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Resumo

As plantas alimentares ndo convencionais (PANCs) apresentam-se como uma
alternativa vidvel e eficiente para a substituicdo dos produtos alimentares que
consumimos hoje em dia. A sua aplicabilidade é praticamente ilimitada devido a sua
potencialidade e caracteristicas nutricionais, quimicas, fisicas, e bioldgicas, mas também
por ndo competir com outras matrizes vegetais usadas para a alimentagdo humana. Attalea
speciosa (Mart. Ex Spreng — Babacu) é uma palmeira da familia boténica Arecaceae
encontrada no Brasil. O mesocarpo de babacu (MB) representa cerca de 20,4% do fruto,
sendo a maior parte utilizada para fabrico de racdo animal. Neste sentido, este trabalho
visou aprofundar o estudo sobre a sua caraterizacdo nutricional pelos métodos AOAC, e
determinacdo, por métodos cromatogréficos, dos teores em agucares livres (HPLC-RI),
acidos gordos (GC-FID), acidos organicos (UPLC-DAD) e compostos fenélicos (HPLC-
DAD/ESI(MS); tendo sido também avaliada a atividades antioxidante, antimicrobiana,
anti-inflamatoria e citotoxicidade do seu extrato hidroetanolico. Tendo em vista sua a
possivel aplicacdo industrial, foram desenvolvidos produtos de panificacdo (paes) e de
pastelaria (waffles) com substituicdes de 12, 18 e 24% da farinha de trigo pela farinha do
mesocarpo de babacu, nos quais foram estudadas as propriedades fisicas e de cor, assim
como avaliado o seu perfil nutricional, quimico e bioativo.

A farinha do mesocarpo de babagu apresentou os hidratos de carbono como os
principais macronutrientes, assim como revelou um alto conteddo em é&cidos gordos
saturados, sobretudo 4&cidos palmitico e estearico. Relativamente aos compostos
fenolicos, foram tentativamente identificados seis flavan-3-6is (derivados de catequina e
epicatequina) e trés flavondis (O-glicosilados derivados de quercetina), representado o
grupo dos flavan-3-06is 99% da composicao fendlica total. Ainda no extrato hidroetanolico
foi possivel observar ICso 99 e 75% mais eficazes que os controlos positivos utilizados
para os ensaios de TBARS e OxHLIA, respetivamente, assim como revelou capacidade
citotoxica contra todas as linhas celulares tumorais testadas. Infelizmente, apresentou
toxicidade contras as linhas PLP2 e VERO, e a atividade antimicrobiana, apesar de
existente, revelou valores mais elevados que os controlos positivos testados.

Em ambos os produtos desenvolvidos, fortificados com farinha do mesocarpo de
babacu, foi possivel observar uma significativa melhoria do perfil nutricional, quando
comparada com o péao controlo (100% farinha de trigo), sobretudo no aumento de acidos

gordos poliinsaturados, boa atividade antioxidante (tendo sido novamente valores mais
vii



baixos do que os do controlo) e auséncia de atividade hepatotdxica (importante na
validagdo da farinha para usos alimentares).

A formulacdo de pdo com percentagem de substituicao de 24% foi a que apresentou
maior semelhanca com o pao controlo relativamente a aspectos nutricionais, no entanto
em relacdo aos parametros fisicos foi 0 que apresentou maior discrepancia, sobretudo ao
nivel do volume especifico, textura e ao parametro de cor L* (luminosidade) tendendo
para uma coloracdo mais escura e opaca. Foi ainda a formulacdo que apresentou menor
percentagem de envelhecimento (70%) durante todo o ensaio. Em relacdo aos waffles
desenvolvidos, foi também a formulacdo com percentagem de substituicdo de 24% que
apresentou uma coloracdo mais semelhante a da farinha de MB, no entanto apresentou
um decréscimo de volume especifico, de aproximadamente 28%. Tendo sido o waffle
controlo que apresentou menor taxa de envelhecimento apos 7 dias de armazenamento.

Este estudo permitiu apresentar resultados inovadores em relacdo a caracterizacao
nutricional, quimica e bioativas tanto do mesocarpo do babagu em si, quanto dos produtos
elaborados a partir dele, apresentando grande potencial para serem aplicadas na industria
alimentar, entretanto ainda ha muito o que explorar, especialmente em preparacdes que

ainda ndo utilizam ingredientes ndo convencionais.

Palavras-chave: Planta alimentar ndo convencional (PANC); composicdo centesimal;

composi¢do quimica; propriedades bioativas; panificacdo; pastelaria.



Abstract

Non-conventional food plants (PANCs) present themselves as a viable and efficient
alternative for replacing the food products we consume today. Their applicability is
practically unlimited due to their nutritional, chemical, physical, and biological
characteristics, but also because they do not compete with other plant matrices used for
human nutrition. Attalea speciosa (Mart. Ex Spreng - Babassu) is a palm of the botanical
family Arecaceae found in Brazil. The babassu mesocarp (BM) represents about 20.4%
of the fruit, most of which is used for making animal feed. In this sense, this work aimed
to deepen the study on its nutritional characterization by AOAC methods, and
determination, by chromatographic methods the free sugars (HPLC-RI), fatty acids (GC-
FID), organic acids (UPLC-DAD), and phenolic compounds (HPLC-DAD/ESI(MS)
contents; the antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory, and cytotoxicity activities of
its hydroethanolic extract were also evaluated. Given its possible industrial application,
bakery (bread) and pastry (waffles) products were developed with 12, 18, and 24%
substitutions of wheat flour by babassu mesocarp flour, in which the physical and color

properties were studied, as well as its nutritional, chemical, and bioactive profile.

The babassu mesocarp flour presented carbohydrates as the main macronutrients,
as well as revealed a high content in saturated fatty acids, especially palmitic and stearic
acids. Regarding phenolic compounds, six flavan-3-ols (catechin and epicatechin
derivatives) and three flavonoids (O-glycosylated quercetin derivatives) were tentatively
identified, with the flavan-3-ol group representing 99% of the total phenolic composition.
Also, in the hydroethanolic extract, it was possible to observe ICso values 99 and 75%
more effective than the positive controls used for TBARS and OxHLIA assays,
respectively, as well as cytotoxic capacity against all tumor cell lines tested.
Unfortunately, it showed toxicity against the PLP2 and VERO lines, and the antimicrobial

activity, although existing, showed higher values than the positive controls tested.

In both developed products, fortified with babassu mesocarp flour, it was possible
to observe a significant improvement of the nutritional profile, when compared to the
control bread (100% wheat flour), especially in the increased concentration of
polyunsaturated fatty acids, good antioxidant activity (presenting again lower values than
the controls), and absence of hepatotoxic activity (important in validating the flour for

food purposes).
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The bread formulation with a replacement percentage of 24% was the one that presented
the greatest similarity with the control bread concerning nutritional aspects, however,
concerning the physical parameters it was the one that presented the greatest discrepancy,
especially at the level of specific volume, texture and the color parameter L* (luminosity)
tending to a darker and more opaque coloration. It was also the formulation that showed
the lowest percentage of aging (70%) during the whole test. Concerning the waffles
developed, it was also the formulation with a replacement percentage of 24% that
presented a coloration more similar to the BM flour, however, it presented a decrease in
specific volume of approximately 28%. It was the control waffle that showed the lowest

aging rate after seven days of storage.

This study presented innovative results regarding the nutritional, chemical, and bioactive
characterization of both the babassu mesocarp itself and the products made from it,
showing great potential to be applied in the food industry, however, there is still much to

explore, especially in preparations that do not yet use non-conventional ingredients.

Keywords: Non-conventional food plant (NFPs); centesimal composition; chemical

composition; bioactive properties; panification; bakery.
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1. Introducéo

A maior parte dos consumidores esta ciente que o consumo de alimentos esta
diretamente relacionado a sadde, influenciando no estilo de vida e promovendo uma
sensacdo de bem-estar. Ao longo de varios anos, em todos 0s paises europeus, registam-
se cada vez mais crescente o numero de doengas relacionadas ao estilo de vida, como: o
cancro, doencas cardiovasculares, respiratorias e diabetes. Isto fez com que diversos
paises da Unido Europeia adotassem reformas na area da saude, conduzindo assim a uma
crescente consciéncia da necessidade de viver uma vida saudavel. Como resultado, a
procura por produtos alimentares saudaveis, funcionais, de elevado valor acrescentado,
tais como especialidades regionais, produtos organicos, produtos étnicos etc. tém
aumentado (Ribatejo, 2015). Dessa forma, o desenvolvimento e/ou melhoramento de
produtos alimentares que colmatem deficiéncias nutricionais apresentam-se como uma
area de estudo bastante promissora. A utilizacdo de plantas alimentares ndo convencionas
(PANCs) pode ser uma das respostas para o desenvolvimento de novos produtos
alimentares ou para a melhoria de produtos ja existentes, como € o caso dos produtos de
panificacdo e pastelaria. A valorizacdo deste tipo de plantas para alimentacdo humana
representa uma modificacdo estrutural do ponto vista cultural, econémico, social e
nutricional. Trata-se de uma questdo de seguranga e de soberania alimentar estimular a
producdo e o consumo das plantas alimentares ndo-convencionais, tendo em consideracao

as suas caracteristicas nutricionais (MAPA, 2010).

Neste sentido, o presente estudo pretende caracterizar o perfil nutricional
relativamente ao contetdo lipidico, proteico e em hidratos de carbono, assim como o
perfil quimico em termos de composicdo em aclcares, acidos organicos, compostos
fenolicos e acidos gordos da farinha proveniente do mesocarpo de babacu (Attalea
speciosa). Para além disso, pretende-se analisar as propriedades bioativas dos extratos
hidroetanolicos da farinha, em termos da sua atividade antioxidante, antimicrobiana e
citotoxica averiguando a seguranca da mesma. Por Gltimo, realizar a sua aplicacdo em
dois produtos, um de panificacdo e um de pastelaria, com matrizes alimentares diferentes:
péo e waffles, em diferentes percentagens de substituicdo e avaliar as suas propriedades
fisicas, de cor, bem como sua caracterizacdo nutricional, quimica e bioativa dos extratos

hidroetandlicos dos produtos obtidos.
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2. Revisdo bibliogréafica
2.1. Plantas alimentares néo convencionais (PANCs)

O termo planta alimentar ndo convencional (PANC) foi criado pelo bidlogo e
professor Valdely Ferreira Kinupp, segundo o qual as define como “aquelas que possuem
uma ou mais partes que podem ser utilizadas na alimentacdo humana, tais como: raizes,
tuberosas, tubérculos, bulbos, rizomas, ramos, tenros, folhas, brotos, flores, frutos,

sementes € outros”.

Denominé-las “ndo-convencionais”, refere-se as espécies que ainda néo
receberam a devida atencao por parte da comunidade técnico-cientifica e da sociedade
como um todo, resultando em consumo localizado, com dificuldade de penetragdo para
as demais regides do pais, exercendo grande influéncia na alimentacdo e na cultura
tradicional das populacdes. Além disso, sdo espéecies que ndo estdo organizadas enquanto
cadeia produtiva propriamente dita, diferenciando-se das hortalicas convencionais (como
a batata, tomate, repolho, alface, entre outras), e ndo despertando por isso o interesse
comercial por parte da industria e de empresas de sementes, fertilizantes ou agroquimicos
(MAPA, 2010).

