obtida de uma
arvore caducifdlia, a romazeira e pertencente a familia Lythraceae. A roma é uma baga redonda
irregular, com uma casca externa que pode variar entre uma cor amarela e avermelhada, e 0 seu
interior é subdividido por finas membranas carpelares que contém pequenas sementes
revestidas de uma polpa comestivel, designada por arilos ou bagos (Figura 1)(Chan et al., 2022).

E uma fruta nativa do médio Oriente, mas devido & sua hoa adaptacao a diversas condicdes de



clima e solo, é cultivada em muitas regides geograficas diferentes, incluindo Portugal. Nos
ultimos anos, a drea de cultivo da roma em Portugal expandiu-se, alcan¢ando em 2018, 475
hectares com uma producao total de 3 milhdes de toneladas e uma produtividade média de 6000
kg por hectare (Campos et al., 2022). A nivel mundial, existe uma grande diversidade genética na
romazeira no que se refere ao tamanho do fruto, cor da casca, tamanho e cor dos arilos (variando
do branco ao vermelho), dureza das sementes, teor de sumo, sabor e aroma (acidez e docura).
Esta diversidade é um fator que influencia o teor de fendis e antocianinas, e consequentemente,

a atividade antioxidante da fruta (Campos et al., 2022; Kandylis & Kokkinomagoulos, 2020).

Figura 1. Roma (Punica granatum)

De facto, a roma é conhecida por ser uma das frutas mais ricas em compostos fendlicos com
estudos que demonstram que a sua casca, sementes e sumo contém uma grande variedade de
compostos com elevada capacidade antioxidante. Entre eles, taninos, flavondides e dcidos
fendlicos, que exibem o seu poder antioxidante eliminando ou neutralizando radicais livres,
quelando metais, afetando as vias de sinalizacao celular e modulando a expressao genética
(Derakhshan et al., 2018; Lampakis et al., 2021; Vu&idet al., 2019).

A roma é consumida principalmente fresca ou sob a forma de sumos e compotas. A analise da
sua composicao revela que, em média, a fruta inteira contém entre 38 a 50% de sumo, enquanto
a casca e sementes representam, respetivamente, 39 a 53% e 8 a 12% do fruto (Campos et al.,
2022; Kandylis & Kokkinomagoulos, 2020; Venkitasamy et al, 2019). O consumo e
processamento da roma geram grandes quantidades de subprodutos sdlidos, geralmente

considerados como residuos sem valor (Campos et al., 2022; Venkitasamy et al., 2019).



Desses subprodutos, frequentemente descartados como residuos, destacam-se a casca e as
sementes. Diversos estudos tém evidenciado que as cascas contém maiores quantidades de
compostos hioativos e atividade bioldgica em comparagao com o sumo, sendo uma fonte ricaem
compostos fendlicos, flavondéides como antocianinas e catequinas, taninos hidrolisaveis, fibras,
vitaminas, minerais como cdlcio, fésforo, magnésio, potassio e sddio, e polissacarideos
complexos. Assim, a casca apresenta atividades bioldgicas significativas como propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias, antibacterianas, anticancerigenas e antivirais, além de poder
contribuir para prevenir doencas metabdlicas crénicas, como doencas cardiovasculares, diabetes
e obesidade (Alexandre et al., 2019; Gulldn et al, 2020; Mo et al., 2022; Xiang et al., 2022).

No caso das sementes, estas sao uma fonte rica de proteinas, fibras, vitaminas, minerais, pectina,
acucares, polifendis e isoflavonas. A extracao do seu 6leo, rico em compostos hioativos, pode ser
utilizada na elaboracao de alimentos funcionais e produtos nutracéuticos (Kaseke et al., 2021
Khemakhem et al., 2021). Além disso, sao uma fonte concentrada de diversos dcidos gordos,
sobretudo acidos gordos insaturados e fosfolipidos, apresentando assim beneficios para a saude
ja comprovados, como propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas, anticancerigenas e
antioxidantes in vivo (Fourati et al., 2020: Leitao et al., 2022).

Processos como a fermentacao podem modificar e melhorar a biodisponibilidade e as
propriedades funcionais dos subprodutos, aumentando assim o valor dos produtos fermentados
(Ruiz Rodriguez et al., 2021; Septembre-Malaterre et al., 2018). A fermentacao é um processo
anaerdhio através do qual os microrganismos, principalmente leveduras e algumas bactérias,
convertem aclicares e amidos em alcool (fermentacdo alcodlica) ou &cidos carboxilicos
(fermentacao ldctica ou acética). Os produtos fermentados de frutas, além de promoverem a
conservacao e a seguranca alimentar da fruta, possuem substancias que conferem melhores
sabores e aromas, texturas e consisténcias melhoradas, maior valor nutricional e
biodisponibilidade de nutrientes (Erskine et al., 2023; Leitao et al., 2022; Marco et al.,, 2017). Os
compostos fendlicos presentes na maioria das frutas, tém sido amplamente estudados devido as
suas propriedades antioxidantes e terapéuticas, que contribuem na prevencao de doencas
crénicas, como doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, cancros e doencas inflamatarias,
como também na drea da dermocosmeética. A fermentacdo € uma tecnologia de baixo consumo
de energia, com requisitos minimos de investimento, que proporciona o acesso a produtos

seguros, baratos e nutritivos, podendo assim contribuir para a reducao do desperdicio alimentar,



e sendo utilizada em vdrias culturas com recursos limitados (Leitdo et al., 2022; Marco et al,,
2017).

