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Resumo 

A Diabetes Mellitus é uma doença metabólica crónica com uma elevada taxa de 

incidência a nível mundial (cerca de 463 milhões de doentes em 2019). Tendo em conta 

o potencial efeito antidiabético dos compostos bioativos (compostos fenólicos, 

polissacáridos) presentes em matrizes vegetais, a sua incorporação como ingredientes 

funcionais em produtos alimentares poderá ser uma alternativa natural para prevenir e 

controlar a doença. 

Deste modo, o objetivo deste trabalho incidiu na recuperação de compostos bioativos 

a partir de um subproduto da indústria vitivinícola (bagaço de uvas tintas) para potencial 

aplicação destes como ingredientes funcionais para a Diabetes Mellitus tipo 2. Para 

além de extratos ricos em compostos fenólicos, uma fração solúvel de conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos foi isolada pela primeira vez a partir deste 

subproduto. Os extratos foram obtidos por extração sólido-líquido (extração 

convencional) e por extração com água subcrítica a duas temperaturas (95 e 120ºC). O 

seu potencial antidiabético foi estudado avaliando o seu efeito: i) na atividade das 

enzimas digestivas (α-amilase e α-glucosidase), ii) na formação de produtos finais de 

glicação avançada e iii) na modelação do transporte da glucose transepitelial in vitro 

através do modelo celular intestinal C2BBe1. 

O extrato de compostos fenólicos obtido com água subcrítica a 95ºC apresentou um 

maior teor em compostos fenólicos (por g de extrato) e uma atividade antioxidante 

superior, comparativamente com o extrato obtido por extração sólido-líquido. Os 

extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos obtidos por extração 

alcalina sólido-líquido e com água subcrítica a 120º C, foram obtidos com um rendimento 

semelhante, mas superior ao obtido para a extração a 95ºC. Estes extratos revelaram 

uma constituição abundante em polissacáridos (entre os 61 e 69 %), ricos em ácido 

galacturónico, arabinose, galactose e glucose, característico da presença de 

polissacáridos pécticos, sendo também constituídos por cerca de 10 %  de compostos 

fenólicos. 

Relativamente à atividade da α-amilase, os dois métodos de extração não 

influenciaram a capacidade de inibição da enzima pelos compostos fenólicos. 

Relativamente aos extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos, a 

extração efetuada com água subcrítica a uma temperatura de 95ºC originou um extrato 

com uma capacidade inibitória da atividade da α-amilase significativamente superior. Na 
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inibição da atividade da α-glucosidase, todos os extratos testados exibiram um efeito 

inibitório significativamente superior ao do controlo positivo (acarbose). 

O extrato de compostos fenólicos livres obtido por extração com água subcrítica 

revelou um potencial de antiglicação superior comparativamente com os extratos de 

conjugados polissacáridos-compostos fenólicos, constituindo um grande fator de 

valorização do extrato. 

Por sua vez, no ensaio do estudo de transporte de glucose observou-se uma redução 

da eficiência de transporte na presença do extrato de compostos fenólicos livres 

(aproximadamente 2,1 %), sendo esta redução mais acentuada após incubação com os 

conjugados polissacáridos-compostos fenólicos (aproximadamente 1,2 %). 

Neste trabalho, o bagaço de uvas tintas demonstrou ser uma boa fonte vegetal para a 

obtenção de compostos bioativos, nomeadamente, compostos fenólicos livres e 

conjugados polissacáridos-compostos fenólicos. O método de extração com água 

subcrítica demonstrou ser uma metodologia de extração eficiente, tendo permitido a 

obtenção simultânea de extratos de compostos fenólicos e de conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos, com propriedades biológicas semelhantes ou 

melhoradas, comparativamente com a metodologia convencionalmente aplicada. 

 

Palavras-chave: Conjugados polissacáridos-compostos fenólicos; extração com água 

subcrítica; inibição enzimática; atividade de antiglicação; transporte de glucose  
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Abstract 

Diabetes Mellitus is a chronic metabolic disease with a high incidence rate worldwide 

(about 463 million patients in 2019). Considering the potential antidiabetic effect of 

bioactive compounds (phenolic compounds, polysaccharides) present in plant matrices, 

their incorporation as functional ingredients in food products could be a natural 

alternative to prevent and manage the disease. 

Thus, the aim of this work was to recover bioactive compounds from wine industry by-

products (red grape pomace) for potential application as functional ingredients for type 

2 Diabetes Mellitus management. In addition to phenolic compounds rich extracts, a 

soluble fraction of polysaccharide-phenolic compounds conjugates was isolated for the 

first time from this by-product. 

The extracts were obtained by solid-liquid extraction (conventional extraction) and by 

subcritical water extraction at two temperatures (95 and 120ºC). Their antidiabetic 

potential was studied by assessing their effect: (i) on the activity of digestive enzymes 

(α-amylase and α-glucosidase), (ii) on the formation of advanced glycation end products, 

and (iii) on modeling of glucose transepithelial transport in vitro using the C2BBe1 

intestinal cell model. 

The phenolic compounds extract obtained by subcritical water extraction at 95ºC 

showed a higher content of phenolic compounds (per g of extract) and a higher 

antioxidant activity, compared to the extract obtained by solid-liquid extraction. The 

polysaccharide-phenolic compounds conjugates extracts obtained by alkaline solid-

liquid extraction and by subcritical water at 120º C were obtained with a similar yield, but 

higher than the obtained for the extraction at 95ºC. These extracts showed an abundant 

polysaccharide constitution (between 61 and 69 %), rich in galacturonic acid, arabinose, 

galactose and glucose, characteristic of the presence of pectic polysaccharides, being 

also constituted by about 10% of phenolic compounds. 

Regarding α-amylase activity, the two extraction methods didn’t influence the ability of 

phenolic compounds to inhibit enzyme activity. For polysaccharide-phenolic compounds 

conjugates, extraction by subcritical water at 95°C resulted in an extract with a 

significantly higher α-amylase inhibitory capacity. In the inhibition of α-glucosidase 

activity, all the extracts tested had a significantly higher inhibitory effect than the positive 

control (acarbose). 
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The extract of phenolic compounds obtained by subcritical water extraction (95ºC) 

showed a higher antiglycation potential compared to the extracts of polysaccharide-

phenolic compounds conjugates, constituting a major factor of valorization of the extract. 

Additionally, in the glucose uptake assay, a reduction in transport efficiency was 

observed in the presence of the phenolic compounds extract obtained by subcritical 

water extraction (95ºC) (approximately 2.1 % transported glucose), with this reduction 

being more pronounced after incubation with the polysaccharide-phenolic compounds 

conjugates obtained by subcritical water extraction 95º C (approximately 1.2 % 

transported glucose). 

In this work, red grape pomace proved to be a good plant source to obtain bioactive 

compounds, namely, free phenolic compounds and glycoconjugates. The subcritical 

water extraction method proved to be an efficient extraction methodology, allowing 

simultaneous extraction of phenolic compounds and polysaccharide-phenolic 

compounds conjugates, with similar or improved biological properties, compared to the 

conventionally applied methodology. 

 

Keywords: polysaccharides-phenolic compounds conjugates; subcritical water 

extraction; enzyme inhibition; antiglycation activity; glucose transport  
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estatisticamente significativas ................................................................................................ 91 
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Lista de abreviaturas 

Abs    Absorvância 

ACN    Acetonitrilo 

AG    Aminoguanidina 

AGEs    Produtos finais de glicação avançada 

BSA    Albumina de soro bovino 

CFLC    Compostos fenólicos livres convencionais 

CFL-95   Compostos fenólicos livres subcríticos a 95ºC 

DM     Diabetes Mellitus 

DMG    Diabetes Mellitus gestacional 

DMSO    Dimetilsulfóxido 

DMT1    Diabetes Mellitus tipo 1 

DMT2     Diabetes Mellitus tipo 2 

DPPH    Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo 

ECA    Extrato convencional alcalino 

EPM    Erro padrão da média 

ES-95    Extrato subcrítico a 95ºC 

ES-120   Extrato subcrítico a 120ºC 

HMDS    Hexametildisilazano 

MeOH    Metanol 

Papp    Permeabilidade aparente 

PBS    Tampão fosfato salino 

P.e.    Por exemplo 

ROS    Espécies reativas de oxigénio 

TFA    Ácido trifluoroacético 
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UV    Ultravioleta 

λmax    Comprimento de onda máximo de absorção 
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1. Enquadramento 

A Diabetes Mellitus (DM) é um distúrbio metabólico crónico associado a 

concentrações elevadas de açúcar no sangue [1]. Esta doença constitui um problema 

de saúde pública emergente e inclui três tipos: tipo 1 (DMT1), tipo 2 (DMT2) e 

gestacional (DMG), sendo o mais frequente a Diabetes Mellitus tipo 2 [2-4]. Na Diabetes, 

entre os fatores de risco com maior relevância encontra-se a obesidade e o 

sedentarismo existindo evidências de que a adoção de um estilo de vida saudável, como 

a prática de atividade física frequente e uma dieta equilibrada pode normalizar os níveis 

de glucose na corrente sanguínea e diminuir o risco de complicações na DMT2 [5-7]. 

Atualmente, os alimentos não possuem como propósito único o fornecimento dos 

nutrientes essenciais estando, especialmente, os alimentos de origem vegetal 

associados a potenciais efeitos benéficos para a saúde [8, 9]. Deste modo, a associação 

estabelecida entre a saúde, a alimentação e regimes alimentares constituídos por 

alimentos ricos em compostos bioativos tem despertado uma atenção cada vez maior 

[10]. Os vegetais e as frutas proporcionam uma grande diversidade de compostos 

bioativos como, por exemplo, compostos fenólicos e fibras alimentares [11]. No entanto, 

também os subprodutos resultantes do processamento de vegetais e frutos, apresentam 

um elevado teor em compostos bioativos, podendo constituir uma fonte atrativa para a 

sua extração [12, 13]. 

Dentro da diversidade de compostos bioativos, os compostos fenólicos, devido aos 

seus potenciais efeitos benéficos na saúde, têm assumido um interesse crescente por 

parte da comunidade científica [14]. 

 

2. Compostos fenólicos 

Os compostos fenólicos são metabolitos secundários das plantas e representam a 

classe mais numerosa de compostos bioativos que mais frequentemente são 

encontrados nestas [15, 16]. Em variadas plantas, foram identificados mais de 8000 

compostos, sendo que, as funções que estes metabolitos possuem nas mesmas 

envolvem a reprodução, o crescimento, a resistência contra agentes patogénicos e a 

pigmentação [16, 17]. Para além disto, estes compostos também se encontram 

envolvidos na defesa contra radiação ultravioleta (UV) [18]. 

Os compostos fenólicos são uma parte constituinte da dieta, contribuindo para as 

propriedades organoléticas dos alimentos (cor, sabor, adstringência), para a 

estabilidade oxidativa e odor dos mesmos [19]. Podem ser encontrados em diversos 

alimentos como vegetais, frutas e produtos derivados destes como sumos de fruta, vinho 
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tinto, chá e café [20, 21]. Geralmente, os produtos alimentares possuem misturas 

complexas de compostos fenólicos, existindo alguns compostos que se encontram mais 

uniformemente distribuídos em produtos de origem vegetal, como a quercetina, mas 

outros que são específicos de certos alimentos como o caso das flavanonas em citrinos 

[22]. O conteúdo de compostos que está presente nas plantas pode ser afetado por 

variados fatores como a variedade, fatores ambientais (p.e. exposição solar, rega), 

maturação no momento da colheita, processamento e o armazenamento [23]. 

O teor em compostos fenólicos presente em alguns frutos, vegetais e bebidas 

encontra-se descrito na Tabela 1. 

 

Tabela 1- Teor em compostos fenólicos presente em alguns frutos, vegetais e bebidas (mg por 100 g ou 

mg por 100 mL), adaptado de [24] 

Alimentos/bebidas Teor em compostos fenólicos 

Ameixa 377 

Amêndoa 187 

Amora 260 

Cebola roxa 168 

Espinafre 119 

Maçã 136 

Morango 235 

Pêssego 59 

Uva tinta 169 

Chá verde 89 

Chá preto 102 

Vinho tinto 101 

 

Dado que a ingestão média total destes metabolitos é de cerca de 1 g/dia, são 

considerados os antioxidantes mais abundantes na dieta humana [25]. 

Na indústria alimentar, estes compostos podem ser aplicados como corantes e 

conservantes naturais [26]. A cor que determinados compostos fenólicos apresentam é 

devida ao facto de absorverem luz na zona entre os 400 e 700 nm [27]. Além disto, 

existe um interesse progressivo na identificação de fontes ricas em compostos fenólicos 
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para a sua extração com o objetivo de fortificar alimentos e bebidas funcionais e produzir 

suplementos alimentares [28]. 

Além da indústria alimentar, a indústria cosmética é outro exemplo onde estes 

compostos também têm sido aplicados tanto pelas suas ações regenerativas na pele 

como pelos seus efeitos antioxidantes [15]. 

Quimicamente, os compostos fenólicos possuem um ou mais anéis benzénicos, aos 

quais se encontra ligado, no mínimo, um grupo hidroxilo (OH) [29]. Podem ser 

classificados em não flavonóides e flavonóides, de acordo com as suas estruturas 

químicas [30]. 

 

2.1. Não flavonóides 

Os não flavonóides incluem, principalmente, moléculas muito simples como os 

estilbenos e os ácidos fenólicos [31]. Compostos mais complexos derivados das 

moléculas mais simples estão igualmente incluídos nesta classe, como é o caso dos 

galhotaninos e elagitaninos (Tabela 2) [31]. A par com os flavonóides, os ácidos 

fenólicos são considerados os compostos fenólicos mais usuais na dieta humana e 

podem encontrar-se divididos em: derivados do ácido cinâmico e derivados do ácido 

benzóico [32, 33]. 
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Tabela 2- Subclasses dos não flavonóides, estrutura química e exemplos de alimentos onde cada subclasse pode ser 

encontrada [23, 34-36] 

Subclasse Estrutura química 
Alimentos em que 

podem ser 
encontrados 

Estilbeno 

 
 

 
 

 

Ácidos 
fenólicos 

 

 
 
 

Derivados do ácido cinâmico (exemplos) 
 

R1= H; R2 = OH; R3= OH; R4= H: Ácido cafeico 
R1= OCH3; R2 = OH; R3= H; R4= H: Ácido ferúlico 

R1= OCH3; R2 = OH; R3= OCH3; R4= H: Ácido sinápico 
 
 

 

 

 
 

Derivados do ácido benzóico (exemplos) 
 

R1= OH; R2 = OH; R3= OH; R4= H: Ácido gálhico 
R1= H; R2 = OH; R3= OCH3; R4= H: Ácido vanílico 

R1= H; R2 = H; R3= H; R4= OH: Ácido salicílico 
 

 

 

Galhotaninos 
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2.2. Flavonóides 

A composição em flavonóides nas plantas é extremamente variável, quer 

qualitativamente quer quantitativamente [37]. Esta classe de compostos apresenta um 

esqueleto comum C6-C3-C6, constituída por dois anéis aromáticos (anéis A e B) que se 

encontram ligados por três átomos de carbono, criando um heterociclo oxigenado (anel 

C) (Figura 1) [23, 38, 39]. 

 

  

Figura 1- Estrutura química dos flavonóides. 

 

Consoante as diferenças no grau de insaturação do anel C, os flavonóides dividem-

se em flavonóis, flavonas, flavanonas, flavanóis, antocianidinas e isoflavonas [40]. 

Os flavonóides quando possuem a ligação a, pelo menos, um açúcar são 

denominados de glicosídeos mas, no caso de não haver nenhum açúcar presente, a 

denominação dos mesmos é de agliconas [41]. Na dieta humana é, usualmente, sob a 

forma de β-glicosídeos que os flavonóides se encontram presentes [42]. Na Tabela 3 

representam-se os principais tipos de flavonóides presentes na dieta humana. 
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Tabela 3- Subclasses dos flavonóides, estrutura química e exemplo de exemplos de alimentos onde cada subclasse 

pode ser encontrada [23, 43-46] 

Subclasse Estrutura química 
Alimentos em 
que podem ser 

encontrados 

Flavonóis 

 

 
 
 

R1= OH; R2= OH; R3= H: Quercetina 
R1 = H; R2 = OH; R3= H: Canferol 

R1 = OH; R2 = OH; R3= OH: Miricetina 
 

 

Flavonas 

 

 
 

R1= H; R2= OH: Apigenina 
R1 = OH; R2 = OH: Luteolina 

 

 

Flavanonas 

 

 
 

R1= H; R2 = H; R3= OH: Naringenina 
R1= OH; R2 = OH; R3= OCH3: Hesperetina 

 
 

 

Flavan-3-óis 

 

 
 

R1= H; R2= OH; R3= H; R4= OH: Catequina 
R1 = OH; R2 = H; R3= H; R4= OH: Epicatequina 

R1 = H; R2 = OH; R3= OH; R4= OH: Galhocatequina 
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Antocianidinas 

 
 

 
 

R1 = OH; R2 = H: Cianidina 
R1= H; R2= H: Pelargonidina 

R1 = OCH3; R2 = H: Peonidina 
R1 = OH; R2 = OH: Delfinidina 

R1 = OCH3; R2 = OCH3: Malvidina 
R1 = OCH3; R2 = OH: Petunidina 

 

 
 
 

 
 

 

Isoflavonas 

 

 
 

R1 = H: Daidzeína 
R1 = OH: Genisteína 
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Entre as diferentes classes de flavonóides, os flavan-3-óis e as antocianinas são duas 

das classes mais abundantes na dieta humana. Adicionalmente, os flavan-3-óis e as 

antocianinas desempenham um papel fundamental na qualidade e propriedades 

sensoriais dos alimentos e bebidas, particularmente no sabor (adstringência e amargor) 

(flavan-3-óis) e propriedades cromáticas (antocianinas). Como resultado destas 

características, uma breve descrição destas duas classes será apresentada. 