A valorizacdo deste tipo de plantas para alimentagdo humana representa uma
modificacdo estrutural do ponto vista cultural, econémico, social e nutricional. Trata-se
de uma questdo de seguranca e de soberania alimentar estimular a producéo e o consumo
das plantas ndo-convencionais, tendo em consideracao as suas caracteristicas nutricionais
(MAPA, 2010). A introdugdo das PANC numa base de dieta regular poderia levar a uma
diversificacdo e melhoria da qualidade nutricional alimentar considerando 0 nosso
sistema agricola atual, pois um nimero muito restrito de plantas estd disponivel para

comercializacdo e consumo (Leal, 2015).

O cultivo de plantas ndo-convencionais no Brasil é feito predominantemente por
agricultores privados (em seio familiar), muitos deles caracterizados como populagdes
tradicionais (MAPA, 2010), no qual as PANCs, representam uma fonte diferenciada e
diversificada de alimentos. Atualmente, o grande desafio é o levantamento de todas as
especies de PANC que estdo a ser cultivadas para este propdésito, e no qual sera necessario
fazer a sua identificacdo boténica, usos culinarios e medicinais (Kelen, et al., 2015).
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Muitas espécies de PANC sdo totalmente desconhecidas, de uso restrito, e distribuicéo
geografica limitada. No entanto, sdo plantas com grande resisténcia a fatores bioticos e
abidticos, caracteristicas de sabor bastante acentuadas e grande versatilidade culinéria
(Kinupp, 2007).

2.2. O coco babacu (Attalea spp)

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, com mais de 40.000 espécies
diferentes de plantas, representando 20% da flora do mundo, o que demonstra a
importancia do estudo das potencialidades dessas plantas. Entre essas, destaca-se a
espécie Attalea (conhecida como babacgu), uma palmeira da familia botanica Arecaceae
encontrada em territério brasileiro. Existem inUmeras variedades de babacu, sendo as
mais conhecidas e com uso mais difundido a Attalea phalerata e Attalea speciosa.
Caracteriza-se como uma planta monocaule, com até 20 metros de altura e estipe liso,
medindo até 41 cm de didmetro, com 4 racemos e cerca de 15-25 frutos cada, os frutos
sdo oblongos-elipsoides lisos, com cerca de 11,3 x 6,3 cm de didmetro e pesam 90 - 280

g cada (Figura 1) (Sapiéncia, 2010).

Figura 1. No primeiro plano um cacho de babacgu. No segundo plano, palmeiras da
espécie (DoDesign, 2018).

O babagu é considerado o maior recurso oleifero nativo do mundo (EMBRAPA,
2001). E um dos principais produtos extrativos do Brasil, contribuindo de maneira
significativa para a economia de alguns estados da Federacdo. A cadeia produtiva do
babacu é uma das mais representativas do extrativismo vegetal no Brasil, devido a area
de abrangéncia da sua producéo (13 a 18 milhGes de hectares em 279 municipios, situados

em 11 Estados), bem como das inimeras potencialidades e atividades economicas que

4
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podem ser desenvolvidas a partir dela, de sua importancia para familias que sobrevivem
da agricultura de subsisténcia associada a sua exploracao, e da forte mobilizacdo social e
politica em favor do acesso livre aos babacuais (EMBRAPA, 2001) (Carrazza, et al.,
2012).

A época de frutificacdo desta planta ocorre durante todo o ano, sendo os meses de
agosto a janeiro considerados o pico da produgdo, podendo cada planta produzir até seis
cachos de coco babacgu (Figura 2), € uma arvore de suma importancia na conservacao e
melhoramento do solo (MAPA, 2010).

Figura 2. Coco babacu (Carrazza, et al., 2012).

A sua importancia social € acentuada pela grande capacidade de absor¢do de méo-
de- obra, principalmente na entressafra das culturas tradicionais dos estados onde,
segundo o Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo (IPT), apenas nos
estados do Maranhdo, Piaui e Goias, cerca de 2.069.917 pessoas estdo envolvidas, direta
ou indiretamente, na exploracdo do babacu (EMBRAPA, 2001). Ou seja, milhares de
familias sobrevivem da extracdo da améndoa, através do trabalho manual da sua quebra,
comumente feito pelas quebradeiras de coco, com auxilio de um machado ou uma cunha
(Figura 3), e um porrete de madeira para atingir o fruto sobre a ldamina e recuperar as
améndoas (Sapiéncia, 2010).

As potencialidades do babacu véo desde o aproveitamento do coco, como 0 seu
desdobramento em todas as fragdes primarias (

Figura 4) do epicarpo, mesocarpo, endocarpo e améndoas (Sapiéncia, 2010). Sua
exploracdo econdémica é realizada de diversas formas: para alimentacdo humana,

medicina popular, como materiais de limpeza e cosméticos. Artesanalmente, podem-se
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obter varios utensilios domésticos a partir da manipulacdo de partes da planta. Por outro
lado, tal aproveitamento sempre colidiu com a falta de tecnologia que viabilizasse a

obtenc&o e a aplicagéo de tais produtos (Sapiéncia, 2010).

Figura 3. Quebradeiras de coco babacu recolhendo frutos e a quebra tradicional com
machado e porrete (Carrazza, et al., 2012).

Figura 4. Cortes transversais (a) e longitudinais (b) do coco babagu. Componentes de
externo para interno: epicarpo - a; mesocarpo - b; endocarpo - ¢ e nucleo — d (Teixeira,
et al., 2007).

O epicarpo representa 12,6% do fruto, sendo a camada mais externa e fibrosa. As
fibras do epicarpo do coco babagu pode ser aproveitada para a producdo de xaxim,
estofados de banco de carros, vasos, embalagens em substituicdo ao poliestireno, queima
em fornos caseiros e comerciais. A fibra do epicarpo é biodegradavel e propicia a retencéo
de humidade. Pode ser utilizada em larga escala em cultivos protegidos (estufas ou
viveiros) e no paisagismo. N&o desequilibra ou afeta os solos, plantas ou animais
(Carrazza, et al., 2012).

O endocarpo representa 58.5% do fruto, € a camada mais resistente com 2 a 3 cm

de espessura, sendo muito utilizado como combustivel substituto da lenha, na agricultura,
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para artesanatos diversos, bem como na industria alimenticia, veterinaria, farmacéutica e

quimica (Carrazza, et al., 2012).

A dureza do endocarpo do coco dificulta a extragdo das améndoas sem as danificar.
Améndoas danificadas estdo mais propicias a rancificacdo, quando isto ocorre, tornam-se
improprias para a sua aplicacdo na industria de cosméticos e alimentacdo. Nestes casos,
0 Gleo proveniente das améndoas € utilizado apenas em industrias de produtos de limpeza
e higiene (Lorenzi, 2010). A quantidade de améndoas por coco pode variar entre 1 e 8,
sendo a media de 3 a 4 (Figura 5), representando 8,7% do fruto, medindo 2,5 a 6 cm de
comprimento e 1 a 2 cm de largura. A améndoa do coco babagu é composta por mais de

60% de 0leo, utilizado na indUstria cosmética e alimentar (Carrazza, et al., 2012).

) (B

o

Attalea apoda  Altalea phalerats  Attalea speciosa  Attalea exigua  Attalea eichleri  Attalea vitrivir

Figura 5. Exemplos de quantidade de améndoas por coco (Lorenzi, 2010).

O mesocarpo de babagu (Figura 6) representa 20,4% do fruto, é a camada abaixo
do epicarpo, com 0,5 a 1,0 cm de espessura. E um subproduto da indstria de extracio de
6leo de babacu, no entanto grande parte da sua aplicacdo é também para racdo animal e
alimentac&o humana. E produzido durante a separacio das améndoas de coco, é uma fonte
de amido comestivel, exibindo propriedades antioxidantes e antimicrobianas devido a sua

composicdo rica em compostos fendlicos e flavonoides (de Carvalho Silva, et al., 2019).

Figura 6. Farinha obtida a partir do mesocarpo de babacu (Emporio das farinhas, 2020)
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A producdo de mesocarpo de babacu para a alimentacdo humana obedece a critérios
rigorosos de salubridade do produto. Dessa forma, os flocos de mesocarpo devem ser
extraidos apenas de cocos maduros sem marcas ou sinais de acao de roedores (Carrazza,
etal., 2012).

O ¢leo de babacu corresponde a apenas 7% do peso total da fruta, enquanto as
demais partes, como epicarpo, endocarpo e mesocarpo, somam até 93%, as quais sdo
posteriormente utilizadas como biomassa e alimento para animais (Teixeira, et al., 2007).
Em virtude das diversas potencialidades do babagu, busca-se, atualmente, o
desenvolvimento tecnol6gico de novos produtos a partir do mesocarpo, para isso, tornam-
se necessarios estudos preliminares, pois apesar de ser vasta a bibliografia a respeito do
babacu como planta oleaginosa, poucos sdo os trabalhos e as pesquisas dedicadas

exclusivamente a sua farinha.
2.3. Composicao quimica e nutricional

O mesocarpo de babacu é muito utilizado por fabricantes de racdes alimentares, por
ser rico em agucares e, consequentemente, de alto valor nutricional e calérico (Carneiro,
et al., 2013). A farinha do mesocarpo além de apresentar elevadores teores de amido,
fibras, cinzas, lipidios e proteinas, apresenta também atividade antioxidante,

antimicrobiana, anti-inflamatorias e analgésicas (Maniglia, et al., 2016).

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) vinculada ao
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) desenvolveram o
Programa Nacional de Pesquisa do Babacu que reune um acervo de atividades de
investigacdo, contemplando as formacdes naturais de babacu e de pesquisas basicas
buscando o conhecimento da planta e o seu comportamento agronémico. No qual consta
a composicao da farinha do mesocarpo de babagu em termos de vitaminas, sais minerais

e composicdo quimica, apresentados na Tabela 1.

A farinha produzida a partir do mesocarpo do coco de babacu além de nutritiva por
seu elevado teor de hidratos de carbono e presenca de fibras; pode também ser modificada
quimicamente o seu perfil lipidico de forma a ser introduzido em dietas para animais e,
consequentemente, diminuir significativamente os niveis de glicemia nos mesmos

(Simeone, et al., 2019). O alto contetdo de fibras e de compostos com atividade biol6gica
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eleva a qualidade da farinha do babacu como alimento, adicionando-lhe valor econémico
e atendendo uma demanda crescente por parte dos consumidores por novos produtos
alimentares (Mintel, 2018).

Tabela 1 - Composi¢do quimica, em vitaminas, em sais minerais e valor calorico da
farinha de mesocarpo de babacu (EMBRAPA, 2001).

Vitaminas mg/100g Componentes g/100g Sais minerais mg/100g
C Nao detetado Humidade 14,06 Calcio 27,4
Bl 0,94 Proteinas 1,19 Ferro 1,23
B2 0,5 Cinzas 0,61 Faosforo 32,86
B6 Nao detetado Fibra bruta 1,83 Sodio 0,47

Fibra alimentar 6,8 Magnésio 41,16
Amido 66,51 Manganés 0,16
Hidratos de
77,05 Potéassio 289,52
Carbono
Taninos 3,3 Aluminio 0,44
Colesterol
<1 Chumbo 0,06
(mg/100g)
Valor energético
315,57 Cobre 0,35
(Kcal/100g)
Cromo/
Molibdénio/ Néo

Selénio/ Cobalto/ detetado
Zinco

2.4. Compostos de elevado valor nutricional e bioativo
2.4.1. Acidos gordos

Os é&cidos gordos sdo compostos que tém uma influéncia muito significativa na
saude do consumidor, sendo classificados em saturados (SFA), monoinsaturados
(MUFA) e polinsaturados (PUFA) (Bockisch, 1998). Sao os principais componentes dos
fosfolipidos e triglicerideos, e os PUFA, como por exemplo os acidos linoléico e a-
linolénico, como néo sintetizados pelo corpo humano, torna-se essencial o seu consumo

através da alimentacdo (Chow, 2007). Os &cidos gordos em geral, contribuem para
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diversas funcGes metabolicas de obtencédo de energia, mas também funcgdes estruturais ao
nivel celular, devendo por isso serem consumidos diariamente. Os produtos carneos
apresentam teores elevados de SFA, enquanto os vegetais sdo ricos fontes em &cidos
gordos insaturados, com efeitos benéficos reconhecidos e amplamente documentados

para a saude do consumidor (Azevedo, 2014).