A fermentacao espontanea, tradicionalmente utilizada para a producao de alimentos e bebidas
como o pao, iogurte e cerveja artesanal, é também aplicada em laboratdrio. Este processo ocorre
quando os microrganismos, nomeadamente bactérias, naturalmente presentes nas matérias-
primas fermentam os compostos sem inoculacao artificial de microrganismos exdgenos. A
biotransformacao que ocorre durante a fermentacao do acido ldtico altera o perfil e a natureza
dos compostos bioativos presentes, melhorando as propriedades organoléticas e bioldgicas do

produto obtido, aumentando assim o seu valor (de Oliveira et al., 2023; Saud et al., 2024).

1.1. Metodologias in vitro para a avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante de produtos alimenticios pode ser avaliada por diferentes ensaios in
vitro, uma vez que nenhum método isolado conseque abranger com precisao os multiplos
mecanismos de acao antioxidante presentes em alimentos complexos. Cada método envolve
uma reacao quimica especifica onde os antioxidantes presentes na amostra reagem com uma
concentracao definida do reagente do ensaio. A progressao da reacao é monitorizada e o
consumo do reagente do ensaio pelo extrato da amostra é quantificado instrumentalmente. Os
valores resultantes sdo interpretados como a atividade antioxidante da amostra (George et al.,
2022). As metodologias disponiveis diferem entre siem termos de substratos, sondas, condi¢des
reacionais e métodos de quantificacao, dificultando a comparacao dos resultados obtidos, uma
vez que estes dependem das condi¢des especificas de cada método. Para uma avaliagcao mais
precisa e completa, é fundamental a utilizacao de vdrios métodos, que combinados consigam
abranger os diversos mecanismos antioxidantes presentes na amostra.

Destacam-se o ensaio de Folin-Ciocalteu (FC), 0 ensaio de capacidade antioxidante redutora de
ides clpricos (CUPRAC) e o ensaio de remocao do catido radical 22Njazinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato (ABTS), que sao ensaios baseados na transferéncia de eletrdes.
Estes ensaios avaliam a capacidade de um antioxidante doar um eletrao a fim de reduzir ides
metalicos (CUPRAC), grupos carbonilo (FC) e radicais livres (ABTS), resultando na formacao de
espécies menos reativas que mudam de cor quando reduzidas. A reatividade relativa destes
ensaios baseia-se principalmente no potencial de desprotonagdo e ionizacao dos grupos

funcionais reativos, sendo dependentes do pH (Munteanu & Apetrei, 20213; Siddeeg et al., 20213;



Zeb, 2020). Estes ensaios tém sido amplamente adotados pelas inddstrias alimenticias e
nutracéuticas para avaliacao da atividade antioxidante, devido a sua simplicidade, possibilidade
de aplicacao simultanea a varias amostras, viahilidade e custo acessivel. Além disso, a atividade
antioxidante pode ser facilmente detetada por espetrofotometria, que é uma técnica
instrumental disponivel em muitos laboratdrios (Magalhaes et al.,, 2012; Munteanu & Apetrei,
2021).

0 método de FC é amplamente utilizado para determinar o teor de compostos fendlicos totais
(TPC) numa amostra. Este método baseia-se numa reacao de transferéncia de eletrdes, onde a

espécie antioxidante atua como doadora de eletrdes e o reagente FC atua como oxidante (Pérez
et al., 2023). Durante o ensaio, 0s compostos fendlicos presentes na amostra reagem com o

reagente FC em meio alcalino, resultando na producdo de uma coloracdo azul (reacdo de
oxidacao-reducao) cujaintensidade (absorvanciamedida aum comprimento de ondade 760 nm)
é proporcional a concentracao de fendlicos na amostra. O acido gdlico é o composto padrao de
referéncia comumente usado para gerar uma curva de calibracao precisa para comparacao dos
valores de absorvancia, e os resultados do TPC sao expressos geralmente em equivalentes de
acido galico (Magalhaes et al. 2008; Munteanu & Apetrei, 2021).

0 método CUPRAC mede o potencial antioxidante de uma amostra através da reducao do
complexo de cobre-neocuproina [Cu(Nc):]** para [Cu(Nc)2]* na presenca de antioxidantes (Figura
2). A reacao ocorre em meio de acetato de amdnio, formando um complexo estavel de cor
amarela, cuja absorvancia é registada no comprimento de onda maximo de absor¢ao a 450nm,
permitindo a quantificacdo precisa da capacidade antioxidante da amostra (Siddeeg et al., 2021b;
Trofin et al,, 2019). Este método apresenta vdrias vantagens em relacdo a outros métodos,
nomeadamente a sua possivel aplicabilidade a antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, e a
realizacao da reacao de reducao que origina espécies coradas a um pH préximo do fisiolégico (pH

igual a 7) (Ozyiirek et al.,, 2011).
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Figura 2. Esquema da reacao entre o complexo cobre-neocuproina e Trolox

Fonte: Trofin, A. E. et al. (2019). CUPRAC voltammetric determination of antioxidant capacity in tea samples by

using screen-printed microelectrodes. ] Anal Methods Chem, 2019: article ID 8012758