 

3. Flavan-3-óis 

Os flavan-3-óis representam uma subclasse de flavonóides que existe na forma de 

monómeros (catequinas), oligómeros ou polímeros (proantocianidinas ou taninos 

condensados) [47]. Contrariamente ao que se verifica com muitos dos flavonóides, os 

flavan-3-óis não possuem uma ligação dupla entre a posição 2 e 3 [43]. 

 A diferentes estruturas desta subclasse distinguem-se na configuração do anel C e no 

padrão de hidroxilação do anel B, podendo no mesmo existir um grupo hidroxilo 

(afzlequina, epiafzlequina), dois grupos hidroxilo (catequina, epicatequina) ou três 

grupos hidroxilo (galhocatequina, epigalhocatequina) (Tabela 4) [48]. 
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Tabela 4- Estrutura química geral dos flavan-3-óis e respetivo padrão de substituição, adaptado de [48] 

 

Composto 

Substituintes 

R1 R2 R3 R4 

(+)-afzlequina H OH H H 

(-)-epiafzlequina OH H H H 

(+)-catequina H OH H OH 

(-)-epicatequina OH H H OH 

(+)-galhocatequina H OH OH OH 

(-)-epigalhocatequina OH H OH OH 

 

Além disto, os flavan-3-óis podem encontrar-se esterificados com o ácido gálhico no 

grupo OH do carbono 3 [49]. 

Esta subclasse contribui para a sensação de adstringência e sabor amargo, 

encontrando-se em alimentos como maçãs, pêssegos, bananas e mirtilos e em bebidas 

como chá preto, sumo de fruta e vinho [43, 50, 51] 

 

4.  Antocianinas 

As antocianinas encontram-se, sobretudo, nos vacúolos celulares, constituindo, nas 

plantas, o grupo de pigmentos solúveis em água com maior relevância [52, 53]. Este 

termo resulta da junção de Anthos e Kyanos (de origem grega) que significam, 

respetivamente, flor e azul, sendo que, estes compostos acumulam-se, essencialmente, 

nos frutos, vegetais e flores [54, 55]. 

Esta subclasse de flavonóides possui um comprimento de onda máximo de absorção 

(λmáx) na zona do visível, entre os 465 e os 550 nm e um outro entre os 270 e os 280 

nm, correspondente à zona do UV [56]. Deste modo, estes pigmentos são produtores, 
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em variadas flores, vegetais e frutas, de um espetro de cor laranja-vermelho a violeta-

azul [57]. 

Relativamente à sua estrutura química, as antocianinas possuem a estrutura básica 

do catião flavílio (Figura 2) [58]. 

  

Figura 2- Estrutura química geral das antocianinas. R1 e R2 = H, OH ou OCH3; R3 = H ou resíduo glicosídico. 

 

As antocianinas consistem a forma glicosilada das antocianidinas, as agliconas, 

sendo que na natureza, cerca de 95 % destas, derivam de seis antocianidinas principais, 

cianidina, malvidina, pelargonidina, peonidina, delfinidina e petunidina (Tabela 5) [59, 

60]. 

Os derivados glicosídeos mais abundantes são os da cianidina, pelargonidina e 

delfinidina [61]. 

 

Tabela 5- Padrão de substituição de cada uma das antocianidinas, sua respetiva cor e absorção máxima, adaptado de 

[62] 

Antocianidina 
Substituintes 

Cor 
Absorção máxima 

(λmáx,)1 (nm) 
R1 R2 

Cianidina OH H Magenta 535 

Pelargonidina H H Roxo 542 

Peonidina OCH3 H Roxo 546 

Delfinidina OH OH Magenta 532 

Malvidina OCH3 OCH3 Vermelho 520 

Petunidina OH OCH3 Roxo 543 

1Em MeOH acidificado com HCl 
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As diferenças que existem dentro desta subclasse baseiam-se no número e posição 

dos grupos hidroxilo, grau de metilação dos mesmos e, ainda, no número e natureza 

dos açúcares ligados à antocianidina. Além disto, também é considerado como fator de 

diferenciação, o tipo de ácidos, aromático ou alifático, esterificado na molécula de 

açúcar [63]. 

Dependendo do número de grupos metoxilo e hidroxilo que a antocianina possui, o 

tipo de cor e a sua intensidade diferem, possuindo um tom mais vermelho com um maior 

número de grupos metoxilo e, em contrapartida, um tom mais azulado na presença de 

um maior número de grupos hidroxilo [55]. Geralmente, a metilação da antocianina 

causa uma melhoria na estabilidade enquanto que a hidroxilação, em contrapartida, leva 

a uma redução na mesma [59]. 

Relativamente à glicosilação, entre os açúcares que mais frequentemente se ligam à 

aglicona está a molécula de glucose, xilose, galactose, ramnose e arabinose (Figura 3) 

[64]. Estes açúcares podem ligar-se ao catião flavílio na forma de mono-, di- e, ainda, 

trissacárido [65]. 

 

 

Figura 3- Estrutura química dos açúcares que mais frequentemente se ligam à aglicona: (A) α-D-glucose, 

(B) β-D-xilose, (C) β-D-galactose, (D) α-L-ramnose e (E) α-L-arabinose. 

  

A ligação das unidades glicosídicas ocorre preferencialmente na posição 3 e, quando 

há a ligação de mais que um açúcar, a ligação poderá ocorrer nas posições 5 e 7 e, de 
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forma mais rara, nas posições 3’ e 5’ [66]. A ocorrência da glicosilação faz com que haja 

um aumento da solubilidade em água, sendo que, além disto, faz com que também a 

estabilidade da antocianina seja melhorada [62]. 

Quanto à acilação do açúcar, poderá ocorrer com ácidos aromáticos, como o ácido 

gálhico, ferúlico, sinápico, p-hidroxibenzóico e p-cumárico ou ácidos alifáticos como o 

ácido málico, acético, succínico, malónico e oxálico (Figura 4) [67]. 

 

 

Figura 4- Estrutura química dos ácidos aromáticos, ácido gálhico (A), ácido ferúlico (B), ácido sinápico (C), 

ácido p-hidroxibenzóico (D), ácido p-cúmárico (E) e ácidos alifáticos, ácido málico (F), acético (G), succínico 

(H), malónico (I) e o oxálico (J). 

 

Quando a acilação ocorre com ácidos aromáticos, ocorre uma mudança de tom para 

azul e, por sua vez, quando esta é realizada com ácidos alifáticos, não se verifica uma 

mudança na cor [68]. Quanto à solubilidade em água desta subclasse, contrariamente 

do que se verifica com a glicosilação, a acilação provoca uma diminuição da mesma 

[62]. 

 

4.1. Estabilidade das antocianinas: influência do pH 

As propriedades físico-químicas que estes pigmentos possuem são únicas, em 

especial, a sua estabilidade e características da cor [69]. As antocianinas caracterizam-

se por serem bastante reativas e suscetíveis a diversas reações de degradação [70]. 
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O pH, a luz, a temperatura, a estrutura e os solventes, são alguns dos fatores que 

afetam, de forma significativa, a estabilidade da cor das antocianinas [71]. 

A cor que as antocianinas apresentam é dependente do pH da solução em que se 

encontram dissolvidas [58]. Em solução aquosa, as antocianinas podem encontrar-se 

em diversas formas diferentes de equilíbrio, dependendo do pH da solução (Figura 5) 

[72]. 

A pH ácido, a forma predominante é a do catião flavílio (AH+) de cor vermelha [73]. 

Com o aumento de pH acima de pH 2, ocorrem duas reações: desprotonação do catião 

flavílio, levando à formação da base quinoidal (A), de cor violeta e hidratação do catião 

flavílio, responsável pela formação do hemiacetal (B), que por sua vez é incolor [74]. 

A transferência de protões é uma reação que ocorre de forma mais rápida que a 

hidratação, esta última, termodinamicamente mais estável [75]. Além disto, esta última 

forma (B) pode sofrer uma reação de tautomerização formando a cis-chalcona (Cc), de 

cor amarelo claro e, por isomerização desta, a trans-chalcona (Ct) [73]. 

Com o aumento do pH para um valor acima de 6, a base quinoidal (A) pode sofrer 

uma reação de ionização e originar a forma quinoidal aniónica, que, por sua vez, possui 

a cor azul [74]. 

 

 

Figura 5- Formas das antocianinas em equilíbrio, em solução aquosa, consoante o pH, adaptado de [69]. 

Catião flavílio (AH+) 

(AH+) 

Hemiacetal (B) cis-Chalcona (Cc) 

(Cc) 

trans-Chalcona (Ct) 

(Ct) 

Base quinoidal (A) 

(A) 
Base quinoidal 

aniónica 
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4.2. Antocianinas na dieta humana 

As antocianinas podem ser encontradas em frutos, cereais, vegetais e legumes [65]. 

De entre as fontes onde é possível encontrar as antocianinas na dieta, as mais 

abundantes são os frutos vermelhos, como framboesas, amoras, uvas, cerejas, 

morangos e groselhas pretas e cereais, como a cevada e o trigo [76, 77]. É, ainda, 

através de bebidas e alimentos processados, como é o caso do vinho tinto, que as 

antocianinas podem fazer parte da dieta humana [78]. 

De acordo com os hábitos alimentares das populações, hábitos estes que são 

influenciados pelo estilo de vida e por fatores demográficos e socioeconómicos, a 

ingestão diária destes compostos pode apresentar uma grande variação [79]. 

Na Tabela 6 apresenta-se o teor de antocianinas (mg.Kg-1 ou mg.L-1) presente em 

alguns exemplos vegetais de frutas e bebidas. 

 

Tabela 6- Teor em antocianinas (mg.Kg-1 ou mg.L-1) de determinados alimentos e bebidas, adaptado de [46] 

 

Alimento/bebida Teor em antocianinas 

Ameixa 20-250 

Amora 1150 

Beringela 7500 

Cebola > 250 

Cereja 20-4500 

Framboesa preta 1700-4277 

Framboesa vermelha 100-600 

Groselha preta 1300-4000 

Mirtilo 825-4200 

Morango 150-350 

Uvas tintas 300-7500 

Vinho do Porto 140-1100 

Vinho tinto 240-350 
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Entre frutos do mesmo tipo pode ocorrer uma variação do teor de antocianinas, isto 

devido a diversos fatores, internos e externos (p.e. temperatura, intensidade de luz, 

fatores genéticos e fatores agrícolas) [80]. 

Relativamente às seis antocianidinas já mencionadas, a sua distribuição em vegetais 

e frutas corresponde a aproximadamente 50 % cianidina, 12 % pelargonidina, 12 % 

peonidina, 12 % delfinidina, 7 % malvidina e 7 % petunidina e, desta forma, nas plantas 

e nas frutas, a antocianina que é considerada mais abundante é a cianidina-3-glucósido 

[58, 81]. 

 

4.3. Antocianinas na saúde 

As antocianinas possuem uma vasta gama de efeitos terapêuticos, os quais, foram 

demonstrados não só em sistemas in vitro mas, também, em testes em animais e 

humanos [82]. Desde, pelo menos, o século XVI, há conhecimento dos seus efeitos 

benéficos na saúde humana quando, no tratamento de infeções nos olhos e na boca, 

foi utilizado sumo de amora [83]. 

De entre os efeitos biológicos das antocianinas, encontra-se a sua atividade 

antioxidante [84]. De facto, a maioria dos efeitos na saúde que esta subclasse possui 

são atribuídos, principalmente, às suas atividades antioxidantes [58]. 

As antocianinas possuem uma atividade antioxidante superior comparativamente aos 

restantes flavonóides. Esta capacidade aumenta com hidroxilação no anel B (-OH > -

OCH3 > -H). Assim, a capacidade segue a seguinte ordem: delfinidina > petunidina > 

malvidina = cianidina > peonidina > pelargonidina. A glicosilação e a acilação são outros 

fatores dos quais a atividade antioxidante das antocianinas depende [52]. 

Além deste efeito, também se encontram reportados estudos que demonstram que 

esta subclasse possui uma atividade anti-inflamatória, tendo efeito, por exemplo, em 

doenças como a colite e a sua atividade antimicrobiana, tendo já sido relatado a inibição 

de bactérias Gram-negativas com extratos ricos em antocianinas [85-87]. 

A sua atividade anticancerígena e capacidade de melhorarem a visão são outros 

exemplos dos efeitos que as antocianinas possuem na saúde [88, 89]. 

Assim, de uma forma geral, a ingestão frequente de alimentos ricos em antocianinas 

pode ajudar a melhorar o estado de saúde e a prevenir diversos distúrbios crónicos [77]. 
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5. Subprodutos alimentares 

Os subprodutos provenientes de frutas e legumes também constituem uma fonte de 

um elevado teor em compostos bioativos [12]. Na Tabela 7 está descrito a composição 

e o teor em compostos fenólicos presente em determinados subprodutos alimentares. 

 

 

Tabela 7- Composição e teor em compostos fenólicos presente em determinados subprodutos alimentares 

(mg equivalentes de ácido gálhico.g-1 de peso seco), adaptado de [90] 

Subproduto 
Teor em compostos 

fenólicos 
Exemplos de compostos fenólicos presentes 

Bagaço de uva 142,1 
Ácidos cafeico, ácido gálhico, antocianinas, 

proantocianidinas, quercetina e resveratrol 

Caroço da 

manga 
72,1 Ácido gálhico, ácido elágico e galhotaninos 

Casca da banana 29,2 
Ácido ferúlico, ácido hidroxibenzóico e ácido 

gálhico 

Casca da laranja 65,7 Ácido cafeico e ácido p-cumárico 

Casca da maça 34,3 Ácido gálhico e catequina 

Casca da romã 139,4 Ácido gálhico, ácido elágico e catequina 

Grainha da uva 74,0 Ácido gálhico, catequina e epicatequinas 

 

 

Portugal é o 11º produtor mundial de vinho [91]. O processo de vinificação conduz à 

produção de uma elevada quantidade de resíduos e subprodutos num reduzido espaço 

temporal, como é o caso das grainhas da uva, do engaço e do bagaço de uva, este 

último correspondendo a cerca de 200 toneladas/ano [92, 93]. O bagaço de uva é 

tipicamente utilizado para produção de fertilizantes e ração mas, dada a sua composição 

química tem sido considerado como uma alternativa promissora como fonte de produtos 

de valor acrescentado [92]. O bagaço de uva representa entre 20-25 % do peso da uva 

e é rico numa vasta diversidade de compostos fenólicos como ácidos fenólicos, 

antocianinas, flavonóis e proantocianidinas [94-96]. Além disto, ainda possuem na sua 

composição fibras alimentares, proteínas e minerais [97]. 

A utilização de subprodutos como fontes de ingredientes funcionais encontra-se em 

forte crescimento [96]. Assim, dada a composição dos subprodutos em compostos 

bioativos e ao facto de possuírem um potencial valor nutricional, os subprodutos 



FCUP 
Alimentos funcionais ricos em compostos fenólicos na prevenção e controlo da Diabetes Mellitus 

tipo 2 

37 

 

 
 

alimentares e agrícolas possuem um papel relevante no desenvolvimento de novos 

alimentos funcionais sustentáveis [98]. 

 

6. Métodos de extração de compostos fenólicos 

6.1. Método de extração convencional 

O procedimento de extração ideal de compostos bioativos deve ser económico, rápido 

e simples [99]. Além disso, diversos fatores deverão ser tidos em consideração na 

escolha de um procedimento de extração, como é o caso do tempo de extração e 

polaridade do solvente [100]. Deste modo, as características que os extratos obtidos 

apresentam, tanto qualitativamente como quantitativamente, são influenciados pelas 

condições de extração [101]. 

Encontram-se descritas várias técnicas de extração de compostos bioativos, mas, de 

um modo geral, os compostos fenólicos são extraídos recorrendo a métodos 

convencionais, como a maceração, a infusão, a extração soxhlet e a decocção [100, 

102, 103]. A extração considerada convencional diz respeito à recuperação dos 

compostos bioativos presentes nas matrizes vegetais, através do uso de solventes 

aquosos e orgânicos [100]. As matrizes são homogeneizadas e imersas num solvente 

ou numa mistura destes, frequentemente sob constante agitação, sem ou com 

tratamento térmico e, dessa forma, extraídas as moléculas segundo fenómenos de 

transferência de massa e difusão [104]. 