Em estudo anterior realizado pela EMBRAPA (2001), a composi¢do em acidos
gordos na farinha de mesocarpo de babacu foi devidamente caracterizada, sido
encontrados os acidos palmitico, estearico e oleico em concentra¢fes de 0,045, 0,008 e
0,04 g/100g, respetivamente.

2.4.2. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo produzidos pelo metabolismo secundéario das plantas
sendo componentes importantes no seu desenvolvimento e reproducdo, podendo ainda
ser formados devido a fatores como condicGes de stress, radiacdo UV, entre outros
(Angelo, et al., 2007). Estes compostos sao abundantes em frutos, vegetais e alimentos
derivados dos mesmos, conferindo cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa
(Soethe, et al., 2016).

Sdo classificados de diferentes formas (Figura 7), de acordo com 0s grupos
funcionais ligados ao fenol, ou com base no nimero de unidades de fenol na molécula.
Possuem varias subclasses, entre elas algumas das mais conhecidas como as antocianinas,

os flavonoides e isoflavonas (Soares, 2002).

Os produtos naturais exercem efeitos protetores, pois atuam na remocao de radicais
livres e na imunomodulacdo. Estudos epidemioldgicos tém sugerido que produtos
naturais ricos em flavonoides reduzem os riscos de diabetes, distlrbios

neurodegenerativos e distarbios cardiovasculares (Clere, 2011).

A sua composigéo nas plantas varia de acordo com a espécie, cultivar, estado de
maturacdo, condicdes climaticas e até mesmo com as condi¢cdes de armazenamento
(Melo, et al., 2008). Compostos fenolicos podem atuar como antioxidantes naturais
adequados para substituir os sintéticos e interferir no processo de oxidacao e na alteracéo

de lipidos, proteinas e DNA (Neffati, et al., 2017). Os antioxidantes naturais também

10
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podem fornecer protecdo contra doencas degenerativas, particularmente doencas

cardiovasculares, cancro e inibicéo de radicais livres (Pérez-Jimeénez, et al., 2008).

Compostos fendlicos

Acidos fen6licos Flavonoides Estilbenos Taninos
Antocianinas
Isoflavonas
Flavonois

Antocianidinas

Figura 7. Diferentes classes de compostos fendlicos (Angelo, et al., 2007).

As propriedades anti-inflamatorias e analgésicas do mesocarpo de babagu foram
confirmadas experimentalmente por Da Silva e Parente (2001), utilizando um extrato de
cloroférmio dos frutos secos. O efeito pode estar relacionado aos triterpenos presentas
em Attalea Speciosa (Garcia-Pastor, et al., 1999). Outros compostos também foram
encontrados no babacu, como taninos, acglcares, saponinas e compostos esteroides
(Bandeira, et al., 1986). Sabe-se que mesocarpo do coco babagu possui flavonoides os
quais apresentam atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoria, contudo, os

efeitos de toxicidade crbnica, subcrdnica e aguda ndo estdo descritos na literatura.
2.4.3.Acucares

Os glacidos sao, de longe, as moléculas organicas mais abundantes na natureza e
quase todos 0s organismos sintetizam e metabolizam essas moléculas. O termo hidrato de
carbono (também utilizado para referir glicidos) surgiu de o facto dos aglcares mais
simples terem a formula empirica ChH2nOn, onde n > 3, sugerindo que os atomos de

carbono estejam, de alguma forma, combinados com agua (Wade, 1999).

Os acucares atuam de vérias formas nos alimentos, e as suas propriedades estéo
diretamente relacionadas com sua a concentracao e estrutura quimica. O aglcar de reserva
das plantas esta presente em maior quantidade nos chamados vegetais amilaceos, mas

também estd também presente em frutos secos, leguminosas e em cereais e seus
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derivados, como farinhas de cereais e consequentemente, produtos de panificacdo (Cox,
et al., 2004). Sao um dos principais grupos de substancias alimentares (hidratos de
carbono, proteinas e gorduras) a ser sintetizado na planta a partir de simples substancias

organicas (Lee, et al., 1970).

A glucose (Figura 8), por exemplo, € um monossacarido comum que é oxidado
para formar dioxido de carbono e agua, fornecendo energia para os processos celulares
como sintese de proteinas, circulacdo e transporte. As plantas apresentam inumeras
moléculas de glucose ligadas entre si para formar moléculas com grande capacidade de

armazenamento de energia, tal como o amido (Wade, 1999).

A frutose (Figura 8), comummente designada por agucar das frutas, € um
monossacarido muito abundante nas plantas, podendo encontrar-se ligada a glucose para
formar um dissacarideo igualmente presente em plantas, denominado por sacarose
(MAFF, 1987).

A sacarose (Figura 8) é o dissacarideo mais amplamente adicionado aos produtos
alimentares e tem muitas fontes, sendo dominantes a cana-de-aguUcar e a producdo de
beterraba (MAFF, 1987).

OH H
i
y H H,C— OH c—C o
/ H OH\ L B,
) IC H OH |
OH\ / 0 i O N\ o HC—oH
HC OH Frutose
Glicose v
OH H
ort
y o HC-0gC—C
/ H OH\ Z' H o OH

CI>H\E /|_ J\ Ac OH

H,C—OH Sacarose

Figura 8 - Estrutura quimica de agUcares encontrados em plantas (Equipe de Artes -
SEaD/UFSCar, 2011).
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2.4.4. Acidos organicos

Muitos &cidos organicos sdo exsudados pelas raizes das plantas, onde as
concentragfes variam de acordo com fatores genéticos e condicBes de stress a que as
plantas estdo sujeitas (Jones, 1998). Fazem parte do grupo de substancias que tem
influéncia sobre o sabor, aroma e aparéncia das hortalicas (Calbo & Henz, 2007). Uma
caracteristica principal destes compostos € o seu potencial de dissociacdo (Ferreira,
2001). Os &cidos orgéanicos (geralmente cidos citricos e mélicos) influenciam o sabor,
cor e aroma de vegetais e frutas (Vaughan, 1997).

Os principais acidos encontrados nas hortalicas, grupo no qual se integram as
plantas em estudo segundo a classificacdo de hortalicas da ANVISA, na Resolucdo -
CNNPA no 12 de 1978, sdo os acidos citrico e malico (Figura 9). Sdo varias as formas
de detecdo dos acidos organicos podendo ser utilizados métodos espectrofotométricos,
eletroforese capilar e cromatografia, sendo esta Ultima a metodologia mais utilizada uma
vez que permite a identificacdo individual e quantificacdo dos compostos (Santos, et al.,
2014).

Figura 9. Estrutura dos &cidos citrico (A) e malico (B) (Barros, Pereira, & Ferreira,
2013).

Os é&cidos organicos estdo envolvidos em varias vias fundamentais no
metabolismo vegetal e no catabolismo como produtos intermediarios ou finais.
Apresentam também uma reduzida suscetibilidade para sofrer modificacGes durante o
processo de armazenamento, porém, a caracteristica de maior importancia dos acidos
organicos é o papel protetor que desempenha contra varias doengas em funcdo da sua
atividade antioxidante, podendo quelar metais ou deslocar a carga eletronica proveniente

dos radicais livres (Barros, Pereira, & Ferreira, 2013).
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2.5. Propriedades Bioativas

As propriedades bioativas de extratos de plantas estdo diretamente relacionadas

com a sua composicao quimica e concentracdo de compostos bioativos.
2.5.1. Atividade antioxidante

O organismo possui um complexo sistema de protecdo antioxidante, como
mecanismo de defesa contra os radicais livres, que sdo formados constantemente no
metabolismo celular normal, mas sobretudo em condiges de stress para 0 organismo. Em
condigdes normais, estes radicais estdo envolvidos na producdo de energia, fagocitose,
regulacdo do crescimento celular, sinalizacao intercelular, imunidade e defesa celular e
sintese de substancias biologicas (Celi, 2010). Quando em excesso, podem ocasionar a
oxidacdo de moléculas e tecidos bioldgicos, como a peroxidacdo dos lipidios da
membrana e degradacdo das proteinas dos tecidos e das membranas, enzimas, hidratos de
carbono e DNA (Celi, 2010). O desequilibrio entre o mecanismo oxidativo e a capacidade
de defesa antioxidante do organismo é denominado de estresse oxidativo (Machado, et
al., 2009).

As moléculas antioxidantes por sua vez, por serem capazes de evitar o
desenvolvimento de processos oxidativos, possuem a funcdo protetora, atuando na
inibicdo e/ou eliminacdo da formacdo dessas espécies reativas. Varios fatores abidticos
sdo responsaveis pela proliferacdo destas espécies reativas de oxigénio (ROS), na qual os
antioxidantes atuam como neutralizadores do efeito deteriorador das ROS,
desempenhando assim um papel crucial na preservacdo de funcdes celulares essenciais

para a manutencdo de todos os sistemas bioldgicos (Neha et al., 2019).
2.5.2. Atividade citotdxica

O desenvolvimento de um processo cancerigeno € complexo e com diferentes
estagios de desenvolvimento e propagacéo (Ide et al., 2001) que pode ser iniciado por
erros na molécula de DNA, apds exposicdo a poluentes ambientais, radiacdo UV ou
espécies reativas de oxigénio formadas endogenamente. Estes erros ao nivel do DNA

podem levar a mutagdes que quando acumuladas podem levar a transformacéo de células
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normais em células tumorais. Um fator de risco adicional para o desenvolvimento de
cancro pode ser a presenca de inflamacao (Multhoff et al., 2012).

Os estudos de citotoxicidade sdo muito prementes para determinar o potencial
toxico de extratos de plantas ou compostos biologicamente ativos isolados das mesmas.
E uma ferramenta também muito valiosa para a diferenciacdo entre a capacidade de
provocar apoptose ou necrose nas células tumorais in vitro. Para além disso, permite a
determinacdo da cinética de dependéncia da dose e do tempo de morte celular, permitindo
uma previsdo da toxicidade real dos extratos em estudo (Ahn et al., 2019).

Para serem utilizados em produtos para consumo humano, 0s compostos vegetais
naturais e seus derivados devem seguros, ndo apresentando por isso toxicidade e

genotoxicidade (Gateva et al., 2019).
2.5.3. Atividade antimicrobiana

As propriedades antimicrobianas das plantas estdo relacionadas com a capacidade
de agir contra microrganismos patogénicos. Os compostos com potencial antimicrobiano
podem atuar de diferentes formas para grupos particulares de microrganismos, consoante
0 microrganismo sobre o qual estd a atuar (Shimamura et al., 2007). Para além de
danificar os sistemas enzimaticos celulares e comprometer o material genético de uma
célula bacteriana e/ou fangica, podem também ter outros alvos celulares, como por

exemplo a bicamada lipidica da membrana celular (S&nchez et al., 2010).

Os compostos das plantas que normalmente apresentam este potencial sdo as
saponinas, taninos, alcaloides, alcenilfendis, glicoalcaldides, compostos fendlicos,

sesquiterpenos, lactonas e terpendides (Tajkarimi et al., 2010).