O método ABTS é um método utilizado para medir a capacidade antioxidante de amostras,
baseado na reducao do radical corado ABTS™. Neste ensaio, o radical cationico ABTS* é gerado
pela oxidacao do ABTS com persulfato de potdssio (Figura 3). Na presenca de antioxidantes na
amostra, o radical ABTS™ é reduzido, resultando numa diminuicao na absorvancia (medida a um
comprimento de onda de 734 nm) devido a descoloracao do radical (Siddeeg et al.,, 2021b). Ao
contrario dos outros métodos, a atividade antioxidante da amostra é determinada pela
diminuicao da absorvancia, que indica a quantidade de ABTS*reduzida, e pode ser expressa em
termos de percentual de inibicao ou em relagao a um padrao de referéncia como o Trolox. Este
ensaio mede diretamente a capacidade da amostra de sequestrar radicais e pode ser utilizado
para avaliar tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas, uma vez que o ABTS* € soltivel em
solventes aquosos e organicos (Bessada et al., 2015). A reducao do radical ABTS™ é indicativa da
atividade antioxidante da amostra, uma vez que somente compostos com potencial redox menor

que o ABTS™ serdo capazes de reduzi-lo (Miguel-Chavez & Miguel-Chdvez, 2017).

-
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Figura 3. Esquema da reacao de reducao do radical ABTS™

Fonte: Huang, D.; Ou, B.; Prior, R. L. (2005). The chemistry behind antioxidant capacity assays. J Agric Food Chem,
53(6):1841-1856



1.2. Objetivos

O principal objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antioxidante dos produtos resultantes da
fermentacao microbiana de excedentes de roma. Estudou-se o efeito de diferentes condicdes
experimentais, nomeadamente o tipo de substrato, na atividade dos produtos obtidos. Procedeu-
se a adaptacao e aplicagcao de métodos analiticos de avaliacao da atividade antioxidante in vitro
dos produtos fermentados obtidos, e determinou-se em que condi¢des existiam mais compostos
ativos com atividade antioxidante. Assim, este estudo procurou valorizar os subprodutos de
fruta, particularmente da roma, como as cascas, sementes e membranas carpelares, explorando
o0 seu potencial como fonte de compostos bioativos naturais e ingredientes funcionais, com
aplicacdes promissoras nos setores alimenticio, farmacéutico, cosmético e de produtos de

higiene.



2. Materiais e Métodos

2.1. Matérias-primas

Natentativa de utilizar excedentes de roma provenientes de industrias transformadoras de fruta,
foi realizada uma pesquisa no mercado portugués. As potenciais seis inddstrias foram
contactadas inicialmente por email (Anexo 1) e, posteriormente, por telefone. Devido a auséncia
de resposta em tempo Util para a execugao do projeto (ap6s 3 meses), optou-se por uma solugao
alternativa que passou por adquirir a roma inteira e nao apenas excedentes resultantes da sua
transformacao.

As romas utilizadas neste estudo foram adquiridas em colaboracdao com a cooperativa
portuguesa Fruta Feia CRL que é composta por diversos produtores nacionais de frutas e
legumes, cujo objetivo é reduzir as toneladas destes alimentos que sao rejeitadas pelo mercado
por nao se encaixarem nos critérios estéticos de comercializacao, criando assim um mercado
alternativo, com precos mais reduzidos. Esta iniciativa visa gerar valor tanto para os produtores
quanto para os consumidores, ao mesmo tempo que combate o desperdicio alimentar. Embora a
cooperativa nao tenha fornecido uma identificacao precisa da origem das romas, sabe-se que
provém daregiao norte de Portugal. Até o estudo seriniciado e durante a suarealizacao, as romas

foram conservadas no frio a -4 °C.

2.2. Reagentes e Solucoes

Todos os produtos quimicos utilizados eram de grau reagente analitico, sem purificacao
adicional. Para a preparacao de todas as solucdes, foi utilizada dgua ultrapura (resistividade >18
MY cm) de um sistema de purificacao de dgua Arium (Sartorius). Os reagentes carbonato de
s6dio decahidratado (MM 286,1 g/mol, ref. 71360); e acetato de sddio trihidratado (MM 136,08
g/mol, ref. 32318-500 g) foram adquiridos ao fornecedor Fluka. Os reagentes Folin-Ciocalteu, 2
M no que se refere ao acido (ref. 47641-100 mL-F); cido galico (MM 170,12 g/mol, ref. G7384-
100G); acetato de aménio (MM 77,08 g/mol, ref. A1542-250G, armazenado entre 2-8 °C);
neocuproina monohidratada (MM: 262,73 g/mol, ref. 72090); cobre (I1), sob a forma de cloreto de
cobre (Il) di-hidratado (MM 170,48 g/mol, ref. 467847); Trolox ((x)-6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromano-2-acido carboxilico, MM 250,32 g/mol, ref. 238813-5g, armazenado entre



2-8 °C); persulfato de potdssio (MM 270,32 g/mol, ref. 60489) e o reagente ABTS (2,2Nj
azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), sal de diamdnio, MM 548,68 g/mol, ref. 11557-1g,
armazenado entre 2-8 °C) foram adquiridos ao fornecedor Sigma-Aldrich. Ja o acido cloridrico
(HCI, 12178 M, densidade de 1,2 g/mL, MM 36,46 g/mol, 37% m/m) foi adquirido a VWR
Chemicals e o etanol absoluto ref. CL0O0.0505.2500 2,5L a Chem-Lab NV.