Para a extração de compostos fenólicos, os métodos que mais usualmente são 

empregues utilizam água em mistura com solventes orgânicos, sendo que, para a 

extração destes compostos são utilizados, especialmente, solventes orgânicos polares, 

como é o caso do etanol, metanol, acetato de etilo e acetona [105, 106]. 

Apesar destes métodos recorrerem ao uso de equipamentos económicos e de serem 

de fácil execução, possuem diversas limitações tais como, a baixa eficiência, uma taxa 

de extração menor e um elevado consumo de solvente [104]. Além disto, possuem uma 

taxa elevada de evaporação do solvente durante a extração e caracterizam-se, 

normalmente, por tempos de extração extensos [107]. 

 

6.2. Métodos de extração verde 

Atualmente, as “técnicas de extração verdes”, bem como os “solventes verdes” têm 

ganho bastante atenção na recuperação de compostos bioativos, tais como extração 
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com água subcrítica, extração assistida por micro-ondas, extração com líquido 

pressurizado, extração com alta pressão hidrostática, extração assistida por ultrassom, 

extração com fluidos supercríticos e a extração com campo elétrico pulsado [108-115]. 

Como alternativa aos métodos convencionais de extração, a extração com água 

subcrítica é uma tecnologia que tem sido aplicada com sucesso na recuperação de 

compostos fenólicos [116]. Comparando com os convencionais, este método gera 

rendimentos maiores, não envolve a utilização de um solvente orgânico e acarreta um 

consumo de energia menor [117, 118]. Assim, o solvente usado neste tipo de extração 

é a água, com propriedades físicas alteradas [119]. Dado as propriedades únicas de 

dissolução que se podem alterar modificando a temperatura, a água é um solvente que 

tem recebido progressivamente mais atenção [119]. Além do mais, a água não é tóxica, 

é barata, é reciclada de imediato e, dado ser o único solvente utilizado neste tipo de 

extração, considera-se uma extração amiga do ser humano e do ambiente [108]. 

Este método, que assenta na estrutura molecular e nas propriedades termodinâmicas 

da água, envolve temperaturas entre o seu ponto de ebulição e o seu ponto crítico, sob 

pressões altas o suficiente para manter a água no estado líquido [120, 121]. Perante 

uma temperatura mais elevada, a água possui uma constante dielétrica inferior, o que 

provoca o enfraquecimento das pontes de hidrogénio e torna a água subcrítica mais 

idêntica a solventes orgânicos menos polares [109]. A constante dielétrica da água a 

uma temperatura de 200ºC é equivalente à do acetonitrilo, a 250ºC equivalente à do 

metanol e a 300ºC equivalente à do etanol (Figura 6) [122]. 
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Figura 6- Constante dielétrica da água a temperaturas entre os 27 e os 527ºC, a uma pressão de 10 a 100 

Mpa e constante dielétrica do acetonitrilo, metanol, etanol e diclorometano a uma temperatura de 20ºC e 

uma pressão de 0,1 Mpa, adaptado de [122]. 

 

A extração com água subcrítica tem-se mostrado uma metodologia eficiente na 

extração seletiva de diferentes classes de compostos, consoante a temperatura 

aplicada sendo que, a temperaturas mais elevadas são extraídos compostos menos 

polares e os mais polares, a temperaturas mais baixas [123]. 

Este tipo de metodologia de extração de compostos fenólicos tem sido aplicada em 

diversos subprodutos alimentares como, por exemplo, na casca da batata, na casca da 

manga, na casca da laranja, no bagaço de uva e nas cascas da castanha [124-128]. 

 

7. Compostos fenólicos extraíveis e não extraíveis 

Os compostos fenólicos podem ser divididos em compostos fenólicos extraíveis e 

compostos fenólicos não extraíveis [129]. Apesar das metodologias verdes de extração 

de compostos fenólicos poderem aumentar a eficiência de extração, uma quantidade 

destes compostos fica retida nas matrizes vegetais [130, 131]. 

Dentro dos compostos fenólicos extraíveis estão incluídos os compostos com baixo 

peso molecular que são solúveis em solventes aquosos e orgânicos, enquanto, por sua 

vez, os compostos fenólicos não extraíveis, por possuírem uma estrutura polimérica 
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complexa, um alto peso molecular e também a ligação a macromoléculas, como 

polissacáridos ou proteínas, ficam retidos no resíduo sólido [131-134]. 

Nas frutas, os compostos fenólicos não extraíveis poderão representar mais de 24 % 

do conteúdo total em compostos fenólicos [135]. Encontram-se presentes, sobretudo, 

em resíduos de vegetais e frutas como é o caso do bagaço e das cascas [131]. 

Os tratamentos que têm sido mais aplicados com a finalidade de libertar os 

compostos fenólicos não extraíveis incluem as hidrólises alcalina e ácida  [135]. No 

entanto, dada a complexidade destes compostos, as informações sobre a sua 

caracterização e análise são limitadas [135]. Assim, a grande parte das pesquisas atuais 

focam-se nas frações que contém compostos fenólicos extraíveis, encontrando-se 

muitas vezes negligenciadas as pesquisas sobre os compostos fenólicos não extraíveis 

[129]. 

 

8. Conjugados polissacáridos-compostos fenólicos 

Os compostos fenólicos e as fibras alimentares representam dois dos componentes 

dos alimentos vegetais estando associados a diversos benefícios para a saúde [136]. 

Deste modo, a sua ingestão e seu uso como ingredientes funcionais tem vindo a 

expandir-se [136]. De uma forma geral, o interesse nas fibras alimentares encontra-se 

bastante associado ao importante papel que estas desempenham na redução de 

distúrbios de saúde [90]. Por exemplo, a pectina demonstrou possuir efeitos na redução 

do colesterol enquanto que a lignina, a celulose e a hemicelulose são conhecidas pelo 

seu papel na regulação intestinal [90]. Além disso, já se encontra descrito que a pectina 

cítrica reduziu a resistência à insulina e melhorou a tolerância à glucose [137]. 

As fibras alimentares encontram-se localizadas na parede celular vegetal sendo que a 

composição da mesma se altera entre tecidos e espécies (Figura 7) [138, 139]. 
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Figura 7- Esquematização da estrutura da parede celular primária e organização dos seus componentes, 

adaptado de [140]. 

 

As fibras alimentares podem dividir-se em duas categorias: fibras insolúveis 

(hemicelulose, celulose, lignina) e solúveis (pectinas, mucilagem) [139, 141]. 

Nos cereais, o composto fenólico principal ligado às fibras alimentares é o ácido 

ferúlico, seguido pelos ácidos sinápico, p-cumárico e cafeico [136]. Por sua vez, nas 

frutas, estes compostos são principalmente taninos poliméricos [136]. 

Normalmente, as interações entre os compostos fenólicos e os polissacáridos da 

parede celular envolvem ligações não covalentes que incluem essencialmente: 

interações eletrostáticas, pontes de hidrogénio, interações hidrofóbicas e forças de van 

der Waals (Figura 8) [142]. As pontes de hidrogénio formam-se, normalmente, entre os 

átomos de oxigénio das ligações glicosídicas ou os grupos hidroxilo dos 

homogalacturonanos e os grupos hidroxilo dos compostos fenólicos [142]. Já no caso 

das interações hidrofóbicas, estas ligações formam-se entre os anéis aromáticos dos 

compostos fenólicos e as cavidades hidrofóbicas dos polissacáridos [142]. 
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Figura 8- Potenciais mecanismos de interação entre os compostos fenólicos e os polissacáridos da parede 

celular, adaptado de [142]. 

 

Estima-se que, nas frutas, a percentagem do conteúdo de fibra alimentar que se 

encontra associado a compostos fenólicos é de aproximadamente 2,5 % [136].  

Normalmente, nas extrações de compostos fenólicos, os resíduos sólidos são 

desprezados, não sendo considerandos uma fonte de compostos bioativos [143]. 

Contudo, podem manter-se nestes mesmos resíduos, quantidades consideráveis de 

compostos fenólicos, associados à matriz das plantas, com os polissacáridos e as 

proteínas [143]. 
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Deste modo, a atividade dos compostos fenólicos, de uma forma geral, encontra-se 

dependente não só da sua estrutura química e concentração como da interação com 

outros ingredientes (p.e. proteínas, lípidos e polissacáridos) e da estrutura da matriz [10, 

142]. Assim, esta interação entre os vários tipos de compostos fenólicos e os 

polissacáridos da parede celular modificam não só a biodisponibilidade, mas também a 

sua bioacessibilidade e bioeficácia [142]. 

Nos últimos anos, a fração macromolecular presente nos frutos e vegetais, tais como 

os conjugados de polissacáridos-compostos fenólicos ou conjugados polissacáridos-

proteínas-compostos fenólicos, tem despertado uma atenção considerável por parte da 

comunidade científica, uma vez que estes conjugados poderão combinar os efeitos 

fisiológicos distintos dos dois tipos de substâncias [144, 145]. 

Mais recentemente, as flores e folhas de várias plantas medicinais revelaram ser 

fontes valiosas de conjugados naturais polissacáridos-compostos fenólicos. Estes 

extratos exibem uma ampla variedade de propriedades biológicas, de acordo com os 

métodos de extração, das metodologias de purificação e da origem das plantas 

medicinais [146]. De entre os diversos efeitos biológicos que já se encontram descritos 

para estes conjugados, está a sua atividade antiplaquetária, anticoagulante, 

antioxidante, radioprotetora, antitússica e broncodilatadora  [147-151]. 

 

9. Diabetes Mellitus 

A maior parte dos alimentos possui carboidratos na sua composição sendo estes 

posteriormente decompostos com o objetivo de fornecer energia às células [152]. No 

sistema gastrointestinal, os carboidratos são decompostos em açúcares mais simples, 

como a glucose que, por sua vez, no intestino delgado, é absorvida pela corrente 

sanguínea e transportada para o fígado e células [152]. Os carboidratos representam 

cerca de 40-45 % da ingestão calórica total na dieta humana [153]. 

A Diabetes Mellitus é uma doença que se caracteriza pela presença de níveis 

elevados de açúcar no sangue, estando ainda associada a alterações metabólicas das 

proteínas, lípidos, eletrólitos ou sais minerais [154, 155]. Considera-se que se está 

perante condições de hiperglicemia quando a glucose na corrente sanguínea é superior 

140 mg/dL (7,8 mmol/L) [156]. 

Em 2019, cerca de 463 milhões de pessoas com idades compreendidas entre os 20 e 

os 79 anos, foram diagnosticadas com Diabetes Mellitus [157]. Até 2030, este distúrbio 

complexo deve atingir um número de casos de 592 milhões, estando incluídos neste 
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valor os casos não diagnosticados [158, 159]. Assim, a sua prevalência encontra-se em 

expansão de uma forma rápida sendo que se prevê que os maiores aumentos sejam na 

América Central, Sudeste Asiático, África e Médio Oriente [160]. 

A Diabetes Mellitus encontra-se associada a diversas complicações crónicas como é 

o caso da retinopatia, da nefropatia e da angiopatia e os seus sinais e sintomas 

compreendem a perda de peso, a polifagia, a poliúria e a polidipsia [161, 162]. Contudo, 

a gravidade dos sintomas é devida à duração e ao tipo de diabetes apresentado 

havendo até determinados pacientes que são assintomáticos, particularmente, os que 

possuem Diabetes Mellitus tipo 2 nos primeiros anos [163]. 

A diabetes tipo 1, tipo 2 e a gestacional representam os três tipos que existem da 

doença, da qual, cerca de 90 % dos casos são do tipo 2 [3, 155]. Deste modo, a forma 

mais usual da doença é o tipo 2 e, entre os seus fatores de risco está a obesidade, a 

genética, a idade e o estilo de vida [164, 165]. Este tipo de diabetes é a consequência 

do efeito combinado de dois fatores: secreção insuficiente da hormona insulina por parte 

das células β pancreáticas e a resistência a esta hormona [166]. 

Tal como o glucagon, a insulina, auxilia na regulação dos níveis de glucose na 

corrente sanguínea [167]. Esta hormona é produzida pelo pâncreas como resposta a 

níveis de glucose elevados na corrente sanguínea e, na fase pós-prandial, facilita o 

transporte da glucose para as células [152]. 

As opções terapêuticas que se encontram à disposição para esta doença metabólica 

compreendem vários agentes antidiabéticos orais, para além da administração de 

insulina [168]. No entanto, muitos destes possuem diversos efeitos adversos graves, 

como lesão hepática e complicações gastrointestinais [1, 168, 169]. Assim, uma 

intervenção mais eficiente para muitos dos portadores desta doença pode passar por 

alterações no estilo de vida, sendo até considerados fatores-chave do controlo da 

DMT2, o aumento da atividade física e alterações da dieta [170, 171]. Certas escolhas 

alimentares podem provocar efeitos positivos na saúde, prevenindo a Diabetes Mellitus 

tipo 2 e atenuando os sintomas da doença [172]. 

 

9.1. Compostos fenólicos e a Diabetes Mellitus 

Na Diabetes Mellitus tipo 2, o excesso de peso corresponde a um dos fatores de risco 

modificáveis mais relevantes para o desenvolvimento e progressão da doença [173]. 

Neste sentido, a nutrição e a alimentação possuem papéis fundamentais na prevenção 

da doença e na promoção da saúde a longo prazo [174]. 
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Assim, o aumento do consumo de frutas e vegetais encontra-se no centro das 

recomendações para controlar e prevenir a DMT2 [175]. Tanto os vegetais como as 

frutas são considerados alimentos essenciais para a saúde e representam a forma mais 

simples de alimentos funcionais, uma vez que são ricos numa diversidade de 

componentes bioativos [176, 177]. A definição de alimento funcional foi criada no Japão, 

na década de 80 e na categoria de alimento funcional podem encontrar-se incluídos os 

alimentos que possuem propriedades funcionais (vegetais e frutas), alimentos 

fortificados e, ainda, alimentos modificados [1, 178]. Os alimentos funcionais bem como 

os seus compostos ativos, realizam, na prevenção de doenças crónicas, um papel 

essencial, prevenindo infeções e melhorando a imunidade [179]. 

As frutas e vegetais são fontes ricas de diversos compostos fenólicos que possuem 

efeitos promotores de saúde [180]. Apesar dos compostos fenólicos não serem 

considerados fundamentais para o metabolismo humano, estes podem diminuir o risco 

de doenças graves e causar uma melhoria na saúde, caso se encontrem presentes na 

dieta [102]. 

Nos últimos anos, o interesse pelos efeitos destes compostos na saúde, tem crescido 

de uma forma exponencial, sendo o potencial antidiabético, um dos efeitos biológicos 

mais estudado [181, 182]. 

O potencial antidiabético dos compostos fenólicos pode ser observado no facto 

destes compostos inibirem a atividade das enzimas digestivas [183]. A inibição das 

enzimas que metabolizam os carboidratos é um processo fundamental no controlo e 

prevenção da DMT2, devido ao seu impacto no balanço de glucose pós-prandial [1]. O 

sistema digestivo humano possui diferentes enzimas que atuam de modo sinérgico para 

digerir os carboidratos presentes na dieta [1]. 

As enzimas α-amilase e a α-glucosidase representam duas enzimas envolvidas na 

digestão dos carboidratos, localizadas no pâncreas e no intestino delgado, 

respetivamente [184, 185]. A α-amilase cliva as ligações glicosídicas α-1,4 originando 

oligossacarídeos (maltotriose, maltose) que, posteriormente, serão clivados na molécula 

de glucose, através da ação da α-glucosidase [186, 187]. De seguida, a glucose 

atravessa as membranas celulares intestinais através dos transportadores de glucose 

(GLUTs) [188]. Deste modo, uma forma de manter os níveis de glucose no sangue mais 

estáveis e baixos é através da inibição das enzimas responsáveis pela hidrólise dos 

carboidratos: α-amilase e α-glucosidase [189]. 
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Na literatura já se encontra descrito a inibição da enzima α-amilase por parte de 

várias classes de compostos fenólicos como as antocianinas, ácidos fenólicos, flavonóis 

e flavan-3-óis [190-193]. Estas mesmas classes também se encontram descritas como 

inibidores da enzima α-glucosidase [191, 194-196]. 

Além disto, o potencial dos compostos fenólicos para regular e inibir as reações de 

glicação também tem sido considerado relevante na patogénese da Diabetes [197]. A 

glicação de proteínas compreende uma série de reações complexas entre proteínas e 

os açúcares redutores que resulta na formação de produtos finais de glicação avançada 

(AGEs) [198, 199]. A hiperglicemia acelera a acumulação destes produtos, onde a 

velocidade de glicação é bastante aumentada [200, 201]. Assim, elevados níveis de 

glucose, podem provocar a glicação de diversas proteínas funcionais e estruturais [202]. 