No que diz respeito ao uso de antimicrobianos naturais nos alimentos, a falta de
reprodutibilidade de sua atividade é um dos principais obstaculos, apesar da grande
diversidade de compostos que contém. Varia¢des qualitativas e quantitativas no contetdo
de fitoquimicos bioativos em extratos vegetais resultam em sua eficacia variavel. Além
disso, a extrapolagdo dos resultados obtidos de experimentos in vitro com midias de
laboratdrio para produtos alimentares ndo é simples, pois os alimentos sdo sistemas
complexos e multicomponentes que consistem em diferentes microambientes
interconectados. Embora exista um grande potencial para agentes antimicrobianos

naturais na preservacdo dos alimentos, a maior parte da literatura apresenta dados de
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inativacdo de alimentos modelo ou midia laboratorial. O nivel de conservantes naturais
necessarios para eficacia suficiente pode ser consideravelmente maior em produtos
alimentares em comparagdo com 0s meios de comunicacdo laboratoriais, 0 que pode

impactar negativamente as propriedades organolépticas dos alimentos (Negi, 2012).

Embora indmeros estudos tenham sido feitos in vitro para avaliar a atividade
antimicrobiana dos extratos vegetais, muito poucos estudos estdo disponiveis para
produtos alimentares, provavelmente porque extratos vegetais ndo produziram inibi¢ao
tdo acentuada quanto muitos dos compostos puros nos alimentos. O impacto da
formulacdo de produtos e parametros de armazenamento sobre a eficicia dos
antimicrobianos naturais, bem como a avaliacdo de seguranca e toxicologia desses

antimicrobianos naturais requerem um estudo aprofundado (Negi, 2012).

2.6. Importéncia da aplicacé@o de plantas alimentares ndo convencionais (PANC) na

indUstria alimentar

As praticas alimentares tiveram mudancas significativas em razdo da modernidade
e das transformac@es tecnoldgicas na industria de alimentos, ocasionando impactos a
salde humana, relacionando a alimentacdo as doencas crénicas como hipertenséo,

diabetes, sobrepeso, tendo predominio de déficits nutricionais (Kac, et al., 2003).

Em cada canto do planeta onde existe vegetagéo diversa, com excecédo das regides
que na maior parte do ano sdo cobertas de gelo, tem-se biomas e seus respectivos
ecossistemas com excepcional diversidade de fauna e flora com grande competéncia
alimenticia (Kohler, et al., 2016). Existe um potencial a ser explorado nas plantas
alimentares ndo convencionais, visto que sdo alimentos funcionais para 0 organismo
humano devido as suas propriedades, propiciando beneficios a salde através de seu
consumo, além do mais, a caréncia de estudos e informagdes em torno deste tema faz com
que por vezes, as plantas, folhas e frutos sejam desperdicados por ndo haver conhecimento
de seu potencial. Kinupp e Lorenzi (2014) relatam que estes alimentos ndo convencionais
que sdo desperdigados poderiam servir para producdo de geleias, sendo fornecidas a

merenda escolar, promovendo uma alimentagéo nutritiva a partir das PANCs.

O controlo dos sistemas agroalimentares tem levado a uma progressiva

padronizacdo das dietas e, consequentemente, ao negligenciamento e abandono de uma
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enorme diversidade PANCs essenciais para a soberania e a seguranca alimentar e
nutricional dos povos. Segundo as Organizacdes das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO, na sigla em inglés), apenas 15 espécies cultivadas correspondem
atualmente por 90% da alimentagdo mundial, com apenas trés delas (arroz, milho e trigo)
representando apenas dois tercos do total. Em um estudo realizado em 2011 por Biswas
& Rahmatullah, demonstrou que num periodo de escassez de alimentos, as PANC
apresentam-se como uma alternativa vidvel e eficiente para a substituicdo dos produtos

alimentares que consumimos hoje em dia.

A industria alimentar apresenta-se como uma das muitas areas a abordar para a
aplicacdo destas plantas, visto que a sua aplicabilidade em produtos alimentares é
ilimitada, uma vez que apresentam uma grande variedade de produtos, como por exemplo
produtos de panificacédo e pastelaria possuem uma grande flexibilidade na modificacdo
das formulacdes e receitas dos mesmos, além de ser transversal a todas as faixas etarias
de consumidores e por isso, 0 nicho de mercado para o desenvolvimento de novos

produtos alimentares é enorme (Islam et al., 2007).

Este tipo de plantas podem também ser usadas como fontes de 6leos e gorduras,
usadas como especiarias, substituintes do sal, como edulcorantes, para o fabrico de
bebidas, como tonificantes ou ainda em infusdes (Kinupp & Barros, 2004). Por outro
lado, existem cada vez mais consumidores que possuem intolerancias que ndo lhes
permitem consumir produtos de panificacdo por conterem por exemplo trigo ou sementes
de elevado contetido em gluten, sendo denominadas de sensibilidade néo celiaca ao gluten
(NCGS) ou sensibilidade ao gluten (GS), respetivamente. Vérias farinhas podem ser
misturadas a farinha de trigo para uso em produtos de panificacdo, denominando-se tal
mistura de farinha mista ou composta (El-Dash.; Germani, 1994). Inmeros estudos tém
sido realizados no sentido de substituir o trigo na elaboracdo de produtos de panificacdo
devido ao crescimento da procura por produtos com baixo ou nenhum contetdo em
gluten, ou seguindo a tendéncia atual de fortificagdo de pées, devido a necessidade de
suprimir as deficiéncias em nutrientes disponiveis neste tipo de produto, levou a industria
alimentar a readaptar-se a estes novos consumidores mais exigentes com os produtos
alimentares que consomem (Czaja-Bulsa, 2015; Gao et al., 2018). Bem como o ramo de

pastelaria, que & um segmento culindrio essencialmente ligado a producdo de doces,
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nomeadamente pasteis, bolos, tartes e afins, onde a disponibilidade desses produtos numa

versdo fortificada/saudavel ou disponivel para o pablico com restri¢fes € ainda menor.

Em 21 de Julho de 2021 o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) em conjunto com o Ministério do Meio Ambiente (MMA) do Brasil, publicaram
no Diario Oficial da Unido, a Portaria Interministerial n°® 10, que institui uma lista de
espécies nativas da sociobiodiversidade de valor alimentar para fins de comercializacéo
in natura ou de seus produtos derivados, no ambito das politicas publicas de estimulo a
agricultura familiar. A lista com 94 espécies nativas da sociobiodiversidade, contém
frutas, castanhas e verduras nativas do Brasil cuja comercializacéo é permitida. O babacu
(Attalea speciosa) esta incluso na lista (Figura 10) junto a outras plantas citadas nas
oficinas de mapeamento realizadas por serem cultivadas por agricultores familiares,
povos indigenas e comunidades tradicionais, como quilombolas e quebradeiras de coco.
Este facto representa um enorme e importante avango para a inclusdo de novos produtos
da sociobiodiversidade para uso alimentar, possibilitando a oferta diversificada de
produtos sustentaveis que podem atender os mercados institucionais e privados, gerando
renda e assegurando a qualidade de vida dos povos, comunidades tradicionais e
agricultores familiares, ou seja, ndo se trata apenas do valor monetario, mas também os

valores étnicos, sociais, culturais e ambientais.

Nome Popular

Distribuig3o geogrifica natural das

Nome Cientifico Familia Partes mais utilizadas e exemplos de uso espécles - regides/estadas

Babagu

Améndoa {in nature, cocada, doce, floco, leite, élea, pudim, |Norte (AC, AM, PA, RO, TO); Nordeste (BA,

Attalea speciosa Arecaceae sorvete ou torrada); Polpa do fruto {farinha - bolo, mingau, | CE, MA, Pl); Centro-Oeste (GO, MS, MT); Colhida na natureza

pao, pudim) Sudeste (MG)

Figura 10 — Identificacdo do babacu na lista da Portaria Interministerial MAPA/MMA
n° 10, de 21 de julho de 2021 (MAPA, 2021).
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Objetivos

3. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo principal a caracteriza¢cdo do mesocarpo do
babacu, denominado como uma planta alimentar ndo convencional (PANC), e avaliar o
seu potencial de aplicagdo em produtos de panificagdo e pastelaria. Os objetivos
especificos estdo descritos abaixo, com as metodologias implementadas, e o plano de

trabalho encontra-se esquematizado na Figura 11.

¢+ Avaliacdo nutricional da farinha do mesocarpo de babacu por métodos AOAC,
nomeadamente, cinzas, gordura total, proteinas, hidratos de carbono e valor
energetico;

+¢+ Determinacdo da composicdo quimica em:

e Acucares por HPLC acoplada a um detetor RI;

e Acidos organicos por UFLC acoplado a um detetor DAD;

e Acidos gordos por GC acoplada a um detetor FID.

+ Preparacdo de extratos hidroetanolicos (80:20 v/v) a partir da farinha do mesocarpo de
babacu;

+¢+ Determinacédo do perfil fenolico da farinha por HPLC-DAD/ESI-MS;

++ Avaliacdo in vitro das propriedades bioativas de extratos hidroetanélicos obtidos a
partir da farinha em estudo:

e Antioxidante: inibicdo da peroxidacdo lipidica através do ensaio das espécies
reativas do &cido tiobarbitdirico (TBARS) e inibicdo da hemdlise oxidativa
(OxHLIA);

e Antimicrobiano: utilizando estirpes de bactérias e fungos alimentares ATCC
atraves do método da microdiluicéo;

¢ Citotoxica:

— Atividade antitumoral: utilizando quatro linhas celulares tumorais,
nomeadamente MCF-7 (carcinoma da mama), AGS (adenocarcinoma
gastrico), NCI-H460 (carcinoma de pulmédo) e CaCo (adenocarcinoma
colorretal);

— Hepatotoxicidade: avaliado utilizando uma cultura primaria obtida a
partir de células normais de figado de porco (PLP2) e de rim de macaco
(VEROY);
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Farinha do mesocarpo

de babacu

Objetivos

— Anti-inflamatoria: avaliado utilizando a linha celular de macréfagos de

rato (RAW 264.7).

¢ Aplicacdo da farinha do mesocarpo de babacu em produtos de panificacdo e de

I

pastelaria, pao e waffles, com a substituicdo de 12, 18 e 24% da farinha de trigo, bem

como o desenvolvimento do pé&o controlo.

e Avaliacdo das propriedades fisicas, organolépticas, nutricionais, quimicas

e bioativas dos produtos obtidos, em comparagdo com produto a base de

100% farinha de trigo.

Nutricional

— Caracterizagéo Quimica

Bioativa (extratos
hidroetandlicos)

Propriedades fisicas

Caracterizagédo

Aplicagdo em nutricional

produtos de
— panificacdo (pao)
e pastelaria
(waffles)

Caracterizacdo quimica

Propriedades bioativas

(extratos hidroetandlicos)

Proteinas, gordura total, cinzas,
hidratos de carbono e valor energético

Acucares livres, acidos gordos, acidos
organicos e compostos fendlicos

Atividade antioxidante, antimicrobiana
e citotoxicidade

Peso, volume, volume especifico,
forca de compresséo (textura) e cor

Proteinas, gordura total, cinzas,
hidratos de carbono e valor energético

Acucares livres, acidos gordos, acidos
organicos e compostos fendlicos

Atividade antioxidante, antimicrobiana
e citotoxicidade

Figura 11 - Representacdo esquematica do plano de trabalhos desenvolvidos.