2.3. Ensaios de Fermentacao

Os ensaios de fermentacao implementados foram iniciados apds lavagem com dgua corrente e
corte da fruta. Procedeu-se a trituracao dos bagos, sementes, membranas carpelares e da casca,
utilizando um moinho (Taurus Aromatic 1l) a uma poténcia de 150 W, sequindo-se a pesagem
numa halanca analitica (Kern® ALS) da porcao triturada de cada roma. A porcao triturada foi
dividida em partes iguais (controlado por pesagem) e transferida para dois baldes de Erlenmeyer
estéreis de 250 mL, protegidos com uma rolha de algodao, ou seja, cada condicao foi testada em
duplicado. O volume foi completado com agua ultrapura estéril até perfazer 100 mL,
homogeneizou-se e foram recolhidas amostras para dois tubos Falcon para medicao do pH no
tempo inicial. Os tubos Falcon foram armazenados a -20 °C para posterior processamento,
enquanto os bhaldes de Erlenmeyer foram colocados a incubar na estufa a 30 °C, iniciando o
processo de fermentacao sem qualquer agitacao.

A monitorizacao do pH foi realizada ao longo do processo fermentativo por recolha de amostras
pontuais, utilizando um medidor multiparametro Bante Instruments S00®. Em cada tempo, foi
retirada sempre uma aliquota de 5 mL de cada balao de Erlenmeyer para dois tubos Falcon e fez-
se amedicao do pH em duplicado (Figuras 4A e 4B).

Primeiramente, foi realizado um ensaio preliminar (ensaio zero) com o objetivo de analisar a
variacao dos valores de pH ao longo do processo fermentativo, o tempo médio necessario para
estabilizacao dos valores de pH e o valor minimo de pH atingido.

No ensaio zero, a recolha foi realizada de forma direta, transferindo diretamente a amostra do
balao de Erlenmeyer para os tubos Falcon. Nos restantes trés ensaios (Ensaio 1, Ensaio 2 e Ensaio
3), foi utilizada uma espatula previamente esterilizada a chama, que permitiu homogeneizar a
amostra no balao e fazer uma recolha mais precisa e representativa para os tubos Falcon.

Dos trés ensaios adicionais realizados, dois foram realizados com a mesma matriz (Ensaio 1 e

Ensaio 2), que continha uma mistura triturada dos bagos, sementes e membranas carpelares da



roma com exclusao da casca, em duplicado (Matraz 1e 2). No terceiro e dltimo ensaio (Ensaio 3),
dois dos baldes de Erlenmeyer continham uma mistura triturada dos bagos e sementes (Matraz
1e2), enquanto os outros dois baldes continham uma mistura triturada da casca juntamente com

as membranas carpelares (Matraz 3 e 4).

= >

Figura 4. Amostras dos matrazes do Ensaio 3. A, Matrazes 1e 2; B, Matrazes 3 e 4

2.4. Tratamento das Amostras

Das amostras recolhidas nos tubos Falcon e congeladas a -20 °C, foram selecionadas as
amostras recolhidas no dia O (tempo inicial, t) e no dltimo dia de fermentacao (tempo final, t;) de
cada um dos trés ensaios (Ensaios 1-3). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
4000 rpm, durante 15 min a uma temperatura de 4 °C (Gyrozen 1248R®) e o sobrenadante
resultante foi filtrado por gravidade, através de filtro de pregas (papel de filtro Whatman nr.1, poro
11um) colocado em funil de vidro. Os filtrados obtidos foram subsequentemente aspirados com
uma seringa e submetidos a uma novafiltracao através de um filtro de membrana estéril com um
poro de 0,22 pm para um tubo Eppendorf. Por fim, as amostras ja tratadas foram congeladas a -

20 °C para posterior analise.
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2.5. Determinacao da Atividade Antioxidante das Amostras de Roma

Todos os ensaios antioxidantes foram realizados em formato de microplaca de 96 pocos
utilizando detecao espectrofotométrica e adaptados de procedimentos previamente
desenvolvidos (Magalhaes et al., 2012; Ronca et al., 2024). O leitor de microplacas (Synergy HT,
Bio-Tek Instruments) utilizado foi controlado pelo software Gen5 (Bio-Tek Instruments). Todas
as amostras foram analisadas em quadruplicado, usando trés fatores de diluicao.

Para a preparacao das solucdes stock e solucées de trabalho, foram utilizadas micropipetas
(Gilson® com capacidades maximas correspondentes a10,20,100,200,1000 e 5000 pL), uma
micropipeta multicanal (Gilson®, com capacidade maxima de 200 L), pipetas de Pasteur, baldes
volumétricos e provetas.

Para o ajuste e medicao do pH das solu¢oes tampao, foi utilizado um elétrodo de pH de vidro da
Crison®, (pH METER GLP 22) e para auxiliar as diluicdes do reagente Trolox um banho de

ultrassons Soltec® Sonica.

2.5.1. Protocolo do Ensaio Folin-Ciocalteu em Microplaca

Paraaavaliacao do teor de fendis totais pelo reagente FC, foiinicialmente preparada uma solucao
tampao de carbonato de sddio decahidratado 24,3% (m/v), correspondente a 9% (m/v) de
carbonato. O reagente comercial de FC foi diluido 3:10 (v/v) em dgua ultrapura tal como o acido
cloridrico 0,6 M usado como branco da amostra. Foi preparada uma solucao stock de acido gdlico
(1,2 mM) em agua que foi diluida 1:10 (v/v) no mesmo solvente para preparacao de uma solucao
intermédia e subsequentemente diluida também no mesmo solvente para preparacao das
diferentes solucdes-padrao (0,006 mM-0,092 mM, 1,0- 15,0 mg/L), para fins de calibracao. Na
microplaca foi adicionado em cada poco correspondente 150 pL de cada solugao padrao de acido
gdlico em agua ou 150 pL de cada diluicao da amostra no mesmo solvente e 50 plL da solucao de
trabalho do reagente FC (diluicao 3:10 v/v), exceto nos pocos com o branco da amostra. Em
seguida adicionou-se 100 L de solucao tampao carbonato (9% m/v) a cada poco. A reducao a
pH alcalino de sais de heteropolidcido de fosfotungstato-fosfomolibdato foi monitorizada a
760 nm durante 120 min, com leituras de 10 em 10 min. A absorcao intrinseca das amostras foi
avaliada pela adicao de 50 pL de HCl (0,6 M) em vez do reagente FC, enquanto o branco do
reagente foi conseguido pela adicao de 150 pL de agua em vez da amostra. O valor de atividade

antioxidante, expresso em pumol acido gélico/g de roma3, foi calculado por interpolacao do valor