Tanto a glicação como a acumulação dos seus produtos finais de glicação avançada 

são fatores que contribuem para a Diabetes Mellitus e para a patogénese associada em 

pacientes portadores da doença [203]. Deste modo, há vários compostos fenólicos que 

possuem propriedades antioxidantes e, consequentemente, poderão influenciar a 

formação de produtos de glicação avançada [204]. 

Outro exemplo do seu potencial antidiabético é o facto dos compostos fenólicos 

poderem influenciar o transporte de glucose, interagindo diretamente com os 

transportadores de glucose [205]. O transporte de glucose através das membranas 

celulares, possui um papel essencial no controlo e regulação metabólica [206]. No 

intestino, o influxo de glucose para as células epiteliais é mediado pelo transportador 

SGLT1 (co-transportador de sódio-glucose 1) que se encontra na membrana apical e, 

posteriormente, a glucose flui para a corrente sanguínea através do transportador 

GLUT2 (transportador de glucose 2) que se encontra na membrana basolateral [207]. 

As antocianinas são uma das classes de flavonóides que podem influenciar o 

transporte de glucose, encontrando-se descrito que estes compostos podem interagir 

com os transportadores [208]. Isto pode ainda ser verificado com outros compostos 

fenólicos como é o caso dos flavonóis, mais especificamente a quercetina, que é um 

inibidor do uptake de glucose [209]. 

Para além dos compostos fenólicos, também tem sido descrita a atividade 

antidiabética dos polissacáridos, essencialmente associada à inibição da atividade de 

enzimas digestivas [210]. No entanto, o potencial antidiabético dos conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos é raramente reportado, tendo sido descrito apenas 

para os conjugados de polissacáridos-proteínas-compostos fenólicos obtidos a partir de 
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plantas medicinais ou para conjugados polissacáridos-compostos fenólicos sintéticos  

[145, 211]. 

Neste sentido, existe uma lacuna no potencial antidiabético dos conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos naturais. Estes conjugados poderão ser potenciais 

ingredientes funcionais para aplicação na prevenção e controlo da Diabetes Mellitus tipo 

2. 

Por outro lado, para além dos métodos convencionais de extração de compostos 

bioativos habitualmente aplicados, é importante estudar a extração verde como forma 

de se aplicar uma metodologia sustentável e contornar as desvantagens existentes nos 

métodos convencionais. Outro fator relevante é a extração dos conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos de subprodutos da indústria agro-alimentar pois 

estes resíduos ainda podem ser valorizados devido ao seu conteúdo em compostos 

bioativos. Assim, esta extração verde para se obter conjugados polissacáridos-

compostos fenólicos a partir de subprodutos alimentares constitui uma boa fonte de 

exploração. 
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Design experimental 

Dada a crescente procura por ingredientes e alimentos funcionais, o presente trabalho 

teve como objetivo a recuperação de compostos bioativos de um subproduto da 

indústria vitivinícola para potencial aplicação como ingredientes funcionais para a 

Diabetes Mellitus tipo 2. Assim, estudou-se a aplicabilidade de extratos ricos em 

compostos fenólicos e conjugados polissacáridos-compostos fenólicos obtidos a partir 

de um subproduto da indústria vitivinícola, por extração sólido-líquido e extração com 

água subcrítica como potenciais agentes antidiabéticos. O procedimento experimental 

foi dividido nas seguintes etapas (Figura 9): 

 

I) Obtenção dos extratos ricos em compostos fenólicos livres e conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos a partir de um subproduto da indústria 

vitivinícola, o bagaço de uvas tintas; 

II) Caracterização físico-química dos extratos; 

III) Estudos de inibição enzimática: impacto dos extratos na atividade das enzimas 

digestivas (α-amilase e α-glucosidase); 

IV) Estudo da atividade de antiglicação dos extratos; 

V) Impacto dos extratos na modelação do transporte da glucose transepitelial in 

vitro através de um modelo celular intestinal, C2BBe1. 

 

Figura 9- Representação esquemática das etapas realizadas no decorrer do procedimento experimental. 
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1. Reagentes 

Os reagentes utilizados neste trabalho foram de qualidade analítica. Da Chem-Lab 

(EUA) foram adquiridos o acetonitrilo (ACN), o metanol (MeOH), o ácido fórmico e o 

ácido cítrico. O hidróxido de sódio (NaOH) e o hexano foram adquiridos da LabChem 

(Portugal). O reagente de Folin Ciocalteu, o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), 

a albumina de soro bovino (BSA), o reagente de Bradford, o bicarbonato de 

aminoguanidina (AG), o hexametildisilazano (HMDS), o ácido trifluoroacético (TFA), a 

enzima alfa α-amilase pancreática de porco (1710 U/mg), a enzima α-glucosidase de  

Saccharomyces cerevisiae (24,12 U/mg), o substrato 4-nitrofenil-α-D-glucopiranosídeo, 

a acarbose, o ácido 4-(2-hidroxietil-1-piperazinil-etanosulfónico) (HEPES), o soro fetal 

de bovino, o piruvato de sódio, a penicilina, o glutamax, a anfotericina e a estreptomicina 

foram adquiridos na Sigma-Aldrich (Madrid, Espanha). O éter dietílico foi adquirido da 

Fisher Scientific (Bélgica), a D-(+)-Glucose da Merck (Alemanha), o dimetilsulfóxico 

(DMSO) e o ácido clorídrico (HCl) da Honeywll Biedel-de-Haen™ (Portugal) e o tampão 

fosfato salino (PBS) da AppliChem ITW Reagents (Alemanha). O substrato etilideno-4-

nitrofenil-α-D-maltoheptaosídeo (E-4-NP-G7) foi adquirido da Sorachim (Espanha). 

 

2. Material vegetal 

Os extratos de compostos fenólicos livres e de conjugados polissacáridos-compostos 

fenólicos testados neste trabalho foram obtidos a partir do bagaço de uvas tintas 

desengaçado (Vitis vinífera L. cv.), gentilmente fornecido por um agricultor local. O 

bagaço foi recolhido em outubro de 2020, após a última etapa de fermentação alcoólica 

(7 dias), congelado a -20ºC e liofilizado até posterior utilização. As grainhas que ainda 

se encontravam presentes no bagaço foram retiradas manualmente antes das 

extrações. 

 

3. Extração de compostos fenólicos 

A extração convencional de compostos fenólicos foi realizada por extração sólido-

líquido, utilizando como solvente extrator uma mistura de água e etanol (1:1, v/v). 40 g 

de bagaço de uvas tintas liofilizado foram extraídas com 400 mL de solvente extrator, a 

pH 2,3, ajustado com ácido cítrico 73 %. Esta mistura foi deixada a macerar durante 2 

horas e filtrada num filtro de tecido. De seguida, a fase líquida foi centrifugada a 11500 

rpm, durante 5 minutos e o solvente orgânico foi evaporado num evaporador rotativo 

sob vácuo a 37ºC. Para remoção dos açúcares simples e outras impurezas, este extrato 
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foi purificado por cromatografia líquida em funil em Büchner com gel sílica C18, 

evaporado num evaporador rotativo sob vácuo a 37ºC, congelado e liofilizado até 

posterior utilização, designando-se por compostos fenólicos livres convencionais 

(CFLC). 

 

4. Extração dos conjugados polissacáridos-compostos 

fenólicos 

4.1. Extração alcalina convencional 

A extração e purificação dos conjugados polissacáridos-compostos fenólicos foi 

realizada segundo o método descrito na literatura, com ligeiras modificações [212]. 5 g 

de bagaço de uvas tintas liofilizado foi disperso em 50 mL de NaOH 0,1 M e deixado em 

maceração durante 24 horas, à temperatura ambiente, sob agitação. De seguida, a 

mistura foi extraída, durante 6 horas, a 94ºC, em refluxo. O sobrenadante foi recuperado, 

por centrifugação a 10000 rpm durante 10 minutos sendo o pH neutralizado com HCl 

0,1 M. 

Para a purificação deste extrato, o sobrenadante foi diluído para um volume final de 

250 mL de água destilada e extraído com hexano (1:1, v/v), em refluxo, durante 6 horas, 

a uma temperatura de 69ºC. Esta extração foi realizada duas vezes. A fase aquosa foi, 

de seguida, extraída com éter dietílico (1:1, v/v), em refluxo, durante 6 horas, a 34ºC, 

tendo, também este passo, sido realizado duas vezes. A fase aquosa foi evaporada até 

à formação de uma pasta, adicionando-se, posteriormente, 100 mL de metanol. Após 

24 horas, à temperatura ambiente, a mistura foi centrifugada a 10000 rpm, durante 10 

minutos e o resíduo sólido deixado a secar, durante 24 horas, à temperatura ambiente. 

O resíduo seco foi redissolvido em 150 mL de água destilada e dialisado numa  

membrana de diálise 12-14 kDa, durante 72 horas, com pelo menos 6 mudanças de 

água. Por fim, o extrato foi congelado e liofilizado até posterior utilização, designando-

se por extrato convencional alcalino (ECA). 

 

4.2. Extração com água subcrítica 

Os conjugados polissacáridos-compostos fenólicos foram também obtidos por 

extração com água subcrítica, através de uma adaptação dos procedimentos descritos 

na literatura [148, 213]. As extrações foram efetuadas durante 30 minutos (a partir do 

momento em que a temperatura foi atingida), em atmosfera inerte, a 5,5 bar e com 
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agitação de 145 rpm. Foram testadas duas temperaturas e dois rácios de extração, 

120ºC (água destilada a pH 2,3, ajustado com ácido cítrico 73 %, rácio 1:10) e 95ºC 

(água destilada, rácio 1:30). 

As extrações foram efetuadas num reator (Parr Instrument Company, pressure 

reactor 4545; reactor controller 4848; heater assembly A2256HC 12EE). No fim deste 

tempo, as amostras foram filtradas sob vácuo num filtro de vidro (Whatman, G-F/C) e 

centrifugadas a 10000 rpm, durante 10 minutos. Os sobrenadantes resultantes das 

extrações foram evaporados num evaporador rotativo sob vácuo a 37ºC até à formação 

de uma pasta sendo, de seguida, ressuspendidos em 100 mL de metanol. Estas 

misturas foram deixadas 24 horas à temperatura ambiente e os precipitados formados 

foram recolhidos após centrifugação a 10000 rpm, durante 10 minutos. Os resíduos 

secos foram redissolvidos em 150 mL de água destilada e dialisados numa membrana 

de diálise 12-14 kDa, durante 72 horas, com pelo menos 6 mudanças de água. Por fim, 

os extratos foram congelados e liofilizados até posterior utilização, designando-se por 

extratos subcríticos a 95ºC (ES-95) e extratos subcríticos a 120ºC (ES-120). 

O sobrenadante resultante da precipitação com metanol da extração subcrítica a 

95ºC, foi purificado por cromatografia líquida em funil de Büchner com gel sílica C18 

para remoção de açúcares simples e ácidos, evaporado num evaporador rotativo sob 

vácuo a 37ºC, congelado e liofilizado até posterior utilização. Esta fração foi denominada 

de fração de compostos fenólicos livres subcríticos a 95ºC (CFL-95). 

 

5. Caracterização físico-química dos extratos de compostos 

fenólicos e conjugados polissacáridos-compostos fenólicos 

Para a caracterização físico-química dos extratos obtidos por extração sólido-líquido e 

com água subcrítica, extratos de compostos fenólicos livres e conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos, foram preparadas soluções a uma concentração de 

1 mg.mL-1, utilizando como solvente a água destilada. 

 

5.1. Doseamento de compostos fenólicos totais 

O doseamento de compostos fenólicos foi efetuado de acordo com o método de Folin 

Ciocalteu, com ligeiras alterações [214]. Num micro-tubo, foram adicionados 15 L de 

amostra ou água destilada (branco), 75 L do reagente de Folin Ciocalteu e 500 L de 

água destilada. Depois de uma breve agitação no vórtex, foram adicionados 300 L de 
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carbonato de sódio 20 % e 610 L de água destilada. As misturas foram novamente 

agitadas no vórtex e colocadas ao abrigo da luz durante 30 minutos, à temperatura 

ambiente. Findo esse tempo, foi pipetado 350 L da mistura, em triplicado, para uma 

placa de 96 poços e medida a absorvância a 750 nm, num leitor de placas Powerwave 

XS, Bio-Tek Instruments Inc. Este doseamento foi realizado em triplicado. 

O resultado foi expresso em g equivalentes de ácido gálhico.mg-1 de extrato, a partir 

de uma reta de calibração de ácido gálhico, representada pela seguinte equação: 

Abs (750 nm) = 0,055 x |ácido gálhico| - 0,0501; R2= 0,9856 

 

5.2. Doseamento de antocianinas monoglucósidas 

O doseamento de antocianinas monoglucósidas dos extratos de compostos fenólicos 

livres foi efetuado em triplicado por HPLC-DAD, tal como descrito na literatura [215]. A 

análise foi efetuada num HPLC ELITE-LACHROM equipado com um detetor de díodos 

L-2455, um injetor automático L-2200 e uma bomba L-2130. A separação foi efetuada 

por injeção direta de 20 L numa coluna Merck C18 de fase reversa (LiChrospher® 100, 

LiChroCART®; 250x4 mm; d.i.: 5 m), a um comprimento de onda de 520 nm e a uma 

temperatura de 25ºC. Para esta análise, foram utilizados dois solventes, água/ácido 

fórmico (90:10, v/v) (solvente A) e água/ácido fórmico/acetonitrilo (60:10:30, v/v/v) 

(solvente B), com um fluxo de 1,0 mL.min-1, de acordo com o seguinte gradiente: 80% 

A e 20% B durante os primeiros 70 minutos, 15 % A e 85  % B dos 70 aos 75 minutos, 

0 % A e 100 % B dos 75 minutos aos 90 minutos e de seguida estabilizado nas 

condições iniciais. 

O teor em antocianinas monoglucósidas foi expresso em g equivalentes de 

malvidina-3-O-glucósido.mg-1 de extrato, sendo determinado através de uma reta de 

calibração obtida a partir da malvidina-3-O-glucósido, de acordo com a seguinte 

equação: 

Abs = 47026,5068 x |malvidina-3-O-glucósido| - 19301,630; R2 = 0,9961 

 

5.3. Caracterização do perfil antociânico por HPLC-DAD/ESI-

MS 

A caracterização do perfil antociânico foi realizada de acordo com o procedimento 

descrito na literatura [216]. A caracterização foi efetuada num HPLC Finnigar Surveyor 
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com uma coluna de fase reversa C18 (Hypersil Gold, 150 mm; d.i.: 4,6 mm; tamanho do 

poro: 5 m) termostatizada a 25ºC. Como solventes, nesta análise, utilizou-se: 

água/ácido fórmico (99:1, v/v) (solvente A) e água/ácido fórmico/acetonitrilo (69:1:30, 

v/v/v) (solvente B), com o mesmo gradiente descrito na secção anterior. 

O HPLC encontrava-se acoplado a um detetor de massa LCQ DECA XP MAX 

(Finnigar Corp) com uma fonte de ionização à pressão atmosférica, ESI (ionização por 

eletrospray). A temperatura e as voltagens do capilar foram de 325ºC e 4 V, 

respetivamente, e, por sua vez, as voltagens do vaporizador foram de 5 kV. Como gás 

de revestimento e gás auxiliar utilizou-se o azoto, a um fluxo de 40 e 15 (em unidades 

arbitrárias), respetivamente. 

Os espetros de massa foram obtidos em modo positivo, com um intervalo de m/z de 

100-2000. 

 

5.4. Determinação da percentagem de cor polimérica 

A determinação da percentagem de cor polimérica dos extratos foi realizada de 

acordo com o protocolo descrito na literatura [217]. Numa cuvete de 1 cm foi adicionado 

2,8 mL de amostra e 0,2 mL de água (controlo) enquanto, por sua vez, a uma segunda 

cuvete foi adicionada 2,8 mL de amostra e 0,2 mL de bissulfito a 20 %. As misturas 

foram estabilizadas durante 15 minutos, ao fim dos quais, as absorvâncias foram 

medidas num espetrofotómetro UV-vis Thermo Scientific Evolution Array a 420, 520 e 

700 nm. 

A densidade de cor do controlo e a cor polimérica da amostra tratada com bissulfito 

foram determinadas de acordo com a equação (1): 

Densidade de cor / cor  polimérica =  [(A420 nm – A700 nm) +  (A520 nm – A700 nm)] ∗ FD, 

FD= fator de diluição   eq. (1) 

 

Por fim, a percentagem de cor polimérica dos extratos foi calculada através da 

equação (2): 

% de cor polimérica =  
cor polimérica

densidade de cor
∗ 100    eq. (2) 
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5.5. Doseamento de compostos fenólicos de baixo peso 

molecular e proantocianidinas 

Para o doseamento de compostos fenólicos de baixo peso molecular e 

proantocianidinas nos extratos de compostos fenólicos livres, efetuou-se uma extração 

líquido-líquido prévia [218]. Num micro-tubo, foram adicionados 600 L de amostra, 600 

L de acetato de etilo e 300 L de acetonitrilo. Depois de agitada no vórtex, durante 10 

segundos, a mistura foi centrifugada a 8000 rpm, durante 5 minutos. A fase orgânica foi 

removida e a fase aquosa foi novamente extraída. As fases orgânicas foram combinadas 

e secas num CentriVac Concentrator Labconco, durante 3-4 horas, a 37ºC. 