20



Metodologia




Metodologia

4. Metodologia
4.1. Padrdes e Reagentes

A mistura padrdo de referéncia de éster metilico de acidos gordos (FAME) 37
(padréo 47885-U) foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), bem
como os isémeros dos &cidos gordos individuais, aglUcares (D(+)-sacarose e D(+)-
melezitose) e padrdes de &cidos organicos (&cido oxalico, acido chiquimico, acido
fumarico, e acido quinico). Para a analise de compostos fenolicos, o acetonitrilo (99,99%)
de grau HPLC e &cido formico foram adquiridos na Fisher Scientific (Lisboa, Portugal) e
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), respetivamente, e os padrdes de compostos
fenolicos (acido caféico, apigenina-6-C-glucosido, catequina e quercetina-3-O-

glucdsido) na Extrasynthése (Genay, Francga).

No ensaio de inibicdo da hemolise oxidativa o reagente dicloro-hidrato de 2,2'-
azobis (2-amidinopropano - AAPH) foi adquirido na Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Para os ensaios hepatotoxicidade foram utilizados soro fetal de bovino (FBS),
solucdo salina balanceada de Hank (HBSS), tripsina, solucédo de penicilina/estreptomicina
(100 U/mL e 100 pg/mL), RPMI-1640 (meio Insituto Memorial Parque Roswell) e meio
DMEM (Meio Eagle modificado por Dulbecco) adquiridos na Hyclone (Chicago, Illinois,
EUA). O A&cido acético, elipticina, sulforodamina B (SRB), dexametasona,
lipopolissacarideo (LPS), Azul de Trypan e Trisaminometano (Tris) foram fornecidos
pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

A &gua destilada utilizada foi tratada num sistema de purificacdo Milli-Q
(Millipore, model A10, Billerica, MA, USA).

4.1.1.Farinha de mesocarpo de babacgu

O mesocarpo de babagu foi obtido a partir de uma doagéo realizada pelo Professor
de biologia Alexandre Mendes da Rocha. Essa doagéo faz parte de uma iniciativa da Rede
Municipal da cidade de S&o Jo&o do Arraial, Piaui/Brasil que fomenta o incentido a
pesquisa e a enconomia local, adquirindo este produto diretamente das cooperativas
locais, neste caso, fo adquirido da Coperativa Interestadual das Quebradeiras do Coco

Babagu, em embalagens de 1 kg e armazenadas em local fresco e arejado. A farinha de

22



Metodologia

trigo utilizada foi obtida do moinho Rio Azul, Parana/Brasil e os demais ingredientes
adquiridos em comércio local das cidades de Medianeira, Parana/Brasil e Braganca,

Braganca/Portugal.
4.2, Determinacao do valor nutricional e composi¢do quimica
4.2.1. Andlise do valor nutricional

Foi avaliada a composi¢cdo em macronutrientes (proteinas, gordura total, cinzas e
hidratos de carbono), humidade e valor energético do mesocarpo de babagu, conforme os
métodos oficiais de analise descritos pela AOAC (2016). A determinacdo da humidade
presente na amostra foi realizada colocando uma quantidade conhecida de amostra (2 g)
numa balanca de humidade digital (PMB series, ae¢ ADAM), por um periodo de
aproximadamente 7 min. O teor de humidade foi determinado por diferencga de peso da

amostra e expresso em percentagem (%).

A andlise do teor de proteinas foi realizada segundo o método macro-Kjeldahl
(AOAC 978.04), o qual se baseia na conversdo do azoto total. Na digestdo da matéria
organica, a amostra (0,5 g) foram adicionados 15 mL de &cido sulfirico, que ira reter o
azoto sob a forma de (NH4)2SO4. No aparelho de macro-Kjeldahl é adicionado NaOH,
por volumetria de retrocesso, que ira libertar o azoto sob forma de NH3, posteriormente
coletado por destilagdo a vapor numa solucdo de H.SO4 0,1N. Finalmente, é feita uma
titulagdo com NaOH 0,1N, usando vermelho de metilo como indicador para calcular a
quantidade de azoto, utilizando como fator de conversédo N (quantidade de azoto) x 6,25,

e os resultados expressos em g/100 g peso seco.

A gordura total foi determinada através da extracdo de uma massa conhecida da
amostra (3g), utilizando um aparelho de Soxhlet, com éter de petrdleo, durante
aproximadamente 8 horas (entre 16 a 20 voltas no aparelho de Soxhlet), uma temperatura
de cerca 120 °C (AOAC 920.85). A fracao volatil foi evaporada e a fracdo lipidica
colocada numa estufa até atingir peso constante. Os resultados foram expressos em g/100

g de peso seco.

O teor de cinzas foi determinado por incineracgao de cerca de 0,5 g de amostra numa
mufla a 600 °C (AOAC 923.03) e, finalmente, o teor de hidratos de carbono foi calculado

por diferenca de todos os parametros obtidos anteriormente. Em ambos, os resultados
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foram expressos em g/100 g de peso seco. Os hidratos de carbono foram calculados por

diferenca, segundo a Equacéo 1.
Equacéo 1 - Hidratos de carbono

Hidratos de carbono g /100 g ps = 100 — (humidade + cinzas + proteinas + gordura total)

O valor energetico foi calculado segundo o descrito pelo Regulamento (UE) n°
1169 (2011) e de acordo com a Equagéo 2.

Equacao 2. Valor energético.
Energia (kcal /100 gps) = 4 x (gproteina + ghidratos de carbono) + 9 X (g de gordura)

4.2.2.Agucares livres

A determinacdo cromatografica dos aguUcares livres nas farinhas foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor de indice de refracdo
(HPLC-RI, Knauer, sistema Smartline 1000, Berlim, Alemanha), conforme descrito pelos
autores Barros et al. (2013). A partir da amostra utilizada para extragdo de Soxhlet (no
qual se retirou a fragdo lipidica), foi pesado aproximadamente 1 g de massa e adicionou-

se 1 mL de solucdo de padréo interno (melezitose, 25 mg/mL).

Para realizar a extracdo adicionou-se a amostra 40 mL de etanol 80%, em banho-
maria a 80 °C durante 1 hora e 30 min, com agitacdo intercalada a cada 15 minutos.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (Centrifuga refrigerada K240R,
Centurion, Sussex Ocidental, Reino Unido) durante 10 min a 3500 rpm, filtradas, e o
sobrenadante transferido para um baldo de vidro no qual se procedeu a evaporagdo do
etanol a 50 °C sob pressao reduzida (Evaporador rotativo Bichi R-210, Flawil, Suica). A
agua obtida apos evaporacdo do sobrenadante, foi entdo submetida a um processo de
deslipidificacdo, onde foi lavada trés vezes sucessivas com 10 mL de éter etilico. As
amostras foram colocadas a 40 °C para remocgdo do éter etilico residual, e o residuo
redissolvido em &gua destilada para aferido a 5 mL e, posteriormente, filtrado em filtros

de nylon de 0,2 um para vials para posterior andlise do perfil em agucares no sistema de
HPLC.
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O sistema de HPLC (Knauer, sistema Smartline) usado estd equipado com um
detetor de RI (Knauer Smartline 2300) e uma coluna 100-5 NH2 Eurospher (4,6 x 250
mm, 5 um, Knauer). A fase mdvel utilizada foi acetonitrilo/agua desionizada, 70:30 (v/v)
com um caudal de 1 mL/min em modo isocratico. A identificacdo dos acucares foi
realizada através da comparacgdo dos tempos de retencdo relativos dos picos da amostra
com padrdes auténticos (frutose (y = 1,04x. R? = 0,999; LD = 0,05 mg/mL; LQ = 0,18
mg/mL); glucose (y = 0,935x. R? = 0.999; LD = 0,08 mg/mL; LQ = 0,25 mg/mL); e
sacarose (y =0,977x, R?=0,999; LD = 0,06 mg/mL; LQ = 0,21 mg/mL)) e a quantificacio
realizada pela normalizacdo interna da area do pico cromatografico usando o pico da
melezitose (P1) como padrdo. Os resultados foram expressos em g por 100 g de peso seco

da amostra.
4.2.3. Acidos organicos

A determinacdo cromatografica do perfil em acidos organicos foi realizada por
cromatografia liquida ultra-rdpida acoplada a um detetor de diodos (UFLC-DAD;
Shimadzu Coperation, Kyoto, Japdo) como previamente descrito por Barros et al. (2013).

Foram pesadas aproximadamente 1 g de massa de cada amostra seca para um gobelé
protegido da luz (previamente envolto em papel de aluminio) e adicionou-se 25 mL de
acido metafosférico (4,5%, v/v) numa concentracdo de 10 mg/mL, a uma temperatura
ambiente de cerca de 25 °C. A mistura foi colocada sob agitacdo magnética durante 20
minutos e posteriormente filtrada para um tubo de ensaio de 20 mL. Para analise
cromatografica, as amostras foram filtradas para um vial ambar (1,5 mL) através de filtro
de nylon de 0,2 um para posterior analise em UFLC. A separa¢do dos compostos foi
efetuada através de uma coluna de fase reversa Cig (250 mm x 4,6 mm, 5 um,
Phenomenex), termostatizada a 35 °C. A detecdo ocorreu através de um detetor de diodos
(DAD) programado para adquirir os cumprimentos de onda predefinidos de 215 nm e 245
nm. O solvente de eluicdo utilizado em modo isocratico foi o acido sulfarico (3,6 mM,
H2S0a). A identificacdo dos acidos organicos e a respetiva quantificacdo foi determinada
por comparacdo dos tempos de retencdo e espetros UV com padrdes comerciais. A
quantificacdo foi realizada por comparacdo da area do pico no comprimento de onda
programado com o padrdo comercial correspondente, utilizando retas de calibragéo de 7
niveis: acido oxalico (y = 10% + 231891; R?=0,9999, LD = 6,3 pug/mL; LQ = 20,8
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pg/mL); acido malico (y = 950041x + 6255,6, R2=0,9999, LD = 15,9 pg/mL; LQ =59,9
ug/mL); acido citrico (y = 10° — 10277; R?>= 0,9997; LD = 0,11 pg/mL; LQ = 0,34

pg/mL). Os resultados foram expressos em g por 100 g de peso seco da amostra.
4.2.4. Acidos gordos

Os é&cidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa acoplada a um
detetor de ionizacdo por chama (GC-FID, instrumento DANI modelo GC 1000, Milao,

Italia), conforme descrito por Barros et al. (2013).

O extrato lipidico obtido ap6s extracdo por Soxhlet (ver sub-titulo 4.3.1.) foi
submetido a um processo de derivatizacdo para obtencdo de &cidos gordos passiveis de
volatilizacao, denominados FAME (Fatty acid methyl ester — ésteres metilicos de acidos
gordos). Para isso, ao extrato lipidico foi adicionado 5 mL de uma solugdo de
metanol/acido sulfdrico/tolueno na proporc¢do 2:1:1 (v/v/v), e colocado em banho-maria a
50 °C durante 12 horas sob agitacdo de 160 rota¢6es por minuto (rpm). Apds o qual, com
0 intuito de potencializar a separacdo das fases, foi adicionado 3 mL de agua destilada e
3 mL de éter etilico no qual se dissolveram os FAME. Para eliminar qualquer residuo de
agua, o sobrenadante foi colocado em contacto com uma pequena porg¢do de sulfato de
sodio anidro, recuperando-se a amostra e filtrando-a (filtro de nylon 0,2 um) para um vial

com tampa de membrana de teflon.

A identificacdo do perfil de &cidos gordos foi feita através de um sistema GC
(Modelo DANI GC 1000) equipado com um injetor split/splitless, detetor de ionizagéo
de chama (FID, 260 °C) e uma coluna Macherey Nagel (30 m x 0,32 mm x 0,25 pum d).
O forno foi programado com os seguintes parametros: a temperatura inicial da coluna foi
100 °C, durante 2 min; em seguida, aumentou-se a temperatura a 10 °C/min até 140 °C, 3
°C/min ate 190 °C, 30 °C/min até 260 °C durante 2 min. O hidrogénio (gas de transporte)
tinha um caudal de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A injec¢éo split (1:50) foi

realizada a 250 °C. Para cada analise injetou-se 1 puL da amostra.