1"



de absorvancia obtido para cada amostra apds 120 min de reacao na curva de calibracao de dcido

gdlico.

2.5.2. Protocolo do Ensaio CUPRAC em Microplaca

Para o0 ensaio da capacidade antioxidante redutora cdprica (CUPRAC) foram preparadas uma
solucao de cobre (I1) (10 mM), uma solucao de neocuproina (7,5 mM) e uma solucao tampao de
acetato de amanio (1,0 M, pH 7), diluidas em agua ultrapura. Na microplaca, foram colocados em
cada poco 50 pL de cada uma destas solucdes, exceto nos poc¢os do branco da amostra que s6
foi adicionado o tampao de acetato de amdnio. Preparou-se também uma solucao stock de
Trolox a 1,0 mM em solucdo aquosa alcodlica 10% (v/v), e através da diluicao desta solucao no
mesmo solvente, prepararam-se as solucdes-padrao (15-200 puM). Em seguida adicionou-se na
microplaca 100 L de cada solucao-padrao de Trolox em solucao etandlica 10% (v/v) ou 100 L
de cada diluicao da amostra no mesmo solvente, nos pocos correspondentes. A cinética de
reducao do complexo Cu (Il) - neocuproina foi monitorizada a 450 nm durante 60 min, com
leituras de 10 em 10 min. A absorcao intrinseca das amostras foi avaliada pela adicao de 100 pL
de agua em vez de solucdes de cobre (Il) e neocuproina, enquanto o branco do reagente foi
determinado substituindo aamostra por 100 pL de solucao etandlica10% (v/v). O valor CUPRAC,
expresso em pmol Trolox/g de rom3, foi calculado por interpolacao do valor de absorvancia

obtido para cada amostra apds 60 min de reacao na curva de calibracao do Trolox.

2.5.3. Protocolo do Ensaio ABTS em Microplaca

Para o ensaio de capacidade antioxidante em equivalentes de Trolox (TEAC), foi preparada uma
solugao do catido radical ABTS® %ela mistura de volumes iguais de uma solucao stock de ABTS
(7 mM) e de uma solucao de persulfato de potassio (2,45 mM), ambas dissolvidas em dgua. Esta
mistura foi deixada em repouso entre 12-16 h a temperatura ambiente e abrigada da luz. No dia
da analise, foram preparadas solucées padrao do radical ABTS®%88-350 mM) por diluicao da
solucao stock numa solucao tampao de acetato (50 mM, pH 4,6). Por interpolacao na equacao da
curva de calibracao, foi determinado o volume de solucdo radical ABTS® thecessario para um
valor de absorvanciainicial de 0,90+0,02. Para a preparacao da solugao stock de Trolox (0,7 mM),

o composto foi diluido em solucao etandlica 10% (v/v), que foi novamente diluido no mesmo
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solvente para preparacao de uma solugao intermédia (0,07 mM) e das solucdes-padrao (0,007-
0,05 mM). Na microplaca, foi adicionado a cada poco 150 L de cada solucao-padrao de Trolox
em solugao etandlica 10% (v/v) ou 150 pL de cada diluicdo da amostra no mesmo solvente, e
150 YL da solucao ABTS®Pem tampao acetato (50 mM, pH 4,6). A reducao do radical corado
ABTS® Hoi monitorizada a 734 nm, durante 300 min de reagao, com leituras de absorvancia de
10 em 10 min. Para avaliar aabsorvanciado radical ABTS® ha auséncia de espécies antioxidantes
(controlo), foram adicionados ao radical 150 pL de solucdo etandlica 10% (v/v) em vez da
amostra. Para avaliar a absorc¢ao intrinseca das amostras, foram adicionados 150 pL de tampao
acetato a 150 pL de amostra. Os resultados foram expressos em pmol Trolox/g de roma apds

interpolacao da diferenca de absorvancia calculada na curva padrao de Trolox.

A Figura5representaoesquemadamicroplaca utilizado para arealizagao dos diferentes ensaios
de avaliacao da atividade antioxidante da roma. Em cada analise foram incluidos o branco do
reagente/ensaio (controlo), as solucdes-padrao com diferentes concentracdes, trés diluicoes de
cada amostra e o branco da amostra. A Figura 6 ilustra um exemplo dos resultados obtidos para

cada um dos trés ensaios.
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Figura 5. Representacao do esquema em microplaca de 96 pogos para analise das amostras em estudo. B, branco
do ensaio; Gis, concentracdes crescentes de solucdo-padrao, em que a letra muda consoante o composto (G=Acido
Gdlico; T= Trolox); BAi, branco da amostra para a concentracao mais elevada de amostra testada; Ais-3, dilui¢des

crescentes/concentragdes decrescentes testadas para cada amostra em estudo.
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Figura 6. Exemplos dos resultados obtidos apds realizacao de cada ensaio de avaliacdo da atividade antioxidante.
A, Folin-Ciocalteu; B, CUPRAC; C,ABTS