Posteriormente, a amostra foi ressuspendida em água:metanol (1:1, v/v) e analisada por 

HPLC-DAD. 

 

5.5.1. Compostos fenólicos de baixo peso molecular 

O doseamento de compostos fenólicos de baixo peso molecular foi realizado de acordo 

com o método descrito na literatura [219]. As amostras foram analisadas, em triplicado, 

num HPLC Dionex Ultimate 3000, com uma coluna de gel C18 (Thermo Scientific, 150 

mm × 4,6 mm. d.i.: 5 μm). Para esta análise, foram utilizados dois solventes, água/ácido 

fórmico (99:1, v/v) (solvente A) e água/acetonitrilo/ácido acético (79:20:1, v/v/v) 

(solvente B), com um fluxo de 0,3 mL.min-1, de acordo com o seguinte gradiente: 80-20 

% A e 20-80 % B durante os primeiros 55 minutos, 20-10% A e 80-90 % dos 55 aos 70 

minutos, 10-0 % A e 90-10 % B dos 70 aos 90 minutos. A deteção foi realizada entre os 

200-800 nm, com recurso a um detetor DAD. 

O teor em compostos fenólicos de baixo peso molecular foi expresso em g 

equivalentes de ácido gálhico.mg-1 de extrato, cujo valor foi determinado através de uma 

reta de calibração obtida a partir do ácido gálhico, de acordo com a seguinte equação: 

Abs (280 nm) = 167099 x |ácido gálhico| + 1518,7 ; R2 = 0,9874 

 

5.5.2. Proantocianidinas 

O doseamento de proantocianidinas foi realizado de acordo com o método descrito na 

literatura [220]. As amostras foram analisadas, em triplicado, num HPLC Dionex Ultimate 

3000, com uma coluna de gel C18 (Thermo Scientific, 150 mm × 4,6 mm. d.i.: 5 μm). 

Para esta análise, foram utilizados dois solventes, solução aquosa de ácido fórmico 

0,1% (v/v) (solvente A) e ácido fórmico em acetonitrilo 0,1% (v/v) (solvente B), com um 
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fluxo de 0,5 mL.min-1, com um gradiente de linear (0 minutos: 10 % solvente B a 50 

minutos: 20 % solvente B). 

O teor em proantocianidinas foi expresso em g equivalentes de catequina.mg-1 de 

extrato, cujo valor foi determinado através de uma reta de calibração obtida a partir da 

catequina, de acordo com a seguinte equação: 

Abs (280 nm) = 68082 x |catequina| + 84,845 ; R2 = 0,9861 

 

5.6. Recuperação e caracterização dos compostos fenólicos 

presentes nos conjugados polissacáridos-compostos 

fenólicos 

De modo a identificar os compostos fenólicos presentes nos conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos, foi efetuada uma hidrólise ácida para a quebra da 

interação entre os compostos fenólicos e as fibras, de acordo com o descrito na literatura 

[221, 222]. 

Para a hidrólise ácida, 20 mg dos extratos de conjugados polissacáridos-compostos 

fenólicos obtidos por extração sólido-líquido convencional e por extração com água 

subcrítica foram dissolvidos em 1,5 mL de água destilada e 0,5 mL de HCl (37 %). Esta 

mistura foi levada a aquecimento num termobloco Thermo Fisher, a 85ºC, durante 30 

minutos. A mistura foi extraída com 1,5 mL de éter dietílico:acetato de etilo (1:1, v/v) e, 

após uma agitação de 45 segundos no vórtex, foi centrifugada a 10000 rpm, durante 10 

minutos. Esta extração foi repetida mais duas vezes. As fases orgânicas foram 

combinadas e secas num CentriVac Concentrator Labconco. A fase aquosa foi 

congelada e liofilizada. Os resíduos obtidos foram redissolvidos em 0,100 mL de água 

ou metanol:água (75:25, v/v) e analisados por HPLC-DAD-ESI-MS, tal como descrito na 

secção 5.3. 

 

5.6.1. Espectroscopia de UV-Vis 

As amostras de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos sujeitas a hidrólise 

ácida foram analisadas por UV-Vis antes e após a mistura ser levada a aquecimento. 

As soluções foram colocadas em cuvetes de 1 cm e os espetros traçados num 

espetrofotómetro UV-Vis Thermo Scientific Evolution Array de 250 a 800 nm. 
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5.7. Doseamento de proteínas 

O teor em proteínas dos extratos de compostos fenólicos livres e conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos foi determinado pelo método de Bradford, com 

ligeiras modificações [223]. Numa placa de 96 poços foram adicionados 100 L de 

amostra/branco/padrão e 200 L do reagente de Bradford. A placa foi colocada ao 

abrigo da luz e ao fim de 10 minutos, a absorvância foi lida, em triplicado, a 595 nm, 

num leitor de placas Powerwave XS, Bio-Tek Instruments Inc. 

O branco do ensaio foi realizado com água destilada e, nas amostras que possuíam 

cor foi, ainda, realizado um branco da amostra composto por 200 L de água destilada 

e 100 L de amostra. Como padrão foi utilizada a BSA sendo o resultado final expresso 

em g equivalentes de BSA.mg-1 de extrato, de acordo com a seguinte equação: 

Abs (595 nm)= 0,098 x |BSA| + 0,1192; R2 = 0,978 

 

5.8. Doseamento de açúcares 

5.8.1. Doseamento de açúcares simples 

A quantificação de açúcares simples dos extratos de compostos fenólicos livres foi 

realizada por GC-MS [224]. Para esta quantificação foi realizada uma derivatização 

prévia, de acordo com os seguintes passos: num micro-tubo foi adicionado 20 L de 

amostra/solução padrão juntamente com 300 L acetonitrilo, 300 L de HMDS e 2 L 

de ácido trifluroacético. Os micro-tubos abertos foram levados a aquecimento a 50ºC, 

durante 30 minutos, a 420 rpm, num termobloco Thermo Fisher. No final desse tempo, 

foi adicionado 400 L de HMDS e a temperatura elevada para os 80ºC, durante 30 

minutos. Depois do arrefecimento foram formadas duas fases, sendo a fase orgânica 

analisada por GC-MS/MS (1 L). 

A análise foi efetuada num cromatografo gasoso Trace 1300, equipado com um 

injetor split-splitless, autosampler 1310 e um ISQ Single quadrupole MS da Thermo 

Fisher, a uma temperatura do injetor e da linha de transferência de MS de 250ºC e 

300ºC, respetivamente. As amostras foram injetadas em modo splitless e os compostos 

separados numa coluna capilar DB-17 (Agilent Technologies, 30 m x0,25 mm (d.i.) x 

0,25 m) a um fluxo de hélio constante de 1,5 mL.min-1. Inicialmente, a temperatura da 

coluna foi de 110ºC, sendo que, este valor foi mantido durante 5 minutos e, 

posteriormente, aumentado 6ºC.min-1 até aos 300ºC, mantidos igualmente por 5 

minutos. 
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Os espetros foram obtidos em modo SCAN, com um intervalo de m/z de 40-1100, a 

uma energia de eletrão de 70 eV e temperatura da fonte de iões de 280ºC. 

A curva de calibração foi efetuada utilizando como padrão a D-(+)-glucose e o 

resultado final expresso em g equivalentes de glucose.mg-1 de extrato. 

 

5.8.2.  Análise e quantificação do conteúdo em monossacáridos 

dos conjugados polissacáridos-compostos fenólicos 

A quantificação de ácidos urónicos nos extratos de conjugados polissacáridos-

compostos fenólicos foi realizada através de uma modificação do método colorimétrico 

3-fenilfenol, usando o ácido D-galacturónico como padrão [225]. As amostras foram 

hidrolisadas durante 3 horas, com 0,2 mL de ácido sulfúrico, à temperatura ambiente 

seguido de 1 hora, a 100ºC, também em ácido sulfúrico. Os açúcares neutros foram 

analisados após a conversão dos acetatos de alditol por GC-FID, usando como padrão 

a 2-desoxiglucose [226]. 

O resultado final do total de polissacáridos dos extratos foi expresso em g.kg-1. 

 

5.9. Avaliação das propriedades antioxidantes 

5.9.1.  Capacidade antiradicalar (DPPH) 

A avaliação da capacidade antiradicalar dos extratos foi medida recorrendo ao radical 

livre DPPH [227]. Numa placa de 96 poços, foram adicionados 270 L do radical DPPH 

(60 M, em metanol) e 30 L da amostra/branco, tendo sido utilizado como branco a 

água destilada. Nas amostras que possuíam cor foi, ainda, realizado um branco da 

amostra composto por 270 L de água destilada e 30 L de amostra. 

O ensaio foi realizado em triplicado, para cada réplica, a um comprimento de onda 

de 515 nm, num leitor de placas Powerwave XS, Bio-Tek Instruments Inc., no tempo 0, 

5, 10, 15 e 20 minutos. O resultado final foi expresso em M equivalentes de Trolox, de 

acordo com a seguinte reta de calibração: 

% capacidade antiradicalar = 2,9894 x |Trolox| - 24,93; R2= 0,9964 
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5.9.2. Poder redutor (FRAP) 

O poder redutor dos extratos foi avaliado pelo método FRAP (Ferric Reducinng 

Antioxidant Power), com ligeiras alterações [228]. O reagente FRAP foi preparado 

através da adição de 10 mL de tampão acetato 300 mM, 1 mL da solução de 2,4,6-

tripiridiltriazina (TPTZ) em 40 mM de HCl e 1 mL da solução de cloreto de ferro (III) 

(FeCl3) 20 mM. Esta mistura foi diluída a 1/3 do volume em tampão acetato e aquecida 

a 37ºC. Numa placa de 96 poços, colocou-se 270 L do reagente de FRAP diluído e 30 

L de amostra/branco, tendo sido utilizado como branco a água destilada. Nas amostras 

que possuíam cor foi, ainda, realizado um branco da amostra composto por 270 L de 

tampão acetato e 30 L de amostra. 

A absorvância foi lida a um comprimento de onda de 593 nm, no tempo 0 e 4 minutos, 

num leitor de placas Powerwave XS, Bio-Tek Instruments Inc., a 37ºC. O ensaio foi 

realizado em triplicado e os resultados foram expressos em M equivalentes de Trolox, 

de acordo com a seguinte equação da curva de calibração: 

% de poder redutor= 0,0421 x |Trolox| + 0,0158; R2= 0,9873 

 

6. Ensaios de inibição enzimática 

6.1. Enzima pancreática α-amilase 

A atividade inibitória dos extratos de compostos fenólicos livres e de conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos foi avaliada com recurso à enzima α-amilase 

pancreática de porco, usando como substrato o etilideno-4-nitrofenil-α-D-

maltoheptaosídeo. A α-amilase foi preparada a 15 U/mg e o substrato a 2,5 mM, em 

tampão PBS 10 mM (pH 6,8). 

O ensaio de inibição enzimática foi realizado a 405 nm, durante 50 minutos, a 37ºC, 

sendo a absorvância medida num leitor de placas FlexStation® 3 Multi-Mode Microplate 

Reader (Molecular Devices). 

Os extratos CFLC e CFL-95, devido à sua solubilidade, foram preparados em DMSO 

e testados num intervalo de concentrações entre 10-100 g.mL-1. Os extratos de 

conjugados polissacáridos-compostos fenólicos ES-95 e ES-120 foram preparados em 

tampão PBS e testados num intervalo de concentrações entre 100-1500 g.mL-1. O 

extrato de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos obtido por extração sólido-
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líquido (ECA), devido à sua solubilidade, foi preparado em água e testado num intervalo 

de concentrações entre 1000-2150 g.mL-1. 

Como controlo positivo foi usada a acarbose (1-8 g.mL-1) e como controlo foi 

considerada a reação da enzima com o substrato, sem a adição dos restantes 

componentes. Os resultados foram expressos em % de inibição (eq (3)) sendo o IC50 

(g.mL-1) determinado através de uma curva não linear dose-resposta. As 3 réplicas de 

cada extrato foram testadas em triplicado (n=9). 

A percentagem de inibição foi calculada a partir da equação (3): 

 

% inibição = 100 − (
Δabs extrato

Δabs controlo
 x 100)    eq (3) 

 

6.2. Enzima α-glucosidase 

A atividade inibitória dos extratos de compostos fenólicos livres e de conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos foi igualmente avaliada na atividade da α-

glucosidase (Saccharomyces cerevisiae) usando como substrato o 4-nitrofenil-α-D-

glucopiranosídeo. A α-glucosidase foi preparada a 0,01 U/mg e o substrato a 269 M, 

em tampão PBS 10 mM (pH 6,8). 

O ensaio de inibição enzimática foi realizado a 405 nm, durante 50 minutos, a 37ºC 

e a absorvância medida num leitor de placas FlexStation® 3 Multi-Mode Microplate 

Reader (Molecular Devices). 

Os extratos CFLC e CFL-95, devido à sua solubilidade, foram preparados em DMSO 

e testados num intervalo de concentrações entre 0,10-0,90 g.mL-1. 

Os extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos ES-95 e ES-120 

foram preparados em tampão PBS e testados num intervalo de concentrações entre 1-

3 g.mL-1. O extrato de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos obtido por 

extração sólido-líquido (ECA), devido à sua solubilidade, foi preparado em água e 

testado num intervalo de concentrações entre 1-7 g.mL-1. 

Como controlo positivo foi usada a acarbose (20-500 g.mL-1) e como controlo foi 

considerada a reação da enzima com o substrato, sem a adição dos restantes 

componentes. Os resultados foram expressos em % de inibição (eq (4)) sendo o IC50 
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(g.mL-1) determinado através de uma curva não linear dose-resposta. As 3 réplicas de 

cada extrato foram testadas em triplicado (n=9). 

 

% inibição = 100 − (
Δabs extrato

Δabs controlo
 x 100)    eq (4) 

 

7. Avaliação da atividade de antiglicação 

A avaliação da atividade de antiglicação dos extratos de compostos fenólicos livres 

e conjugados polissacáridos-compostos fenólicos foi efetuada segundo o método BSA-

glucose, de acordo com o procedimento descrito na literatura, com ligeiras modificações 

[199]. Para um volume final de 50 mL, foi preparada uma mistura reacional contendo os 

reagentes descritos na Tabela 8. 

 

Tabela 8- Constituintes da mistura reacional 

Constituintes Concentração 

Azida de sódio 0,1% (m/v) 

BSA 5% (m/v) 

Glucose 500 mM 

PBS 200 mM 

 

Usando esta mistura reacional como solvente, foram preparadas soluções dos 

extratos de modo a se obter gamas de concentrações entre 250-2500 g.mL-1 para o  

extrato CFLC e 50-2500 g.mL-1 para o extrato CFL-95. Os extratos de conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos ECA e ES-95 foram testados num intervalo de 

concentrações entre 250-2500 g.mL-1, enquanto que, o extrato ES-120 foi testado num 

intervalo de 250-3500 g.mL-1. 

As misturas foram incubadas durante 15 dias, a 37ºC, ao fim dos quais a foi medida 

fluorescência no par excitação/emissão 370/440 nm, num leitor de placas FlexStation® 

3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices). 

Como controlo positivo foi usada a aminoguanidina (50-2500 g.mL-1) e como 

controlo foi considerada a fluorescência da mistura reacional, sem a adição dos extratos. 

Os resultados foram expressos em % de inibição (eq (5)) com a determinação do IC50 
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(g.mL-1) através de uma curva não linear dose-resposta. As 3 réplicas de cada extrato 

foram testadas em triplicado (n=9). 

 

% inibição = 100 − (
Δ Fluorescência extrato

Δ Fluorescência controlo
 x 100)    eq (5) 

 

8. Estudo de transporte: uptake de glucose 

Os estudos de transporte de glucose foram realizados de acordo com o procedimento 

descrito na literatura, com algumas modificações [229]. A linha celular C2BBe1 (clone 

da Caco-2) foi cultivada num Meio Essencial Mínimo (MEM) desenvolvido por Harry 

Eagle que foi suplementado com os constituintes descritos na Tabela 9. 

 

Tabela 9- Constituintes utilizados na suplementação do meio 

Constituintes Concentração 

HEPES 25 mM 

Soro fetal de bovino 15% (v/v) 

Piruvato de sódio 1% (v/v) 

Glutamax 1% (v/v) 

Anfotericina 0,25 mM 

Estreptomicina 100 mg/mL 

Penicilina 10 U/mL 

 

As células foram mantidas a uma temperatura de 37ºC, em atmosfera de 95 % de 

humidade relativa e 5 % de dióxido de carbono (CO2), tendo o meio de cultura sido 

mudado a cada dois dias. 