A identificacdo de &cidos gordos foi feita com base nos tempos de retencdo relativos
dos picos da mistura padrdo de 37 FAMESs e das amostras. Para o processamento dos
resultados utilizou-se o programa software Clarity 4.0.1.7 (DataApex, Podohradska,
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Republica Checa), tendo sido expressos os resultados em percentagem relativa (%) de

cada acido gordo detetado.
4.3. Avaliacéo do potencial bioativo e perfil em compostos fenélicos
4.3.1.Preparacao dos extratos hidroetanolicos

Os extratos hidroetanolicos foram preparados usando 1 g de amostra seca com 30
mL de uma solucdo etanol:agua (80:20, v/v), em agitacdo magnética durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, filtrou-se usando papel de filtro Whatman n® 4 e
repetiu-se a extragdo da amostra usando o mesmo volume de solvente e ao mesmo tempo
de agitacdo. Os extratos combinados foram evaporados através de um evaporador rotativo
(Buchi, série 3000, Suica), até a evaporacdo total do etanol sob vacuo a 50 °C. A fase
aquosa obtida foi congelada e liofilizada para posterior anélise da sua capacidade bioativa
e perfil fendlico.

4.3.2.Determinacao do perfil em compostos fenélicos

Para a analise cromatogréfica foi utilizado um sistema Dionex Ultimate 3000 UPLC
(Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) equipado com uma bomba quaternaria, um
injetor automatico (a 5 °C), um desgasificador e um compartimento de coluna com
termostato automatizado. A detecdo dos compostos foi efetuada com detetor de diodos
(DAD), usando os comprimentos de onda de 280 nm, 330 nm e 370 nm. Para a separacao
dos compostos, utilizou-se uma coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2 de fase reversa Cig
(4,6 x 150 mm, 3 um; Milford, EUA) termostatizada a 35 °C. A fase movel utilizada foi
(A) acido formico/agua (0,1%) e (B) acetonitrilo. O gradiente de eluicdo estabelecido foi
isocratico: 10% a 15% B até 5 min, 15-20% B até 5 min, 20-25% B 10 min, 25-35% B
10 min, 35-50% B 10 min e reequilibracao da coluna por 10 min, sendo definida uma taxa
de fluxo de 0,5 mL/min. O sistema de HPLC descrito encontrava-se também interligado
a um espectrometro de massa (MS). A detecdo de MS foi feita utilizando um
espectrometro de massa lon Trap Linear LTQ XL (ThermoFinnigan, San Jose, CA,
EUA), equipada com uma fonte ESI (fonte de ionizacdo electrospray). O gas de arraste
utilizado foi azoto (50 psi). O sistema trabalhou com uma voltagem de spray de 5 kV, a
uma temperatura inicial de 325 °C e tenséo capilar de -20 V. A voltagem do tube lens

offset foi mantida a -66 V. Os espetros foram gravados em modo de ido negativo entre
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100 e 1500 m/z. A energia de colisdo utilizada foi de 35 (unidades arbitrarias). Os dados
foram recolhidos e analisados utilizando o programa Xcalibur® (Thermo Finnigan, San
Jose, CA, EUA).

Para a identificacdo dos compostos procedeu-se a comparagdo dos dados obtidos
(tempos de retencdo, espectros UV-Vis e espectros de massa) com dados disponiveis na
literatura e, quando disponiveis, com os padrdes. Para analise quantitativa, obtiveram-se
as curvas de calibracdo por injecdo de solugfes-padrédo com concentragdes conhecidas,
baseadas nos sinais UV-Vis e utilizando o comprimento de onda méximo de absor¢éo de
cada composto padréo: acido cafeico (y = 388,345x + 406,369, R?=0.9939, LD = 0,78
ng/mL; LQ =1,97 pg/mL), apigenina-6-C-glucdsido (y = 107,025x + 61,531, R? = 0.9989,
LD =0,19 pg/mL; LQ = 0,63 pg/mL), catequina (y = 84,950x — 23,200, R? = 0.999, LD
=0,17 pg/mL; LQ = 0,68 pg/mL) e quercetina-3-O-glucésido (y = 34,843x — 160,173, R?
=0.9998, LD = 0,21 pg/mL; LQ = 0,71 pg/mL). Nos casos em que ndo se verificou
disponibilidade de padrdes para os respetivos compostos, a quantificacdo foi feita atraves
de curvas de calibracdo de compostos do mesmo grupo fenélico. Os resultados foram

expressos em mg de composto por mg/g de extrato.
4.3.3. Avaliacdo da atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos foi realizada através de dois
métodos distintos: Inibicdo da peroxidacgdo lipidica através de substancias reativas do
acido tiobarbitarico (TBARS) e inibicdo da hemdlise oxidativa (OxHLIA).

Na analise de TBARS avalia-se a capacidade do extrato atuar contra os oxidantes
presentes na fracdo lipidica das células de cérebro de porco (Martins et al., 2016), por sua
vez, no ensaio OxXHLIA, avalia-se a capacidade do extrato penetrar nas membranas dos
eritrocitos de ovelha de forma a neutralizar os oxidantes responsaveis pela sua destruicdo
(Takebayashi, et al., 2012).

4.3.3.1. Inibicdo da peroxidagdo lipidica em tecidos cerebrais de porco através

da formagdo de substéncias reativas do acido tiobarbitarico (TBARS)

Para a andlise da atividade antioxidante através do método TBARS, utilizou-se o
protocolo descrito por Sarmento et al. (2015). Os extratos hidroetanolicos liofilizados
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foram redissolvidos em etanol:agua (80:20, v/v) para obtencdo de uma solucdo mée de
0,5 mg/mL, diluindo-se sucessivamente para obtencao de seis concentracfes abaixo da

mesma.

Paralelamente, foi preparada uma suspencéo de cérebro de porco (Sus scrofa) no
qual foi adicionado uma porcdo de cérebro juntamente com tampdo Tris-HCI (20 mM,
pH 7,4) numa proporcado de 1:2 (m/v), centrifugando-se a mistura a 3500 rpm durante 10

min a uma temperatura de 10 °C para evitar a rancificacdo da mistura.

Em tubos eppendorf foi colocado 200 puL de cada uma das solucdes de extrato
hidroetandlico, as quais se adicionaram 100 pL de acido ascérbico (0,1 mM), 100 uL de
sulfato de ferro (FeSOs — 10 mM) e 100 pL do sobrenadante do homogeneizado de
cérebro de porco e incubou-se a 37,5 °C durante 1 hora. Ap6s incubacéo, foi adicionado
500 pL de acido tricloroacético (28% m/v) para parar a reacdo e 380 pL de acido
tiobarbitarico (2% m/v, TBA), e os tubos foram colocados em banho maria a 80 °C
durante 20 minutos, de forma a promover a reacdo entre 0 TBA e o malondialdeido
(Figura 12), (MDA — espécie reativa de oxigénio resultante da peroxidagéo lipidica que
ocorre no tecido cerebral do porco). Posteriormente, centrifugou-se a mistura a 3500 rpm
durante 5 min, para separar os residuos do sobrenadante. A medi¢cdo da intensidade da
cor do complexo MDA — TBA fez-se a 532 nm em placa de pocos de 300 pL. A
percentagem de inibicdo da peroxidacdo lipidica foi calculada através da Equacao 3.

Equacao 3. Percentagem de inibicao da peroxidacao lipidica.

A-B
% inibicdo da peroxidagdo lipidica = A x 100

onde A e B dizem respeito a absorvancia do controlo (4gua) e da solucdo de extrato,
respetivamente. A concentracdo de extrato correspondente a 50% de inibicdo da
peroxidacao lipidica (ICso) foi calculada a partir do gréfico da percentagem de inibigcdo
da formacéo de TBARS em fungéo da concentragéo de extrato. Como controlo positivo

foi usado o trolox e os resultados foram expressos em pg/mL.
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Figura 12 - Reaccdo de MDA e TBA na formacédo de TBARS (Antolovich et al., 2002).

4.3.3.2. Inibicdo da hemolise oxidativa (OxXHLIA)

A atividade anti-hemolitica foi avaliada através do ensaio de OXHLIA previamente
descrito por Lockowandt et al. (2019). Aliquotas de sangue de ovelha foram recolhidas
em animais saudaveis e centrifugadas a 1000 rpm durante 5 min a uma temperatura de 10
°C para obtencdo dos eritrocitos (o plasma e a camada leuco-plaquetaria foram
descartados). Os eritrocitos foram primeiramente lavados com NaCl (150 mM) e trés
vezes com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4). O sedimento de
eritrocito foi depois ressuspenso em PBS 2,8% (v/v).

Numa placa de 48 pocos de fundo plano, 200 uL da solucéo de eritrécitos foram
misturados com 400 pL de solucdo PBS (controlo negativo), de amostras antioxidantes
dissolvidas em PBS ou agua (para hemdlise completa). O Trolox foi usado como controlo
positivo. Realizou-se uma pré-incubacdo das placas a 37 °C durante 10 min com agitac&o,
adicionando-se em seguida dicloridrato de 2,2'-Azobis (2- amidinopropano) (AAPH, 160
mM em PBS, 200 uL) e incubando-se de seguida nas mesmas condi¢fes. A densidade
Gtica foi entdo medida a 690 nm em intervalos de 10 min por cerca de 400 min
(Takebayashi, et al., 2012).

O calculo da percentagem de populacédo de eritrocitos que permanece intacta (P)

foi calculada mediante Equacao 4.

Equacéo 4. Percentagem de populacdo de eritrocitos intactos.

P (%) = (St - CHo/ So - CHo) x 100

onde S; e So correspondem a densidade Otica da amostra aos tempos t e 0 min,

respetivamente, e CHo € a densidade otica da hemdlise completa a 0 min. Os resultados
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foram expressos como tempo de atraso da hemolise (At), o qual foi calculado de acordo

com a Equacéo 5.

Equacéo 5. Tempo de atraso da hemdlise.

At (min) = Htso (amostra) - Htso (controlo)

onde Htso corresponde ao tempo hemolitico de 50% (min) obtido graficamente a partir da
curva de hemolise de cada concentracdo de amostra de antioxidante. Os valores de At
foram posteriormente correlacionados linearmente com as diferentes concentragdes de
amostra, a partir das quais foi calculada a concentragdo com capacidade de retardar a

hemdlise em 60 min (ICsp (60 min), pg/mL).
4.3.4. Avaliacdo da atividade antimicrobiana
4.3.4.1. Atividade antibacteriana

Para a determinacdo da atividade antibacteriana (Carocho et al., 2015), trés
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus - ATCC 11632; Bacillus cereus -
isolado de alimentos; e Listeria monocytogenes - NCTC 7973) e trés bactérias Gram-
negativas (Escherichia coli - ATCC 25922; Salmonella typhimurium - ATCC 13311; e
Enterobacter cloacae -isolado clinico) foram estudadas. As seis estirpes de bactérias
foram adquiridas pelo Laboratorio de Micologia do Departamento de Fisiologia Vegetal
do Instituto de Investigagdo Bioldgica “SiniSa Stankovi¢” da Universidade de Belgrado
na Sérvia. Usando o método de microdiluicdo, foi determinada a concentragfes minima
inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB) para cada bactéria sob cada

extrato.