14



3. Resultados e Discussao

3.1. Monitorizacao do processo fermentativo por medicao do pH

Como referido anteriormente na seccao 2.3, foi realizado um ensaio preliminar ou designado por
ensaio O utilizando a polpa, sementes e membranas carpelares daroma trituradas, com o objetivo
de observar a variacao de pH ao longo do tempo e perceber em que momento o pH atingia o seu
valor minimo que, em principio, corresponderia ao final do processo fermentativo. Este ensaio
apresentou inicialmente um pH que jd era acido (~4,5), que foi diminuindo de forma gradual ao
longo do tempo, muito lentamente, durante os 23 dias que durou o ensaio, como representado no
Grafico 1. Os dois matrazes preparados apresentaram uma evolucao dos valores de pH bastante
equivalente.

Os valores de pH mais baixos foram registados apartir do 142 dia (305 h), com um valor de 3,386
para o matraz 1 e 3,327 para o matraz 2 (Anexo 2). Apartir desse dia, os valores de pH subiram
ligeiramente até ao ultimo dia do ensaio.

Neste primeiro ensaio, as medicoes de pH foram feitas com o elétrodo desinfetado com alcool a
70° e subsequentemente lavado com dgua ultrapura, colocando o elétrodo diretamente no
interior do matraz, sendo que nos ensaios seguintes se retirou uma amostra de cada matraz para
um tubo Falcon estéril, de forma a garantir que nao havia contaminacdes externas e para

posterior determinacao da atividade antioxidante.

Fermentacao da roma Ensaio O

4,6
4,4
4,2 4
4,0 4

L 38
3,6
3,4
3,2 -
3,0

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0 350,0 400,0 450,0 500,0 550,0
Tempo (h)

=@==Matraz 1 ==@=Matraz 2

Grafico 1. Variacao do pH em fun¢ao do tempo no ensaio 0

15



0 ensaio seguinte (Ensaio 1) foi realizado com o mesmo substrato que o ensaio O (polpa,
sementes e membranas carpelares trituradas) (Figura 7), observando-se a mesma tendéncia
para um pH inicial dcido (~4,3). Este ensaio teve a duracao de 19 dias e o comportamento de
ambos os matrazes foi muito semelhante entre si e também equivalente ao observado no ensaio
0. A fermentacao apresentou uma reducao lenta e gradual do pH na qual foi possivel distinguir
varias fases (Grafico 2). Numa primeira fase, por volta dos 4 dias (92,5 h) hd uma diminuicao mais
acentuada do pH, até aproximadamente 3,7, que corresponderd ao consumo de compostos
menos complexos e mais faceis de degradar. Seqgue-se um patamar, com valores de pH
aproximadamente constantes (3,7-3,8) durante 7 dias (258,5 h), um ligeiro aumento e depois
novareducgao do pH, sendo atingidos os valores de pH mais baixos ao 172 dia (381h) de incubacao,
com registo de um pH de 3,716 para o matraz 1 e 3,458 para o matraz 2. A fase do patamar
correspondera ao periodo em que 0s microrganismos estarao a sintetizar as enzimas e
componentes necessarios para metabolizar os substratos mais complexos existentes no meio.
Uma vez disponiveis estas enzimas e componentes, os compostos sao degradados e ha uma
nova diminuicao do pH, tal como observado. Apds 2 dias, o pH voltou a subir ligeiramente e

terminou-se o ensaio, tal como representado no Grdfico 2.

Figura 7. Imagem dos matrazes correspondentes ao ensaio 1 da fermentacao da roma (esquerda, Matraz 1; direita,
Matraz 2
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Fermentacdo da roma Ensaio 1
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Grafico 2. Variacao do pH em funcao do tempo no ensaio 1

O ensaio que se seguiu, 0 ensaio 2, tambhém foi realizado com o mesmo substrato que os
anteriores (polpa, sementes e membranas carpelares trituradas) (Figura 8) e teve uma duracao
de 29 dias, sendo o ensaio mais prolongado devido as variacées de pH que foram sendo
observadas. Comparando com os ensaios anteriores, o valor de pH inicial foi semelhante aos
anteriores, na zona dcida (~4,2). No caso do matraz 1, o perfil observado foi equivalente ao obtido
no ensaio anterior, sendo possivel distinguir as varias fases: aos 5-7 dias (93,6 - 165,6 h), uma
diminuicao mais acentuada do pH devido ao consumo de compostos mais simples e, apds um
patamar, uma nova reducao do valor de pH correspondente ao consumo dos compostos mais
complexos (Grafico 3). Jd o matraz 2 apresentou um perfil distinto: apds uma reducao de pH no 5°
dia (93,6 h) este parametro aumentou significativamente até atingir um pH maximo de 4,679 no
162 dia (358,3 h) e, apartir dai, o valor de pH foi sempre diminuindo, atingindo o seu valor minimo
de 3,300 no 242 dia do ensaio (551,9 h) (Gréfico 3).

Verificou-se que, apesar de o matraz 2 ser um duplicado do matraz 1, em que ambos iniciaram
com um pH acido que mantiveram constante durante os primeiros trés dias e em que os valores
foram semelhantes entre si, 0 comportamento dos matrazes nao foi semelhante ao longo do
restante tempo.