Para o estudo de transporte de glucose, a linha celular foi semeada numa placa de 

transwell com 12 inserts a 1,5 x 105 células/mL (Corning, membrana de policarbonato, 

tamanho do poro: 0,4 m; diâmetro: 24 mm), tendo ficado 21 dias em cultura após a 

inoculação. A resistência transepitelial elétrica dos poços foi medida usando um 

voltímetro epitelial Millicell (Millipore Co.) e apenas foram consideradas as 

monocamadas com valores superiores a 230 Ω. Posteriormente, o meio foi removido e 
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as células C2BBe1 lavadas com tampão Hanks (pH 7,4). Este ensaio foi realizado 

fazendo 8 réplicas. 

No lado basolateral de cada poço foi adicionado 1500 L de tampão Hanks (sem 

glucose) enquanto, no lado apical, foram adicionado 500 L dos extratos obtidos por 

extração subcrítica a 95ºC (CFL-95 e ES-95) dissolvidos em tampão Hanks e com uma 

concentração de glucose de 25 mM (simular o estado alimentado). O extrato de 

compostos fenólicos livres (CFL-95) foi testado a uma concentração de 0,26 mg.mL-1 e 

os conjugados polissacáridos-compostos fenólicos (ES-95) a uma concentração de 10 

mg.mL-1. As amostras foram incubadas durante 2 horas e, ao fim desse tempo, foi 

recolhido o volume total do lado apical e basolateral. O volume recolhido foi congelado 

a -18ºC até posterior quantificação da glucose de acordo com o procedimento descrito 

na secção 5.8.1. 

A eficiência de transporte foi calculada a partir da equação (6): 

 

Eficiência de trasnporte =  
|Glucose no lado basolateral no tempo 2 horas|

|Glucose no tempo zero|
 x 100  eq (6) 

 

Como forma de validar o estudo de transporte, realizou-se um ensaio de 

fluorescência, em que as células foram incubadas durante 30 minutos com uma sonda 

de passagem paracelular, Lucifer yellow (100 M) no lado apical do poço, a uma 

temperatura de 37ºC. Efetuou-se uma recolha do lado apical e basolateral no tempo 0 

e 30 minutos. A fluorescência foi medida no par excitação/emissão 458/530 nm num 

leitor de placas FlexStation® 3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices). 

Descartaram-se os poços que transportaram mais de 5 % de Lucifer yellow para o lado 

basolateral. 

 

9. Análise estatística 

A análise estatística e o cálculo dos IC50 foram realizados com recurso ao software 

GraphPad Prisma (versão 8) (GraphPad, La Jolla, CA, USA). Os resultados 

apresentados representam uma média ± EPM (erro padrão da média), tendo os ensaios 

sido realizados em triplicado para cada réplica (n=9). Para avaliar as diferenças 

estatisticamente significativas entre as amostras foi realizada uma análise de variância 
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(ANOVA) seguindo de um teste de Tukey. Considerou-se que as amostras eram 

estatisticamente diferentes para p < 0,05.  
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1. Caracterização físico-química das frações de compostos 

fenólicos e conjugados polissacáridos-compostos fenólicos 

Os extratos de compostos fenólicos livres e conjugados polissacáridos-compostos 

fenólicos foram obtidos por extração sólido-líquido alcalina e através de uma extração 

mais verde, a extração com água subcrítica. Uma avaliação preliminar permitiu verificar 

que os três extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos recuperados 

apresentavam um aspeto fibroso, característico da presença de polissacáridos. No 

entanto, as frações obtidas por extração com água subcrítica, apresentavam uma 

coloração mais avermelhada (mais notória para a fração recuperada a menor 

temperatura), comparativamente com a fração isolada por extração sólido-líquido 

alcalina (acastanhada) e sugerindo a presença de pigmentos antociânicos adsorvidos 

(Figura 10). O rendimento de extração dos conjugados polissacáridos-compostos 

fenólicos foi superior na extração com água subcrítica a 120ºC (pH 2,3), 

comparativamente com a extração convencional (Tabela 10). A extração subcrítica 

efetuada a uma menor temperatura e a um rácio sólido-líquido superior (1:30) resultou 

num menor rendimento de extração. Relativamente às frações de compostos fenólicos 

livres, obtidas por extração sólido-líquido (1:10) e extração subcrítica a 95ºC (1:30), o 

rendimento de extração foi semelhante (1,5 e 1,3 %, respetivamente). 

 

 

    

 

 

Figura 10- Extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos obtidos por extração sólido-líquido 

(A), extração subcrítica a 95ºC (B) e extração subcrítica a 120ºC (C). 

    

A B C 
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Tabela 10- Rendimento de extração obtido para cada um dos extratos de compostos fenólicos livres e 

conjugados polissacáridos-compostos fenólicos expressos em massa de extrato por massa de amostra 

seca liofilizada 

Extrato CFLC CFL-95 ECA ES-95 ES-120 

Rendimento de 
extração (%) 

1,5 1,3 2,6 1,2 3,4 

 

 

O facto do rendimento de extração dos conjugados polissacáridos-compostos 

fenólicos ter sido superior na extração com água subcrítica a 120ºC (pH 2,3), 

comparativamente com a extração convencional poderá ser resultado do aumento da 

permeabilidade do solvente nas células na extração com água subcrítica a temperatura 

e pressão superior, o que permitiu a obtenção de rendimentos de extração maiores 

[230]. Além disso, na extração com água subcrítica foi utilizado ácido, o que pode ter 

potenciado a hidrólise das ligações glicosídicas e, consequentemente, um maior 

rendimento de extração. 

A composição química dos extratos de compostos fenólicos livres e dos conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos é apresentada na Tabela 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



FCUP 
Alimentos funcionais ricos em compostos fenólicos na prevenção e controlo da Diabetes Mellitus 

tipo 2 

73 

 

 
 

Tabela 11- Composição em compostos fenólicos, antocianinas, % de polimerização, compostos fenólicos 

de baixo peso molecular, proantocianidinas, proteínas, açúcares simples, DPPH e FRAP dos extratos de 

compostos fenólicos livres (CFLC e CFL-95) e dos conjugados polissacáridos-compostos fenólicos (ECA, 

ES-95 e ES-120). * p < 0,05, diferenças significativas entre os extratos de compostos fenólicos livres;  a  p 

< 0,05, diferenças significativas entre o extrato ECA e ES-120; b p < 0,05, diferenças significativas entre o 

extrato de ECA e os restantes extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos 

 

Extratos de compostos 

fenólicos livres 

Extratos de conjugados polissacáridos-

compostos fenólicos 

CFLC CFL-95 ECA ES-95 ES-120 

Compostos fenólicos 

(g eq de ácido 

gálhico.mg-1) 

254 ± 8 * 427 ± 24 * 106 ± 2 108 ± 5 111 ± 2 

Antocianinas 

(g eq malvidina-3-O-

glucósido.mg-1) 

121 ± 14 101 ± 13 ND ND ND 

% de polimerização 80,2 ± 0,2 * 30 ± 1 * ND ND ND 

Compostos fenólicos 

de baixo peso 

molecular 

(g eq de ácido 

gálhico.mg-1) 

25 ± 2 * 76 ± 9 * ND ND ND 

Proantocianidinas 

(g eq de 

catequina.mg-1) 

187 ± 22 * 117 ± 6 * ND ND ND 

Proteínas 

(g eq BSA.mg-1) 
93 ± 3 105 ± 9 9 ± 2 a 10,4 ± 0,3 14,2 ± 0,5 a 

Açúcares simples 

(g eq de glucose.mg-1) 
6,0 ± 0,3 7 ± 2 ND ND ND 

DPPH 

(M eq de Trolox) 
13,7 ± 0,7 * 25 ± 2 * 16 ± 3 b 27 ± 1 25 ± 2 

FRAP 

(M eq de Trolox) 
2,6 ± 0,7 * 6,2 ± 0,3 * 15 ± 2 12 ± 2 16 ± 2 
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1.1. Extratos de compostos fenólicos totais 

1.1.1.  Doseamento de compostos fenólicos 

De acordo com os resultados presentes na Tabela 11, o teor em compostos fenólicos 

variou entre os 254 e os 427 g equivalentes de ácido gálhico por mg de extrato para o 

extrato de compostos fenólicos livres convencional (CFLC) e o extrato de compostos 

fenólicos livres subcrítico a 95ºC (CFL-95), respetivamente (p < 0,05), demonstrando 

um aumento significativo da extração de compostos fenólicos com água subcrítica. Este 

resultado é consistente com um estudo realizado com outra matriz vegetal (Hippophae 

rhamnoides), em que o teor em compostos fenólicos recuperado por extração com água 

subcrítica foi superior ao teor obtido por maceração (método convencional) [231]. 

O maior teor em compostos fenólicos presente na fração obtida com água subcrítica 

pode ser explicado por esta extração ter sido realizada a alta temperatura e pressão, 

que poderá causar a rutura das paredes celulares, um consequente aumento da 

penetração do solvente nas células, criando, deste modo, uma elevada permeabilidade 

das células [232]. Assim, os compostos fenólicos foram libertados mais eficazmente 

comparativamente com a extração sólido-líquido com solventes hidroalcoólicos. O teor 

em compostos fenólicos obtido para o extrato subcrítico foi superior ao que se contra 

descrito na literatura para o bagaço de uva tinta (temperatura 100ºC e pressão de 25 

bar) [233]. 

 

1.1.2. Caracterização e quantificação de pigmentos antociânicos 

A caracterização e quantificação dos pigmentos antociânicos presentes nos extratos 

de compostos fenólicos livres foi efetuada por HPLC-DAD/ESI-MS e HPLC-DAD, 

respetivamente. O padrão de fragmentação dos iões moleculares principais e o tempo 

de retenção de cada pico cromatográfico, permitiu a identificação dos pigmentos 

antociânicos presentes (Tabela 12). 

Os resultados obtidos revelaram um teor em antocianinas monoglucósidas semelhante 

nos dois extratos de compostos fenólicos livres (CFLC e CFL-95, p > 0,05), de 121 e 

101 g equivalentes de malvidina-3-O-glucósida por mg de extrato, respetivamente. 

A malvidina-3-O-monoglucósida foi a antocianina presente em maior quantidade nos 

extratos de compostos fenólicos, correspondendo a cerca de 63 % da quantidade total 

de pigmentos. Este resultado está de acordo com o esperado pois a malvidina-3-O-

monoglucósida é a antocianina maioritária nas uvas tintas. Adicionalmente, verificou-se 
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a presença de outros picos cromatográficos correspondentes a outras antocianinas, 

descritas na Tabela 12. Neste extrato foi ainda possível identificar pigmentos derivados 

de antocianinas (carboxipirano-malvidina-3-glucósido, carboxipirano-malvidina-3-

acetilglucósido e carboxipirano-petunidina-3-acetilglucósido) correspondendo a cerca 

de 3 % do total das antocianinas. 
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Tabela 12- Tabela e cromatograma representativo da análise HPLC-DAD-ESI-MS de pigmentos 

antociânicos (modo positivo) nos extratos de compostos fenólicos. 

 

 

 

Pico 
Tempo de 

retenção (min) 

m/z 

[M+H] 
MS2 λ (nm) 

Antocianina e 

pigmentos derivados 

1 35,00 465,60 303,07 523 Delfinidina-3-O-glucósido 

2 42,19 479,93 317,12 526 Petunidina-3-O-glucósido 

3 48,59 463,87 301,07 520 Peonidina-3- O-glucósido 

4 48,59 493,60 331,07 526 Malvidina-3- O-glucósido 

5 54,15 561,67 399,07 511 
Carboxipirano-malvidina-3-

glucósido 

6 59,01 603,93 399,07 517 
Carboxipirano-malvidina-3-

acetilglucósido 

7 60,71 521,80 317,13 529 
Carboxipirano-petunidina-3-

acetilglucósido 

8 66,87 535,93 331,12 529 Malvidina-3- O-(6-acetil)-glucósido 

9 69,30 612,80 303,16 529 
Delfinidina-3-O-(6-cumaroil)-

glucósido 

10 75,19 629,40 317,13 529 
Petunidina-3- O-(6-cumaroil)-

glucósido 

11 80,69 639,80 331,07 532 
Malvidina-3-O-(6-cumaroil)-

glucósido 

m/z: ião molecular;  MS2: respetivos fragmentos; λ: comprimento de onda máximo 

1 

2 

4 

5 
7

5 

8

5 
10 

11 

6

7

9 

3 



FCUP 
Alimentos funcionais ricos em compostos fenólicos na prevenção e controlo da Diabetes Mellitus 

tipo 2 

77 

 

 
 

1.1.3. Determinação da percentagem de cor polimérica 

A percentagem de cor polimérica foi determinada através do rácio entre a proporção 

de cor polimérica e a densidade de cor e foi significativamente superior na fração CFLC 

(80 % versus 30 % na fração CFL-95), sugerindo a recuperação de uma maior 

percentagem de pigmentos polimerizados através da extração sólido-líquido 

hidroalcoólica, comparativamente com a extração com água subcrítica. 

A maior percentagem de polimerização na fração CFLC tornou o extrato menos 

solúvel, facto que pode ser comprovado experimentalmente pois o extrato apresenta 

uma solubilidade em água bastante inferior comparativamente com o extrato CFL-95, o 

que por si só, já poderia ser um indicativo da existência de uma maior percentagem de 

pigmentos polimerizados. 

 

1.1.4.  Doseamento de compostos fenólicos de baixo peso 

molecular e proantocianidinas 

De acordo com os resultados presentes na Tabela 11, o teor em compostos fenólicos 

de baixo peso molecular variou entre 25 e 76 g equivalentes de ácido gálhico por mg 

de extrato para os extratos CFLC e CFL-95, respetivamente (p < 0,05). Já o seu teor em 

proantocianidinas foi de 187 e 117 g equivalentes de catequina por mg de extrato para 

os extratos CFLC e CFL-95, respetivamente (p < 0,05). 

 

1.1.5.  Determinação de proteínas e açúcares simples 

As frações de compostos fenólicos livres apresentaram um teor em proteínas perto 

dos 10 % (93 e 105 g equivalentes de BSA por mg de extrato, CFLC e CFL-95, 

respetivamente, p > 0,05). 

Estas frações também evidenciam um teor muito reduzido em açucares simples (< 1 

%), possivelmente pelos processos de purificação a que foram sujeitos (purificação em 

gel de fase reversa C18). 

 

1.1.6.   Avaliação das propriedades antioxidantes 

A avaliação das propriedades antioxidantes foi efetuada avaliando a sua capacidade 

antiradicalar e poder redutor. O extrato de compostos fenólicos livres obtido por extração 
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com água subcrítica (CFL-95) mostrou uma capacidade antiradicalar e um poder redutor 

significativamente superior comparativamente com os valores obtidos para o extrato 

obtido por extração sólido-líquido (CFLC) (25 e 6,2 M equivalentes de Trolox (DPPH e 

FRAP) versus 13,7 e 2,6 M equivalentes de Trolox (DPPH e FRAP) para os extratos 

CFL-95 e CFLC, respetivamente). 

Este resultado está de acordo com o resultado obtido no doseamento de compostos 

fenólicos, onde, um maior teor em compostos fenólicos esteve associado a uma maior 

atividade antioxidante visto que se encontra descrito na literatura que estes compostos 

são conhecidos por possuírem atividades antioxidantes consideráveis [234]. 

 

1.2. Extratos de conjugados polissacáridos-compostos 

fenólicos 

1.2.1.  Análise e quantificação do conteúdo em monossacáridos 

dos conjugados polissacáridos-compostos fenólicos 

A metodologia de extração é um aspeto fundamental para as características físico-

químicas dos conjugados polissacáridos-compostos fenólicos, podendo afetar os 

rendimentos de extração, o peso molecular e a composição química dos conjugados. 

A composição total em polissacáridos e a percentagem molar por monossacárido 

determinada nos extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos obtidos 

por extração sólido-líquido alcalina e extração com água subcrítica (ECA, ES-95 e ES-

120) encontra-se resumida na Tabela 13. 
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Tabela 13- Composição total em polissacáridos e % mol por monossacárido dos extratos de conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos (ECA, ES-95 e ES-120) 

Extrato 
Composição em polissacáridos (% mol) 1 

g.kg-1 

Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc GalA 

ECA 1 ± 0 1 ± 0 9 ± 0 1 ± 0 1 ± 1 4 ± 1 4± 1 79 ± 3 687 ± 4 

ES-95 1 ± 0 - 20 ± 1 2 ± 0 5 ± 1 8 ± 1 7 ± 1 57 ± 2 648 ± 3 

ES-120 1 ± 0 - 2 ± 0 - 9 ± 0 4 ± 0 27 ± 1 58 ± 1 608 ± 4 

1Rha: ramnose, fuc: fucose, ara: arabinose, xyl: xilose, man: manose, gal: galactose, glc: glucose,galA: 

ácido galacturónico 

 

De acordo com os resultados obtidos, foi possível observar que os extratos de 

conjugados polissacáridos-compostos fenólicos são constituídos maioritariamente por 

polissacáridos, entre os 61 e os 69 %, sendo o extrato obtido por extração convencional, 

o extrato com a maior quantidade de carboidratos, em massa de extrato. Para as 3 

frações, o ácido galacturónico é o monossacárido mais abundante, seguido da 

arabinose e da galactose, característicos da presença de polissacáridos pécticos. 