A concentracdo das culturas bacterianas foi ajustada espectrofotometricamente a
625 nm até uma concentragdo de 1x10° UFC/mL. Os inéculos diluidos foram cultivadas
em meio solido para verificar a auséncia de contaminacdo. As diferentes diluicGes do
extrato hidroetandlico foram pipetadas para uma placa de pogos contendo 100 pL de caldo
de soja triptico (TSB) e, em seguida, adicionou-se 10 pL de inoculo. Incubaram-se as
microplacas por 24 h a uma temperatura de 37 °C.

Para a determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI - menor concentragédo

que produziu uma inibicao significativa (em torno de 50%) do crescimento da bactéria
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em comparacdo com o controlo positivo) foram adicionados 40 pL de cloreto de p-
iodonitrotetrazélio (INT) (0,2 mg/mL) e incubou-se a 37 °C durante 30 min. As
concentragdes minimas inibitorias obtidas no teste de suscetibilidade de varias bactérias
ao extrato foram determinadas também por um ensaio colorimétrico de viabilidade
microbiana baseado na reducdo da cor do INT e comparado com um controlo positivo

para cada estirpe bacteriana.

A concentracdo minima bactericida (CMB) foi determinada por subcultura em
série, colocando 10 puL de cada pogo que ndo apresentou mudanga de cor em 100 uL de
TSB. A menor concentracdo que ndo apresentou crescimento apos essa subcultura foi
considerada como a CMB. Os compostos E211 (benzoato de sodio) e E224
(metabissulfito de potassio), ambos usados como aditivos alimentares, foram os controlos
positivos, e o dimetilsulféxido (DMSO, 5%) usado como controlo negativo. Os resultados

de CMI e CMB foram expressos em mg por mL.
4.3.4.2. Atividade antiflingica

Para a determinacdo da atividade antifingica (Pires et al., 2018), seis estirpes
fangicas (Aspergillus fumigatus- isolado humano, Aspergillus niger - ATCC 6275,
Aspergillus versicolor - ATCC 11730, Penicillium funiculoiculo - ATCC 36839,
Penicillium verrucosum var. ciclopium - isolado de alimentos e Trichoderma viride AMI
5061) foram utilizadas. Dois conservantes sintéticos amplamente utilizados também
foram analisados contra esses contaminantes, nomeados benzoato de sédio (E211) e
metabissulfato de potassio (E224), para confirmar a sensibilidade dos microrganismos a
esses conservantes artificiais conhecidos. Os fungos foram adquiridos pelo Laboratério
de Micologia do Departamento de Fisiologia Vegetal do Instituto de Investigacédo
Bioldgica “Sinisa Stankovi¢” na Universidade de Belgrado na Sérvia e mantidos em meio
malte agar (MA), armazenados a 4 °C e sub-cultivadas uma vez por més. Os esporos
fangicos foram lavados da superficie das placas de agar com solucéo salina estéril a 0,85
% contendo Tween 80 a 0,1 % (v/v). A suspensdo de esporos foi ajustada com uma
solucdo salina estéril para uma concentragdo de aproximadamente 1,0 x 10° num volume
final de 100 pL por pogo. Os indculos foram armazenados a 4 °C. As diluigdes dos
indculos foram cultivadas em MA solido para verificar a auséncia de contaminagéo do

inoculo.
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Através da técnica de diluicdo sucessivas em microplacas de 96 pocos, determinou-
se a concentracdo minima inibitéria (CMI). Adicionou-se ao meio de malte com o inoculo
fangico a amostra de extrato e as microplacas foram incubadas durante 72 h a uma
temperatura de 28 °C. As concentra¢fes mais baixas sem crescimento visivel (usando um
microscopio binocular) foram definidas como CMI. As concentracdes minimas
fungicidas (CMFs) foram determinadas por subcultura em série de 2 pL. de cada pogo que
ndo apresentou mudanga de cor, em microplacas contendo 100 pL de caldo de malte por
poco e posterior incubadas durante 72 h a 28 °C. A menor concentracdo sem crescimento
visivel foi definida como CMF, indicando 99,5% de morte do indculo original. Os
compostos E211 (benzoato de sodio) e E224 (metabissulfito de potéssio), ambos usados
como aditivos alimentares, foram os controlos positivos, e o dimetilsulféxido (DMSO,
5%) usado como controlo negativo. Os resultados de CMI e CMF foram expressos em

mg por mL.
4.3.5. Citotoxicidade

No sentido de se avaliar o potencial citotoxico associado aos extratos
hidroetanolicos, realizou-se o ensaio da sulforrodamina B (SRB), previamente descrito
por Barros et al. (2013).

Foram utilizadas quatro linhas celulares tumorais, nomeadamente MCF-7
(carcinoma da mama), AGS (adenocarcinoma gastrico), NCI-H460 (carcinoma de
pulméo) e CaCo (adenocarcinoma colorretal), obtidas no DMSMZ — Leibniz — Institut
DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH e todas elas
mantidas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, glutamina
(2 mM), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 mg/mL), componentes necessarios
para o seu crescimento. Os frascos de cultura foram mantidos numa incubadora a 37°C e
com 5% de COg, sob uma atmosfera humida. As células foram utilizadas apenas quando

apresentavam 70 a 80% de confluéncia.

Uma massa conhecida de cada um dos extratos (8 mg) foi dissolvida em DMSO
(500 pL) e H20 (500 uL), foram assim obtidas solu¢bes stock com uma concentracao de
8 mg/mL, a partir das quais se procedeu a dilui¢fes sucessivas obtendo as concentragoes
a testar (0,125 - 8 mg/mL). Uma aliquota (190 pL) da suspensdo celular de cada uma das
linhas testadas com uma concentragdo celular de 5x10* células/mL, foi incubada com uma
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aliquota de cada uma das concentracdes dos diferentes extratos (10 uL) em microplacas
de 96 pocos durante 48 horas. O intervalo de concentrac@es testadas foi de 6,25 — 400

pg/mL.

Apbs a incubacdo, prosseguiu-se para a fixacdo das células: foi adicionado TCA
(10% m/v; 100 uL) previamente refrigerado e as placas foram incubadas 1 hora a 4°C,
foram lavadas com agua deionizada e, apds secagem, foi adicionada uma solucéo de SRB
(0,057%, m/v; 100 uL), foram deixadas a repousar a temperatura ambiente durante 30
minutos. Para remocdo da SRB néo aderida, as placas foram lavadas trés vezes com uma
solucdo de acido acético (1% v/v) e colocadas a secar. Por fim, a SRB aderida foi
solubilizada com Tris (10 mM, 200 pL) e foi lida a absorvancia a um comprimento de
onda de 540 nm no leitor de microplacas Biotek ELX800. Os resultados encontram-se
expressos em termos da concentragéo de extrato com capacidade para inibir o crescimento
celular em 50% - Glsop. Como controlo positivo foi utilizada a elipticina. Todos estes
processos e operagdes foram efetuados em ambiente asséptico numa camara de fluxo
laminar vertical (TLStar, AV-30/70).

4.3.6. Hepatotoxicidade

Foram utilizadas duas culturas de células normais: de figado de porco (PLP2) e de
rim de macaco (VERQO) com o objetivo de avaliar a citotoxicidade associada aos extratos
em células ndo tumorais. A preparacdo destas culturas celulares: os tecidos foram lavados
com uma solucéo salina equilibrada de Hank (HBSS), contendo 100 U/mL de penicilina
e 100 pg/mL de estreptomicina, e foram obtidos explantes de 1x1 mm?®. Os explantes
foram colocados em frascos de 25 cm? contendo DMEM suplementado com SFB (10%),
aminoacidos ndo essenciais (2 mM), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100
mg/mL), e foram incubados numa incubadora a 37°C e com 5% de CO2, com atmosfera
humidificada. No sentido de assegurar o crescimento celular, o qual foi acompanhado
pela observacdo no microscopio com contraste de fase, a cada dois dias foi renovado o
meio de cultura. As células foram sub-cultivadas e plagueadas numa microplaca de 96

pocos, de forma a se obter uma densidade de 1,0 x 10* células/poco.

As diluigdes utilizadas para avaliar a hepatotoxicidade nestas culturas primarias de
celulas ndo tumorais foram as mesmas que se encontram descritas na Sec¢do 4.3.5.

Também para a PLP2 e VERO os resultados sdo expressos em valores de concentracdo
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de extrato que inibe em 50% o crescimento celular — Glsp. Como controlo positivo foi

utilizada a Elipticina.
4.3.7. Atividade anti-inflamatoria

Para avaliar a atividade anti-inflamatdria os extratos foram dissolvidos em DMSO
(500 pL) e em H2O (500 pL), foram assim obtidas solugdes stock com uma concentragao
de 8 mg/mL, a partir das quais se procedeu a diluicdes sucessivas obtendo as

concentracgdes a testar (0,125 - 8 mg/mL).

A linha celular de macréfagos de rato RAW 264.7, obtidas no DMSMZ — Leibniz
— Institut DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
foi cultivada em meio DMEM, suplementada com soro fetal bovino (SFB) inativado pelo
calor (10%), glutamina e antibidticos, e mantida numa incubadora a 37°C, com 5% de
CO:2 e sob uma atmosfera himida.

As células foram destacadas com um raspador de células. Uma aliquota da
suspensdo celular de macrofagos (300 puL) com uma densidade celular de 5 x 105
células/mL e com uma proporc¢do de células mortas inferior a 5% de acordo com o teste
de exclusédo do azul de Tripano, foi colocada em cada po¢o. A microplaca foi incubada
durante 24 horas na incubadora com as condicdes anteriormente indicadas de forma a
permitir uma adequada aderéncia e multiplicacdo das células. ApoGs esse periodo as
células foram tratadas com as diferentes concentracbes de extrato (15 pL, 0,125 — 8
mg/mL) e incubadas durante uma hora, sendo que o intervalo de concentracdes testadas
foi de 6,25 — 400 pg/mL. Procedeu-se a estimulacdo com a adicao de 30 pL da solugédo
de lipossacarideo - LPS (1 mg/mL) e incubou-se durante mais 24 horas. Foi utilizado
como controlo positivo dexametasona (50 mM) e como controlo negativo, as amostras na

auséncia de LPS.

A quantificagdo de oxido nitrico foi feita através da utilizagdo de um kit do sistema
de reagentes de Griess (solucgdes de nitrofenamida, etilenodiamina e nitrito) e atraves da
curva de calibragdo de nitrito (nitrito de s6dio 100 mM a 1,6 mM) preparada numa placa
de 96 pocos. O oOxido nitrico produzido foi determinado através da leitura das

absorvancias a 540 nm (leitor de microplacas ELX800 Biotek, Bio-Tek Instruments, Inc.,
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Winooski, VT, EUA) e pela comparacdo com a reta de calibracao do padréo (y = 0,0063x
+0,1368, R? = 0,9989).

Os resultados foram calculados através da representacéo grafica da percentagem de
inibicdo da producdo de Oxido nitrico versus a concentracdo de amostra, e expressos
relativamente a concentracdo de cada um dos extratos que provoca a inibi¢éo, em 50%,

da producéo de 6xido nitrico — ICso (Sobral et al., 2016).

4.4. Aplicacdo da farinha do mesocarpo de babagu em produtos de panificacao e

pastelaria
4.4.1.Elaboracao dos péaes

Os pées foram produzidos com o auxilio de uma panificadora doméstica Britania
Multipane 550W, usando a programacédo 1 para pdes normais de 450 ou 600 g, na cor
escura. O ciclo da programacao consiste em 3 misturas e 3 descansos da massa antes da
cozedura, levando cerca de 3 horas para ficar pronto. Apés a cozedura, o péo foi removido
da forma, deixado para arrefecer durante 1 hora até atingir a temperatura ambiente e
embalado em sacos de polietileno para evitar a desidratacdo. As analises de propriedades

fisicas foram feitas até 3 horas ap6s cozedura.