Umajustificacao possivel para a diferenca acentuada no perfil do matraz 2 comparativamente ao
matraz 1, pode estar relacionada com a heterogeneidade da amostra, ou seja, 0 matraz 2 pode

conter uma maior por¢ao de determinadas partes da roma, o que influencia a variabilidade das

17



condicoes microbioldgicas entre amostras. Uma potencial contaminagao pode ter contribuido

para o perfil distinto.

Figura 8.lmagem dos matrazes correspondentes ao ensaio 2 da fermentacao da roma (esquerda, Matraz 1; direita,
Matraz 2)

Fermentacao da roma Ensaio 2
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Grafico 3. Variacao do pH em fun¢ao do tempo no ensaio 2
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No caso do ensaio 3, este foi realizado com um substrato diferente dos anteriores pois fez-se a
separacao da polpa e sementes trituradas que foram adicionadas ao matraz 1 e 2, enquanto ao
matraz 3 e 4 foram adicionadas a casca e membranas carpelares da roma trituradas (Figura 9).
As restantes condic6es do ensaio foram as mesmas que as utilizadas anteriormente. Em cada
tempo, recolheram-se quatro em vez de duas amostras, uma vez que foram preparados e
avaliados quatro matrazes no total. Tal como os restantes ensaios, iniciou-se o ensaio 3 com um
pH acido (3,8-4,5) e 0 ensaio teve uma duracao de 18 dias. O perfil de variacdo de pH observado
no ensaio 3 foi equivalente aos ensaios anteriores. Tal como se pode observar no Grafico 4, os
valores de pH dos matrazes 1e 2, correspondentes a polpa e sementes, atingiram o valor minimo
no mesmo dia (92 dia; 186,3 h), com um valor de 3,103 para 0 matraz 1 e 3,146 para o matraz 2. Ja
os valores de pH do matraz 3 e 4, correspondentes a casca e membranas carpelares,
apresentaram uma diminuicao mais acentuada até ao 32 dia (66,6 h), sequida de um periodo em
que os valores de pH se mantiveram aproximadamente constantes (Grafico 4). Os valores
minimos de pH foram 3,181 para o matraz 3 e 3,248 para 0o matraz 4, sendo atingidos no 152 e 12°
dias de incubacao, respetivamente.

Comparando os resultados obtidos para todos os matrazes (Grafico 4), é possivel verificar que os
guatro matrazes apresentaram um comportamento muito semelhante até ao 92 dia (186,3 h) e, a
partir desse tempo o0 matraz 1 apresentou um perfil ligeiramente diferente, com aumento de pH
até ao 162 dia (360 h), contrariamente aos restantes matrazes que se mantiveram com um valor
de pH aproximadamente igual até ao final do ensaio.

Uma justificacao possivel para a diferenca no perfil do matraz 1 apartir do 92 dia (186,3 h),
comparativamente aos restantes matrazes, pode estar relacionada com a heterogeneidade da

amostra, uma alteracao na fermentacao ou uma possivel contaminacao.
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Figura 9.Imagem dos matrazes correspondentes ao ensaio 3 da fermentacao da roma (esquerda, Matraz 1e 2-
polpa e sementes; direita, Matraz 3 e 4- casca e membranas carpelares)
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4,6 1
4,4 8
4,2 1
4,0

L 38
3,6
3,4 1
3,2 1
3,0

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0 350,0 4000
Tempo (h)

=@==Matraz 1 Matraz 2 ==@==Matraz 3 ==@==Matraz 4

Grafico 4. Variacao do pH em funcao do tempo no ensaio 3
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3.2. Determinacado da atividade antioxidante das amostras

Para a implementacao dos varios ensaios, foram ajustados e testados diferentes fatores de
diluicao para cada amostra de modo a selecionar aqueles que permitiam a obtencao de um perfil
cinético semelhante ao do composto utilizado como padrao em cada ensaio, assim como um sinal
instrumental que estivesse compreendido na gama da curva de calibragao utilizada. Como pode
ser observado na Tabela1, foi necessario utilizar fatores de diluicao mais elevados para a andlise
das amostras pelo método ABTS. Além disso, como era esperado, devido aos elevados valores
de atividade antioxidante reportados na literatura para a casca (Alexandre et al., 2019; Gullén et
al, 2020; Mo et al,, 2022; Xiang et al., 2022) os fatores de diluicao mais elevados foram aplicados
para a analise das amostras dos matrazes 3 e 4 por qualquer um dos métodos implementados.
Observou-se também uma concordancia entre os fatores de diluicao utilizados para as amostras
dos dois matrazes dos ensaios 1 e 2, 0 que era de certo expectdvel, tendo em conta que
apresentam o mesmo tipo de substrato e foram preparados nas mesmas condi¢ées. A mesma
concordancia foi observada com as amostras dos matrazes 1e 2 do ensaio 3, que para todos 0s
métodos, foram as amostras para as quais foram necessarios fatores de diluicao mais baixos,
sendo que a sua matriz difere também dos restantes matrazes pois apresenta apenas a polpa e
sementes trituradas da roma.