Comparativamente com o extrato obtido por extração sólido-líquido alcalina, não foi 

detetado fucose na composição dos extratos obtidos por água subcrítica. Estes extratos 

apresentaram também uma % molar significativamente superior de monossacáridos 

neutros, nomeadamente arabinose no extrato ES-95 e glucose no extrato ES-120. A 

maior % molar de açúcares neutros (arabinose e galactose) comparativamente com a 

% molar de ácido galacturónico parece sugerir a maior proporção de cadeias laterais 

neutras nos extratos recuperados por extração com água subcrítica a 95ºC (compatível 

com uma maior ramificação). A extração a temperaturas superiores e em condições 

acídicas parece ter promovido a hidrólise das ligações glicosídicas das cadeias laterais 

neutras (mais lábeis) que por serem solúveis em álcool, podem ter sido perdidas durante 

o processo de precipitação com metanol. Por outro lado, esta hidrólise promoveu a 

extração e recuperação de cadeias ricas em glucose. 
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1.2.2.  Doseamento de compostos fenólicos 

O teor em compostos fenólicos recuperados foi significativamente inferior do que se 

observou no caso dos extratos de compostos fenólicos livres, não se verificando 

diferenças significativas entre os três extratos (aproximadamente 10 %). 

O valor obtido para o extrato ECA é inferior ao valor referenciado na literatura para 

conjugados polissacáridos-compostos fenólicos provenientes da planta 

Pseuderanthemum palatiferum obtidos com NaOH 0,1 M (aproximadamente 22 %) 

[148]. Também os valores dos extratos ES-95 e ES-120 são inferiores ao valor 

referenciado na literatura para conjugados obtidos por extração líquida pressurizada 

(extração realizada com água a 150ºC) (aproximadamente 17 %) [148]. 

 

1.2.3.  Determinação de proteínas 

As frações de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos, apresentaram um teor 

muito reduzido em proteínas, cerca de 1 %, sendo este significativamente superior para 

o extrato ES-120, comparativamente com o extrato obtido por extração sólido-líquido 

alcalina. 

O valor obtido para o extrato ECA é inferior ao valor referenciado na literatura para 

conjugados provenientes da planta Pseuderanthemum palatiferum através da 

metodologia convencional (aproximadamente 2,1 %) e o mesmo se verifica para os 

extratos ES-95 e ES-120 comparativamente com o valor descrito para estes mesmos 

conjugados obtidos por extração líquida pressurizada (extração com água, realizada a 

150ºC) (aproximadamente 1,3 %)  [148]. 

 

1.2.4.  Avaliação das propriedades antioxidantes 

Os extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos evidenciaram uma 

atividade antioxidante superior comparativamente com os extratos de compostos 

fenólicos livres, possivelmente como resultado do teor em compostos fenólicos e 

polissacáridos presentes nestas frações. À semelhança dos compostos fenólicos, os 

polissacáridos também são conhecidos pelo seu poder antioxidante [235]. 

Relativamente à capacidade antiradicalar, o potencial de redução do radical DPPH foi 

semelhante para os extratos obtidos por extração subcrítica (p > 0,05) mas 

significativamente superior ao extrato obtido por extração sólido-líquido alcalina. Na 
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avaliação do poder redutor, todos os extratos apresentaram uma atividade 

significativamente semelhante entre si (p > 0,05). 

 

1.2.5.  Recuperação e caracterização dos compostos fenólicos 

presentes nos conjugados polissacáridos-compostos 

fenólicos 

De forma a caracterizar a fração fenólica presentes nos conjugados polissacáridos-

compostos fenólicos (ECA, ES-95 e ES-120), foi efetuada uma hidrólise ácida a 85ºC. 

Os espetros UV-Vis antes e após o aquecimento encontram-se representados na Figura 

11. 

 

 

Figura 11- Espetros UV-Vis obtidos antes (A) e após o aquecimento (B) para o extrato alcalino convencional 

(ECA), extrato subcrítico a 95ºC (ES-95) e extrato subcrítico a 120ºC (ES-120). 

 

Nos espetros UV-Vis obtidos, foi possível observar uma banda de absorção pertos dos 

280 nm por parte de todos os conjugados polissacáridos-compostos fenólicos, sendo 

estes mais intensos no caso dos extratos ECA e ES-95, antes do aquecimento. Esta 

banda é característica da presença de compostos fenólicos, nomeadamente, de 

flavanóis e ácidos hidroxibenzóicos [236]. Após o aquecimento, esta banda mantém-se 

para as frações ECA e ES-95, havendo, contudo, um aumento no extrato ES-120. Este 

aumento poderá indicar a libertação de compostos fenólicos mais fortemente adsorvidos 

com o aquecimento. 

No espetro obtido antes do aquecimento, observa-se, ainda, uma banda na zona dos 

520 nm no extrato ES-95 e ES-120 (menos significativa). Após o aquecimento, 

observou-se um aumento da intensidade desta banda, para os extratos obtidos por 

extração com água subcrítica. Este incremento poderá dever-se ao facto de, após 

A B 
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aquecimento, em meio ácido, ter ocorrido a decomposição das proantocianidinas, 

possivelmente também presentes nestes extratos, originando as antocianidinas 

correspondentes (cianidina e delfinidina) de cor vermelha [37]. Este resultado pode, 

ainda, ser confirmado visualmente (Figura 12), observando-se o aumento da cor 

vermelha das soluções obtidas por extração subcrítica, comparativamente com o que 

se observava antes do aquecimento. 

 

 

Figura 12- Extrato alcalino convencional (ECA), extrato subcrítico a 95ºC (ES-95) e extrato subcrítico a 

120ºC (ES-120), antes (A) e após o aquecimento (B) na hidrólise ácida. 

 

A análise por HPLC-DAD e LC-DAD/ESI-MS destas frações após o aquecimento 

mostrou o aparecimento de três picos cromatográficos, previamente ausentes (Figura 

13). A análise de LC-DAD/ESI-MS revelou a presença das antocianidinas derivadas da 

delfinidina, cianidina e malvidina (ião molecular m/z 303, 287 e 331, respetivamente). 

Enquanto a presença das agliconas da cianidina e da delfinidina poderão ser um 

artefacto da hidrólise ácida, a presença da aglicona da malvidina é uma indicação da 

presença desta antocianina (ou de outras antocianinas aciladas derivadas desta) nos 

extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos. 

Para o extrato obtido por extração sólido-líquido convencional (ECA), com o 

aquecimento não se verificou qualquer alteração do espetro UV-vis na zona dos 520 

nm, surgindo apenas um pequeno pico cromatográfico na análise por HPLC-DAD, 

sugerindo a ausência de antocianinas neste extrato (Figura 13).  

A B 
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Figura 13- Cromatogramas de LC-DAD/ESI-MS dos extratos após hidrólise (A) ECA, (B) ES-95 e (C) ES-

120, respetivamente, onde 1- delfinidina, 2- cianidina e 3- malvidina. 

3 
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2. Avaliação do potencial antidiabético das frações 

2.1. Ensaios de inibição enzimática 

Uma das estratégias selecionadas para restringir as alterações metabólicas 

relacionadas com a hiperglicemia e a Diabetes Mellitus tipo 2 inclui a inibição de enzimas 

que metabolizam carboidratos, nomeadamente a α-amilase e a α-glucosidase. Neste 

sentido, foram realizados ensaios com estas duas enzimas de modo a estudar o impacto 

que os extratos obtidos tiveram na sua atividade. Como controlo positivo foi utilizada a 

acarbose, um inibidor competitivo de ambas as enzimas [237]. 

 

2.1.1.  Enzima pancreática α-amilase 

A percentagem de inibição da atividade da α-amilase foi determinada em função de 

diferentes concentrações de controlo positivo (acarbose) ou de extratos de compostos 

fenólicos livres (10-100 g.mL-1) e de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos 

(1000-2150 g.mL-1 (ECA) e 100-1500 g.mL-1  (ES-95 e ES-120))  (Figura 14), 

calculando os  valores de IC50 através de uma curva de regressão logarítmica. Os 

valores determinados de IC50 encontram-se resumidos na Tabela 14. 

 

Tabela 14- Valores de IC50 determinados na inibição enzimática da enzima pancreática α-amilase. Os 

resultados são expressos como média ± EPM. * , p < 0,05, diferenças significativas entre o valor obtido para 

os extratos e o controlo positivo (acarbose); p < 0,05, letras diferentes entre tipos de extratos (compostos 

fenólicos livres ou conjugados polissacáridos-compostos fenólicos) representam diferenças 

estatisticamente significativas 

 Acarbose 

Extratos de compostos 

fenólicos 

Extratos de conjugados polissacáridos-

compostos fenólicos 

CFLC CFL-95 ECA ES-95 ES-120 

IC50 

(g.mL-1) 
2,5 ± 0,1 25 ± 1 * ,a 27,5 ± 0,9 * ,a 2139 ± 13 * , b 572 ± 22 * , c 939 ± 37 *, d 

 

De um modo geral, os extratos de compostos fenólicos e conjugados polissacáridos-

compostos fenólicos apresentaram um efeito dependente da concentração testada. Os 

extratos CFLC e CFL-95 apresentaram um valor de IC50 de 25 e 27,5 g.mL-1, 

respetivamente (p > 0,05), significativamente superior ao valor determinado para o 
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controlo positivo (2,5 g.mL-1). O valor obtido neste trabalho foi da mesma ordem de 

grandeza de outros estudos descritos na literatura (IC50 de 21 g.mL-1 para um extrato 

rico em compostos fenólicos proveniente da framboesa) [238]. 

A atividade inibitória que os compostos fenólicos possuem na enzima encontra-se 

fortemente associada à estrutura fenólica molecular e, particularmente, no caso da 

classe dos flavonóides, a presença nas posições 5, 6, 7 (anel A) e 4’ (anel B) de grupos 

hidroxilo é capaz de elevar a inibição que os compostos possuem [239]. Tal resultados 

pode ser devido ao papel significativo que os grupos hidroxilo exercem na formação de 

pontes de hidrogénio no centro ativo da enzima [239]. 

Foi possível verificar que a extração com água subcrítica não modificou as 

propriedades inibitórias dos compostos fenólicos, comparativamente com o extrato 

recuperado por extração sólido-líquido, apesar do teor em compostos fenólicos totais 

presente no extrato CFL-95 ser superior. A semelhança na atividade inibitória por parte 

do extrato CFLC, apesar do teor em compostos fenólicos diferir, poderá estar 

relacionada com o seu grau de polimerização pois já se encontra descrito que os 

compostos fenólicos altamente polimerizados possuem uma forte inibição na enzima α-

amilase [240]. 

Relativamente aos extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos ECA, 

ES-95 e ES-120, estes apresentaram um valor de IC50 significativamente superior (2139, 

572 e 939 g.mL-1, ECA, ES-95 e ES-120, respetivamente) aos valores obtidos para o 

controlo e para os extratos de compostos fenólicos livres (Tabela 14). Para além dos 

extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos possuírem um teor em 

compostos fenólicos inferior ao dos extratos de compostos fenólicos lives, o tipo de 

compostos adsorvidos nas frações de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos 

poderá ser diferente dos compostos fenólicos livres presentes nas frações livres, 

afetando deste modo, a sua capacidade sua inibição e, consequentemente, 

aumentando o valor de IC50. 

De uma forma geral, os extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos 

obtidos por extração subcrítica atuam como melhores inibidores comparativamente ao 

extrato alcalino convencional. Ao contrário do que se verificou com os extratos de 

compostos fenólicos livres, a metodologia de extração teve influência na atividade 

inibitória destes extratos e, dado que o método de extração afetou a proporção química 

de monossacáridos, esta diferença pode ter afetado a capacidade de interagir com a 

enzima. Ainda, a presença de famílias diferentes de compostos fenólicos adsorvidos ou 
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variações do peso molecular destas frações provocada pelos diferentes processos de 

extração poderá ter tido influência. 

Num estudo publicado por Sun et al. (2017), foi avaliado o efeito que três 

polissacáridos solúveis teriam na atividade inibitória dos compostos fenólicos do chá na 

enzima α-amilase pancreática [241]. De acordo com este estudo, foi demonstrado que 

os polissacáridos diminuem a atividade inibitória dos compostos fenólicos para esta 

enzima [241]. Neste estudo, sugere-se que há um equilíbrio de interação entre os 

compostos fenólicos, os polissacáridos e a enzima, sendo que os compostos fenólicos 

do chá se podem ligar tanto à α-amilase como aos polissacáridos solúveis [241]. Neste 

sentido, a ligação dos compostos fenólicos aos polissacáridos também poderá ter 

afetado a ligação à centro ativo da enzima e consequentemente a atividade inibitória ser 

inferior. 

A inibição da α-amilase por conjugados compostos fenólicos-proteínas-polissacáridos 

já se encontra descrita na literatura (IC50 varia entre de 69,98 e 509,62 g.mL-1, 

consoante o método de extração aplicada aos conjugados extraídos da planta Hovenia 

dulcis, estando incluídas as extrações com água pressurizada, extração assistida por 

micro-ondas, ultrassom e água quente) [145]. Apesar do tipo de conjugados e da matriz 

vegetal não ser a mesma, o valor de IC50 obtido para o extrato ES-95 foi inferior aos 

resultados descritos, enquanto, os valores de IC50 obtidos para os extratos ECA e ES-

120 são superiores, mostrando, mais uma vez, que a metodologia de extração teve 

influência na atividade inibitória destes extratos. 

De um modo geral o efeito inibitório da atividade da α-amilase diminui na ordem 

acarbose > CFLC ≈ CFL-95 > ES95 > ES120 > ECA. 
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Figura 14-
 
Percentagem de inibição enzimática (α-amilase) na presença do controlo positivo (A), CFLC (B), 

CFL-95 (C), ECA (D), ES-95 (E) e ES-120 (F). Os resultados são expressos como média ± EPM (n=9).
 

 

2.1.2.  Enzima α-glucosidase 

O efeito dos compostos fenólicos e dos conjugados polissacáridos-compostos 

fenólicos foi também testado na inibição da α-glucosidase, tendo estes extratos 

apresentado um efeito dependente da concentração testada. A percentagem de inibição 

da atividade da α-glucosidase foi determinada em função de diferentes concentrações 

de controlo positivo (acarbose) ou de extratos de compostos fenólicos livres (0,10-0,90 

g.mL-1) e de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos (1-7 g.mL-1 (ECA) e 1-3 

g.mL-1 (ES-95 e ES-120)) (Figura 15), calculando os valores de IC50 através de uma 

curva de regressão logarítmica. Os resultados referentes aos valores de IC50 obtidos 

para a inibição da α-glucosidase encontram-se na Tabela 15. 
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Tabela 15- Valores de IC50 determinados na inibição enzimática da enzima α-glucosidase. Os resultados 

são expressos como média ± EPM. *,  p < 0,05, diferenças significativas entre o valor obtido para o extrato 

e o controlo positivo (acarbose); p < 0,05, letras diferentes entre tipos de extratos (compostos fenólicos 

livres ou conjugados polissacáridos-compostos fenólicos), representam diferenças estatisticamente 

significativas. 

 Acarbose 

Extratos de compostos 

fenólicos 

Extratos de conjugados polissacáridos-

compostos fenólicos 

CFLC CFL-95 ECA ES-95 ES-120 

IC50 

(g.mL-1) 
123 ± 7 0,48 ± 0,02 *, a 0,45 ± 0,02 *, a 2,7 ± 0,1 *, b 4,0 ± 0,2 *, c 5,2 ± 0,1 *, d 

 

De acordo com o valor de IC50 determinado, quando a enzima presente na mistura 

reacional é a α-glucosidase, em detrimento da α-amilase, é necessária uma 

concentração muito superior de acarbose para se atingir metade da concentração 

inibitória máxima e este resultado vai ao encontro do que tem sido descrito na literatura 

[199]. 

Os extratos CFLC e CFL-95 apresentaram um valor de IC50 de 0,48 e 0,45 g.mL-1, 

valores esses significativamente mais baixos que o valor determinado para o controlo. 

O facto de ser necessária uma concentração inferior para inibir a enzima α-glucosidase 

comparativamente com a acarbose (fármaco habitual no controlo da hiperglicemia) 

releva o efeito acentuado de inibição destas frações, tornando-se um fator de 

valorização destes extratos. Não se verificaram diferenças estatisticamente 

significativas na capacidade inibitória dos dois extratos obtidos por extração sólido-

líquido e por água subcrítica. Os extratos terem inibido de forma mais eficiente a α-

glucosidase do que a α-amilase, o que vai ao encontro do que já foi descrito na literatura 

[242]. 

À semelhança do que se encontra descrito para a α-amilase, a atividade inibitória de 

compostos fenólicos na atividade da α-glucosidase é igualmente conhecida (IC50 de 20 

g.mL-1 para um extrato rico em compostos fenólicos proveniente da groselha preta) 

[243]. Os valores de IC50 determinados neste trabalho são bastante inferiores ao valor 

determinado no trabalho referenciado. 