Nas diluicdes testadas para todas as amostras, nunca se verificou um valor de absorcao
intrinseca da amostra que interferisse, ou seja, todos os valores apresentados podem ser

atribuidos a atividade antioxidante da amostra.
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Tabela 1. Fatores de diluicao selecionados para analise das amostras de roma pelos diferentes métodos
in vitro

Fatores de Diluicao das amostras
Amostras Folin- Ciocalteu CUPRAC ABTS
Matraz1e2
200;500.1000% 100.200.400 1000:1250:1500
Ensaio 1
Matraz1e2 )
200:500:1000 100,200 400 1000 1250:1500°
Ensaio 2
Matraz1e?2
50. 100,200 20.50:100 100:150;200
Ensaio 3
Matraz3e 4
S 15002000 ;2500 100015002000 5000;5500; 6000
nsaio

*'No caso do matraz 1, apenas foram consideradas 2 diluicdes para os célculos (500 e 1000 para t; 200 e
500 paraft;

*2No caso do matraz 2, apenas foi considerada 1 diluicao para os calculos do t¢(1000)

Como é possivel verificar na Tabela 2 e na Figura 10, no caso dos ensaios 1e 2 realizados com
polpa, sementes e membranas carpelares da roma trituradas, o valor final de atividade
antioxidante, expresso por g de roma, foi sempre inferior ao valor inicial, independentemente do
método de avaliacao da atividade antioxidante e do ensaio de fermentacao. Relativamente aos
valores de pH, também apresentados na Tabela 2, foi possivel observar que também ha uma
diminuicdo, que acompanha a diminuicao da atividade antioxidante da amostra, com excecao do
matraz 1do ensaio 2, mas nao € possivel afirmar que existe umaligacao entre estes valores e que
uma reducao do pH leva a uma diminuicdo da atividade antioxidante.

Tal como observado no Gréfico 3 (seccao 3.1), o matraz 2 do ensaio 2 apresentou um
comportamento diferente do matraz 1, o que podera estar relacionado com, por exemplo, a
heterogeneidade da roma triturada que levou a que dois matrazes nao fossem réplicas exatas.
Tendo em conta que o processo fermentativo ocorreu de maneira diferente, esta podera ser a
causa da diferenca de valores de atividade antioxidante apresentados para o matraz 2. De facto,
os valores de atividade antioxidante obtidos para o matraz 2 foram aproximadamente metade
dos valores observados para o matraz 1, que apresentou valores nao muito distintos do ensaio 1.

A comparacao global dos valores de atividade antioxidante obtidos no ensaio 1 e no ensaio 2
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evidenciou ligeiras diferencas que podem ser atribuidas ao facto de os ensaios, apesar de
utilizarem o mesmo processo e amesma matriz, seremrealizados com umaromadiferente. Além
disso, a divisao nao homogénea da roma pelos matrazes quando é cortada e triturada, uma vez
que é feita pela equivaléncia do peso da roma ja triturada, pode levar a que um dos matrazes
contenha em maiores proporcoes alguma das partes daroma, influenciando depois os valores de
atividade antioxidante obtidos. Um ponto importante a destacar é que, apesar de os valores de
atividade antioxidante entre os matrazes do mesmo ensaio terem sido ligeiramente diferentes, a
variacao observada do tempo inicial para o tempo final apresentou, percentualmente,
comportamentos semelhantes. Essa comparacao percentual de como é que a atividade
antioxidante variou durante o tempo dos ensaios estd apresentada na Tabela 4.

Uma analise comparativa dos resultados obtidos pelos diferentes métodos para os ensaios 1e 2
(Tabela 2 e Figura 10), permitiu observar que, de um modo geral, 0 método CUPRAC foi 0 que
apresentou valores de atividade antioxidante mais baixos, o método Folin-Ciocalteu valores
intermédios enquanto o método ABTS apresentou os valores mais elevados.

Verificou-se ainda que os valores de atividade antioxidante determinados pelos diferentes
métodos apresentaram uma hoa correspondéncia, tal como descrito na literatura (George et al,,

2022).
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Tabela 2. Valores da atividade antioxidante* dos ensaios de fermentacao 1 e 2 da roma, determinados
pelos diferentes métodos analiticos in vitro e valores de pH correspondentes

Folin- Ciocalteu CUPRAC ABTS
Amostras Eq. Acido Gdlico Eg. Trolox Eq. Trolox Valor de pH
(kmol/q) (kmol/q) (xkmol/q)
Matraz 1
2111+ 0,34 14,23 +1.21 30,51+0,64 4,29
Ensaio 1t;
Matraz 1
16,56 + 0,44 13,36 £1,05 2959+092 3,76
Ensaio 1t;
Matraz 2
16,29 +1,34 12,75+ 0,85 25,35+ 0,69 432
Ensaio1t;
Matraz 2
13,23+0,71 1,75+1,08 21,62 +1,04 3,48
Ensaio 1t;
Matraz 1
22,21+ 100 2219+ 2,74 3025+0,52 4.22
Ensaio 2 t;
Matraz 1
16,55+ 0,95 1315+ 0,83 17,01+ 0,40 4,20
Ensaio 2 t;
Matraz 2
1,93 +132 13,56+ 0,49 18,06+ 0,83 425
Ensaio 2 t;
Matraz 2
10,29 + 0,57 777+052 10,81+ 0,74 3,30
Ensaio 2 t;

Osresultados estao expressos como média + desvio padrao para pelo menos duas diluicoes das amostras

em quadruplicado (8 s n<12).

Em todos os casos, o valor do desvio padrao relativo foi inferior ou igual a15%.

*IExemplo do processamento de dados realizados para cada método nos Anexos 3,4,5e 6
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Figura 10. Valores de atividade antioxidante expressos em pumol por g de fruta obtidos para os diferentes ensaios
de fermentacao pelos diferentes métodos in vitro (Folin-Ciocalteu, CUPRAC, ABTS) e valores de pH correspondentes

No ensaio 3 foi possivel verificar que, ao contrario dos ensaios anteriores, || | Gz
- 10
- uma

valor

ou
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