Os extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos ECA, ES-95 e ES-120 

apresentaram um valor de IC50 de 2,7, 4,0 e 5,2 g.mL-1, sendo estes valores 

significativamente inferiores ao valor obtido para o controlo (acarbose), mas mais 



FCUP 
Alimentos funcionais ricos em compostos fenólicos na prevenção e controlo da Diabetes Mellitus 

tipo 2 

89 

 

 
 

elevados que os valores de IC50 determinados para os compostos fenólicos. À 

semelhança do que se verificou com os extratos de compostos fenólicos livres, o facto 

de ser necessária uma concentração muito baixa para inibir a enzima α-glucosidase 

comparativamente com o controlo, constitui um fator de valorização para os extratos, 

demonstrando o seu potencial. 

A inibição da α-glucosidase por conjugados compostos fenólicos-proteínas-

polissacáridos já se encontra descrita na literatura com o IC50 determinado variando de 

16,10 a 36,23 g.mL-1, consoante o método de extração aplicado aos conjugados da 

planta Hovenia dulcis [145]. 

Tal como observado na atividade da α-amilase, os valores de IC50 determinados para 

os conjugados polissacáridos-compostos fenólicos são estatisticamente superiores aos 

obtidos para os extratos de compostos fenólicos livres. No entanto, neste estudo, o 

extrato que melhor atuou como inibidor da enzima α-glucosidase foi o extrato obtido por 

extração sólido-líquido alcalina (ECA), mostrando uma vez mais que a metodologia de 

extração afetou a bioatividade das frações. 

De acordo com a literatura, um estudo realizado por Rasouli et al. (2017), demonstrou 

que relativamente à enzima α-glucosidase, compostos como a epicatequina, o ácido 

ferúlico, o ácido cafeico, a quercetina, a cianidina, a hesperetina, o resveratrol e o ácido 

siríngico, revelaram elevadas afinidades para interagir com o centro ativo da enzima α-

glucosidase  [244]. Relativamente à enzima α-amilase, dentro dos compostos fenólicos 

estudados, apenas  a pelargonidina, a catequina, o kaempferol, a silibinina e a 

hesperetina revelou possuírem um elevado potencial para interagir com o centro ativo 

desta enzima [244]. 

Assim, o facto dos extratos obtidos neste trabalho possuírem uma atividade de inibição 

da α-glucosidase mais elevada que a α-amilase, poderá estar relacionado com o tipo de 

compostos fenólicos presentes nos extratos. Provavelmente, estes compostos 

pertencem às classes das antocianidinas, flavononas, flavan-3-óis e flavonóis, visto que 

são as classes mais favoráveis mencionadas no estudo referenciado anteriormente. 

Outro facto relevante deste ensaio é os valores obtidos serem bastante inferiores ao 

do controlo positivo do ensaio, a acarbose, e estes extratos poderem atuar como 

melhores inibidores da α-glucosidase do que o fármaco disponível atualmente. 

De um modo geral o efeito inibitório da atividade da α-glucosidase diminui na ordem 

CFL-95 ≈ CFLC > ECA > ES95 > ES120 > acarbose. 
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Figura 15- Percentagem de inibição enzimática (α-glucosidase) na presença do controlo positivo (A), CFLC 

(B), CFL-95 (C), ECA (D), ES-95 (E) e ES-120 (F). Os resultados são expressos como média ± EPM (n=9) 

 

2.2. Avaliação da atividade de antiglicação 

A glicação de proteínas e a acumulação dos produtos finais de glicação contribuem 

para a patogénese associada a pacientes com Diabetes. Neste sentido, foi também 

avaliado o potencial de antiglicação dos extratos de compostos fenólicos livres e de 

conjugados polissacáridos-compostos fenólicos obtidos por extração sólido-líquido e 

água subcrítica, como forma a controlar a produção destes produtos. A percentagem de 

inibição da formação de AGEs foi determinada em função de diferentes concentrações 

de controlo positivo (aminoguanidina) ou de extratos de compostos fenólicos livres (50-

2500 g.mL-1 (CFLC) e 250-2500 g.mL-1 (CFL-95)) e de conjugados polissacáridos-

compostos fenólicos (250-2500 g.mL-1 (ECA e ES-95) e 250-3500 g.mL-1 (ES-120)) 

(Figura 16), calculando os valores de IC50 através de uma curva de regressão 

logarítmica. Na Tabela 16 encontram-se descritos os valores de IC50 obtidos nos 

ensaios de antiglicação. 

 

 



FCUP 
Alimentos funcionais ricos em compostos fenólicos na prevenção e controlo da Diabetes Mellitus 

tipo 2 

91 

 

 
 

Tabela 16- Valores de IC50 determinados na inibição da formação de produtos de glicação avançada. Os 

resultados são expressos como média ± EPM. *, p < 0,05, diferenças significativas entre o valor obtido para 

o extrato e o controlo; a, b, p < 0,05, Letras diferente entre tipos de extratos  de compostos fenólicos livres 

representam diferenças estatisticamente significativas; c,d, p < 0,05, Letras diferentes entre tipos de extratos 

de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos, representam diferenças estatisticamente significativas 

 

Amino- 

guanidin

a 

Extratos de compostos 

fenólicos 

Extratos de conjugados polissacáridos-

compostos fenólicos 

CFLC CFL-95 ECA ES-95 ES-120 

IC50 

(g.mL-1) 
230 ± 12 571 ± 32 * , a 209 ± 21 b 1036 ± 79 * , c 1270 ± 65 * , c 5129 ± 594 * ,d 

 

A inibição da formação dos produtos de glicação avançada foi inicialmente testada na 

presença de aminoguanidina (controlo positivo), um inibidor sintético da glicação [245]. 

O valor de IC50 determinado (229,5 g.mL-1), a partir da % de inibição em função de 

concentrações crescentes de aminoguanidina (Figura 16) é ligeiramente menor que o 

valor descrito na literatura para conjugados da planta Hovenia dulcis (308 g.mL-1) [199]. 

Os extratos CFLC e CFL-95 apresentaram um valor de IC50 de 570,8 e 208,7 g.mL-1, 

respetivamente, sendo o valor determinado para o extrato CFL-95 semelhantes ao 

controlo positivo (p > 0,05). 

Estes extratos de compostos fenólicos poderão ter um papel fundamental na inibição 

de formação dos AGEs. Para além das condições de hiperglicemia já mencionadas, há 

indícios crescentes que outras causas exercem papeis cruciais na formação dos AGEs, 

como é o caso dos níveis elevados de espécies reativas de oxigénio, oxidação e stress 

oxidativo [246]. Quando se está perante condições de stress oxidativo, a cascata de 

formação de espécies reativas de oxigénio provoca, dentro das células, um desequilíbrio 

na quantidade de oxidantes que estimula a auto-oxidação da glucose, levando à 

formação dos produtos finais de glicação avançada [247]. 

Os extratos CFLC e CFL-95 possuem uma grande quantidade de compostos fenólicos 

e encontra-se descrito que, in vitro, estes compostos possuem uma forte atividade 

antioxidante e têm a capacidade de eliminar uma vasta gama de espécies reativas e 

reduzir a sua atividade pró-oxidante [248]. Assim, o teor de compostos fenólicos nos 

extratos e a consequente capacidade antioxidante, poderá explicar o valor obtido neste 

ensaio. Este aspeto é particularmente relevante para a fração de compostos fenólicos 

livres obtida por extração com água subcrítica, cujo potencial de antiglicação poderá 
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estar associado à sua elevada atividade antioxidante em comparação com os restantes 

extratos. 

O facto do valor obtido para o extrato CFL-95 não ser significativamente diferente da 

aminoguanidina constitui um fator de grande valorização do extrato visto que o seu valor 

de IC50 é o mesmo, mas o extrato é proveniente de uma fonte vegetal que foi obtido 

através de uma metodologia verde. O valor de IC50 descrito na literatura para um extrato 

de compostos fenólicos proveniente do gengibre foi de 285 g.mL-1, sendo este valor 

ligeiramente superior ao valor obtido para o extrato CFL-95 [249]. 

Os extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos ECA, ES-95 e ES-120 

apresentaram um valor de IC50 estatisticamente superior ao valor obtido para o controlo 

positivo (1036,0 , 1270 e 5129 g.mL-1, ECA, ES-95 e ES-120, respetivamente). 

O facto dos extratos de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos possuírem 

uma atividade de antiglicação inferior ao que foi observado para os extratos de 

compostos fenólicos livres poderá não estar relacionado com a sua atividade 

antioxidante, mas com outros mecanismos de antiglicação. De entre os mecanismos 

propostos para os compostos fenólicos encontra-se a redução da produção da base 

Schiff e produtos Amadori (produtos intermediários na formação de AGEs) e, 

consequentemente, a formação de grupos dicarbonil [204, 250]. A inibição da formação 

destes produtos intermediários também se verificou com polissacáridos, à semelhança 

dos compostos fenólicos [251, 252]. 

A formação de AGEs não é apenas intensificada na presença de stress oxidativo, mas 

também na presença de stress carbonílico [253]. A redução dos níveis de compostos 

carbonílicos ativos representa um dos principais mecanismos envolvidos na inibição da 

formação de AGEs [254]. Assim, este poderá ser um dos mecanismos responsável pela 

atividade de antiglicação apresentada pelos conjugados compostos fenólicos-

polissacáridos. 

A atividade de antiglicação por conjugados compostos fenólicos-proteínas-

polissacáridos já se encontra descrita na literatura (IC50 varia entre 710 a 1490 g.mL-1, 

consoante o método de extração aplicada aos conjugados da planta Hovenia dulcis) 

[145]. O valor dos extratos ECA e ES-95 encontram-se neste intervalo, mas o valor do 

extrato ES-120 é superior. 
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Figura 16- Percentagem de inibição da formação de produtos de glicação avançada na presença do 

controlo positivo (A), CFLC (B), CFL-95 (C), ECA (D), ES-95 (E) e ES-120 (F). Os resultados são expressos 

como média ± EPM (n=9). 

 

2.3. Estudo de transporte: uptake de glucose 

O impacto dos extratos ricos em compostos fenólicos livres (CFL-95) e conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos (ES-95), no transporte transepitelial de glucose foi 

avaliado simulando o estado alimentado (25 mM glucose), através de um modelo in 

vitro, usando a  linha celular intestinal C2BBe1, clone da Caco-2. 

De forma a validar o estudo de transporte, realizou-se um ensaio de fluorescência, em 

que as células foram incubadas com uma sonda de passagem paracelular, Lucifer 

yellow. De acordo com o descrito, as células teriam de transportar menos de 5 % do 

Lucifer yellow para o lado basolateral para validar a barreira celular formada. O valor 

médio obtido foi de 0,55 ± 0,04 %, o permitiu validar todas as amostras [255]. 

Na ausência dos extratos de compostos fenólicos livres ou de conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos (CFL-95 e ES-95, respetivamente) a eficiência de 

transporte da glucose foi de 8,1 ± 0,8 %. Este valor está de acordo com o valor 

determinado em estudos anteriores [256]. 
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Na presença dos extratos, observou-se uma redução estatisticamente significativa da 

eficiência de transporte, comparativamente como o controlo (tampão Hanks), 

traduzindo-se num menor transporte de glucose (Figura 17). A eficiência de transporte 

obtida para os extratos de compostos fenólicos livres foi de 2,6 ± 0,1 %. Esta redução 

da bioacessibilidade de glucose, comparativamente com o controlo, foi de encontro ao 

esperado, pois já se encontra descrito que, in vitro, os compostos fenólicos inibem o 

transporte de glucose [257]. Mais especificamente, um estudo relatou que devido, 

essencialmente, à interação com o transportador GLUT2, estes compostos inibiram o 

transporte de glucose [258]. Além deste transportador, também há estudos com o 

transportador SGLT1 e os compostos fenólicos [259]. 

Já na presença do extrato de conjugados polissacáridos-compostos fenólicos, a 

eficiência de transporte foi ainda menor, tendo-se observado um valor de 1,2 ± 0,3 %. 

Deste modo, os conjugados polissacáridos-compostos fenólicos poderão impedir a 

passagem de glucose devido à interação dos mesmos com as membranas celulares 

dado a complexidade deste extrato. Além disto, esta diminuição da eficiência de 

transporte poderá também ser resultado de um possível impedimento físico. 

 

 

Figura 17- Eficiência de transporte (%) na ausência (controlo C) e na presença dos extratos ricos em 

compostos fenólicos livres (CFL-95) e em conjugados polissacáridos-compostos fenólicos (ES-95) obtidos 

por extração subcrítica a 95ºC. Os resultados foram expressos como média ± EPM. *, p < 0,05, diferenças 

estatisticamente significativas entre os extratos e o controlo. # , p < 0,05, diferenças estatisticamente 

significativas entre os extratos. 
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Conclusões e perspetivas futuras 

Os alimentos funcionais têm sido cada vez mais procurados pelo consumidor, existindo 

assim, um interesse progressivo em identificar fontes ricas em compostos bioativos com 

o objetivo de desenvolver e produzir ingredientes e alimentos funcionais. Neste sentido, 

os subprodutos agroalimentares possuem um elevado potencial devido ao seu elevado 

teor em compostos bioativos. Estes subprodutos vegetais são muitas vezes 

desprezados, mas a extração de compostos destes resíduos, para além de constituir 

um reaproveitamento da matriz, evita o desperdício e a acumulação de resíduos. 

Neste trabalho foi possível obter extratos ricos em compostos fenólicos livres e 

conjugados polissacáridos-compostos fenólicos a partir de um subproduto da indústria 

vitivinícola, o bagaço de uva tinta recorrendo à extração sólido-líquido e à extração com 

água subcrítica.  

Os extratos de compostos fenólicos livres caracterizaram-se por possuírem um 

elevado teor em compostos fenólicos. Os extratos de conjugados polissacáridos-

compostos fenólicos apresentaram uma percentagem elevada em polissacáridos, 

formados por ramnose, fucose, arabinose, xilose, manose, galactose, glucose e ácido 

galacturónico e cerca de 10% de compostos fenólicos. 

Nos ensaios de inibição enzimática com a α-amilase, verificou-se uma atividade 

inibitória por parte de ambos os extratos. No entanto, os extratos de compostos fenólicos 

livres exibiram uma maior atividade inibitória, não tendo a metodologia de extração 

influenciado esta atividade, não se tendo verificado o mesmo nos conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos. Assim, verificou-se que o efeito inibitório da 

atividade da α-amilase diminui na ordem acarbose > CFLC ≈ CFL-95 > ES95 > ES120 

> ECA. 

A inibição da α-glucosidase foi igualmente observada na presença dos extratos de 

compostos fenólicos livres cuja metodologia de extração não influenciou a sua atividade. 

O mesmo não se verificou com os extratos de conjugados polissacáridos-compostos 

fenólicos. Assim, verificou-se que o efeito inibitório da atividade da α-glucosidase diminui 

na ordem CFL-95 ≈ CFLC > ECA > ES95 > ES120 > acarbose. Uma observação 

relevante deste ensaio é que as concentrações dos extratos, em geral, são bastante 

inferiores às obtidas no ensaio com a α-amilase. 

Nos ensaios de antiglicação, destacou-se o extrato de compostos fenólicos obtido por 

extração subcrítica, que possuiu um valor de antiglicação semelhante ao valor obtido 
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para o controlo positivo do ensaio, a aminoguanidina, sendo que, este resultado constitui 

um fator de valorização do extrato obtido. 

Por sua vez, no ensaio de transporte de glucose realizado in vitro, tanto o extrato de 

compostos fenólicos livres como os conjugados polissacáridos-compostos fenólicos, 

exibiram uma redução na eficiência do transporte de glucose tendo sido mais notória a 

diminuição da eficiência de transporte no caso dos conjugados polissacáridos-

compostos fenólicos, o que valoriza essa fração. 

De um modo geral, a metodologia de extração com água subcrítica, permitiu obter dois 

tipos de frações com propriedades biológicas semelhantes ou melhores 

comparativamente com a extração sólido-líquido. Cada uma das frações pode ser 

aplicada com finalidades diferentes dado que a fração de compostos fenólicos livres 

atua como melhor inibidor enzimático e possui uma melhor atividade de antiglicação que 

os conjugados polissacáridos-compostos fenólicos e estes, por sua vez, possibilitam 

uma redução na eficiência do transporte de glucose. 

Como experiências futuras, seria interessante determinar quais os compostos 

fenólicos individuais presentes nos extratos obtidos com o objetivo de perceber quais 

os compostos bioativos que possuem efeitos inibitórios nas enzimas digestivas. Como 

já foi realizado um estudo de transporte de glucose simulando o estando alimentado, 

seria interessante realizar um estudo de transporte simulando o estado de jejum. Seria, 

ainda, interessante realizar estudos sobre a bioacessibilidade de forma a perceber a 

fração dos compostos que é libertada durante a digestão que posterior se encontra 

disponível para absorção. Além disso, poderão ser realizados estudos de simulação do 

colon para entender o impacto do microbiota na degradação dos conjugados 

polissacáridos-compostos fenólicos e posterior caracterização após incubação.  
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