Os ingredientes foram pesados em balanca de precisdo e armazenados em
recipientes de polipropileno (PP) livres de bisfenol, dentro de caixas plasticas
transparentes até a sua utilizacdo. Realizou-se duas bateladas para cada formulacdo
apresentadas na Tabela 2. O cddigo das formulacbes foi determinado da seguinte
maneira: B, sigla para Bread (pdo), seqguido da porcentagem de substituicao da farinha de
trigo pela farinha de mesocarpo de babacu, logo, BO — pédo controlo, com 0% de farinha
de babacu, ou seja, composto por 100% de farinha de trigo; B12 — pdo com 12%
substituicdo da farinha de trigo pela farinha de MB, B18 — pdo com 18% de substitui¢do
e B24 — pdo com 24% de substitui¢cdo. Apos a elaboracéo, os produtos foram congelados

e liofilizados para posteriores anélises.
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Tabela 2 - Formulacgéo para preparo dos pées (Autoria propria, 2020).

Codigo BO B12 B18 B24
Ingredientes (g) Controlo 12% de PANC 18% de PANC 24% de PANC
Farinha de trigo 375 330 307,50 285
Mesocarpo de babagu - 45 67,50 90

Agua 217,50 217,50 217,50 217,50
Oleo 33,75 33,75 33,75 33,75
Acucar 22,50 22,50 22,50 22,50

Sal 7,50 7,50 7,50 7,50
Fermento biolégico seco 7,50 7,50 7,50 7,50

4.4.2.Elaboracao dos waffles

Os waffles foram produzidos através de uma maquina para waffles da marca
SilverCrest SWR 1000 A1 Waffle Maker. O ciclo de preparacao dos waffles originou trés
unidades para cada formulacéo, levando cerca de 10 minutos cada para ficar pronto. Ap6s
a cozedura, os waffles foram removidos e arrefecidos até atingir a temperatura ambiente
e embalados em sacos de polietileno para evitar a desidratacdo. As analises de

propriedades fisicas foram feitas até 3 horas apds cozedura.

O codigo das formulacdes foi desenhado da mesma maneira que para os paes. W,
sigla para waffle, seguido da porcentagem de substituicdo da farinha de trigo pela farinha
de mesocarpo de babacu, logo, W0 — waffle controlo, com 0% de farinha de babacu, ou
seja, composto por 100% de farinha de trigo; W12 — waffle com 12% substituicdo da
farinha de trigo pela farinha de MB, W18 — waffle com 18% de substituicdo e W24 —
waffle com 24% de substituicdo. Os ingredientes foram pesados em balanga de preciséo
e realizou-se duas bateladas para cada formulagdo, sendo elas apresentadas na Tabela 3.

Apos a elaboracao, os produtos foram congelados e liofilizados para posteriores anélises.
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Tabela 3 - Formulacgéo para preparo dos waffles (Autoria propria, 2021).

Codigo WO W12 W18 W24
Ingredientes (g) Controlo  12% de PANC 18% de PANC 24% de PANC
Farinha de trigo 83,00 73,04 68,06 63,08
Mesocarpo de babacu - 9,96 14,94 19,92
Margarina 66,70 66,70 66,70 66,70
Aclcar 50 50 50 50
Ovo(=53ge<63g) 1 1 1 1

4.5. Avaliacdo de parametros fisicos dos paes e waffles desenvolvidos
4.5.1.Volume especifico

Para o calculo do volume especifico, determinou-se, em primeiro lugar, a massa
dos produtos de panificagdo numa balanga de precisdo, expressa em gramas, e o volume
mediante 0 método 72-10 da AACC (2000) referente ao deslocamento de sementes de
paingo (Panicum miliaceum L.). O método consiste no preenchimento de um recipiente
transparente com sementes de pain¢o. Em seguida, uma parte das sementes € substituida
pela amostra e 0 volume ajustado até a borda e nivelado com auxilio de uma régua. As
sementes restantes, correspondem ao volume deslocado pela amostra, sdéo medidas em
proveta graduada (100 mL), indicando o volume do produto, com expressao do resultado
em mL. Por fim, dividiu-se o volume encontrado pela sua massa obtendo como resultado

o volume especifico dos paes e dos waffles (Equacao 6).
Equacao 6. Volume especifico.

Volume deslocado ()

% . mL, =
especifico (~5°) Pproauto (9)

45.2.Colorimetria

A anélise de cores foi realizada com um espectrofotdmetro CM-700d (Konica
Minolta Sensing Americas, Osaka, Japdo) onde se analisou a cor dos produtos de
panificagcdo e pastelaria com base na escala Hunter & Harold, 1987, onde L* indica o
nivel de luminosidade, ou seja, para L* = 0, preto e para L* = 100, branco. O parametro

a* indica cor vermelho a cor verde (a* = 60, vermelho e a* = -60, verde), e b* indica cor
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amarelo a azul (b* = 60, amarelo e b* = -60, azul). Cada péo foi cortado verticalmente
em fatias de aproximadamente 25 mm e foram realizadas no miolo do pdo 4 medicdes
por fatia, totalizando 12 medigOes para cada pdo. Cada waffle foi cortado verticalmente
em tiras de aproximadamente 25 mm e foram realizadas na superficie do waffle 4

medic¢des por tira, totalizando 12 medic¢des para cada waffle.
4.5.3. Anélise de textura

Um analisador de textura TA.XT/plus (Stable Micro Systems, UK) acoplado a um
computador com o software ‘Texture Analysis’ em ‘Exponent Connect Lite’ equipado
com uma célula de carga de 5 kg e um probe cilindrico de 36 mm de diametro foi utilizado
para andlise de textura tanto dos paes quanto para os waffles. A determinacdo da firmeza
dos produtos foi mediante 0 Método AACC 74-09.01 (BRD2/P36), ou seja, por forca de
compressdo. Em fatias verticais de aproximadamente 25 mm de largura, onde a sonda
cilindrica comprimiu a amostra em 40% da sua altura original, programado a uma
velocidade de pré-teste de 1 mm/s, velocidade de teste: 1,7 mm/s, velocidade de pos-teste:

10 mm/s e uma distancia de retorno de 30 mm.

A analise foi realizada no dia 0 (dia em que o produto foi elaborado), dia 3 e dia 7
a fim de analisar o seu envelhecimento e endurecimento através da textura. Os produtos
foram armazenados em sacos de polietileno e em caixas plasticas transparentes para evitar

a secagem.

4.5.4. Avaliacdo das propriedades nutricionais, quimicas e bioativas dos pées e

waffles desenvolvidos.

As amostras de pdo e waffles foram congeladas, liofilizadas e reduzidas a um pé
fino e seco para as analises posteriores. A humidade, teor de proteinas, gordura total,
cinzas e hidratos de carbono foram determinados seguindo os métodos descritos
anteriormente na secdo 4.3.1. Para a determinacdo do perfil de acUcares livres, acidos
organicos e acidos gordos, foram utilizados os métodos previamente descritos nos sub-

titulos 4.3.2, 4.3.3 e 4.3.4., respectivamente.

Foram também preparados extratos hidroetandlicos como descritos anteriormente

no sub-titulo 4.4.1. para posteriores estudos do perfil fenolico (sub-titulo 4.4.2)) e
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propriedades bioativas (sub-titulos 4.4.3., 4.4.4., 4.45., 4.4.6, e 4.4.7.) dos produtos

desenvolvidos.
4.6. Analise estatistica

Para cada analise com a amostra seca e respetivo extrato hidroetandlico, todos os
ensaios foram realizados em triplicado, sendo os resultados expressos como valores
médios + desvio padrdo (SD). As diferencas significativas entre amostras foram
analisadas através da analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do teste HSD
de Tukey com a = 0,05 utilizando o IBM SPSS Statistics for Windows, Versao 23.0.
(IBM Corp., Armonk, Nova York, EUA).
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5. Resultados e discusséo
5.1. Caracterizagdo do mesocarpo de babagu
5.1.1.Composicao centesimal, acUcares, acidos organicos e &cidos gordos

Os resultados da composicdo em macronutrientes e agucares livres da farinha do
mesocarpo de babacu (MB) encontram-se descritos na Tabela 4. Como era expectavel, a
amostra em estudo apresentou niveis baixos de humidade, 14,8 £ 0,2 g/100 g ps. Perante
o0 resultado obtido, pode-se afirmar que a farinha utilizada neste estudo corresponde ao
descrito na RDC n° 263/2005 da ANVISA, a qual preconiza a identidade e as
caracteristicas minimas de qualidade das farinhas, apresentem teores de humidade
méaxima de 15%, considerando a necessidade de constante aperfeicoamento das acoes de
controlo sanitario na area dos alimentos, visando a protecdo a salde da populacao.
Ferreira e colaboradores (2010) ao pesquisarem a composi¢do centesimal de farinha de
mesocarpo de babacu em dois municipios do Piaui encontraram teores de humidade de
13,91% e 15,00%. Esses autores ressaltam que, devido a diferenca de localizacdo
geogréfica das amostras, mesmo sendo oriundas do mesmo estado, as plantas que deram
origem aos frutos, recebem influéncias climaticas e de cultivo que certamente
contribuiram para diferenciar a composicdo dessas farinhas. Este parametro é considerado
um dos principais responsaveis pelas alteracdes nas caracteristicas nutricionais,
organolépticas, fisicas e microbioldgicas das farinhas, sendo um fator de aceleracdo de
reacOes quimicas (Costa, et al., 2008), fazendo-se relevante para conservacao das farinhas
e tempo de prateleira estimado do produto final.

O teor de cinzas (1,13 £+ 0,12 g/100 g ps) e de proteinas (1,38 + 0,01 g/100 g ps)
registrados por Maniglia e Tapia-Blacido (2016) sdo superiores aos analisados, 0,9 £+ 0,2
0/100 g ps e 0,696 + 0,003 g/100 g ps, respectivamente. Esse valor esta de acordo com os
percentuais estabelecidos pelo MAPA através da Instrugdo Normativa n° 8/2005, o qual
estipula um valor maximo de 0,8% ps para a farinha classificada como tipo 1 ou também
chamada de farinha especial, € uma das mais versateis e a mais comum. Feita a partir da
mistura de grdos de trigo fracos (pouco glaten) e fortes (muito glaten). Esse tipo é a mais

utilizada no prepararo de paes (MAPA, 2005).

Os hidratos de carbono (97,75 £ 0,02 g/100 g ps) e as gorduras (0,6 + 0,2 g/100 g

ps) foram identificados como 0 macronutriente maioritario e minoritarios,
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respectivamente. O valor dos hidratos de carbono analisados neste trabalho € superior aos
registados por Silva et al (2007) de 72,20 £ 1,05 g/100 g ps e por Oliveira (2018) de 80,66
+ 0,4 g/100 g ps, visto que é um dos principais grupos de substancias alimentares a ser
sintetizado na planta a partir de simples substancias organicas. O teor de gorduras
encontrado (0,6 = 0,2 g/100 g ps) € maior que o obtido por Morales (2012), de 0,09 %,
porém menor que os verificados por Silva et al (2007), Ferreira et al. (2010) e Cavalcante
Neto (2012), respectivamente, 1,80 %, 3,94 % e 3,99 %. Quando comparado aos valores
médios obtidos em dados de literatura para farinha de trigo (1,23 %) os valores da farinha
de MB sdo inferiores. Pavlak e colaboradores (2007) concluiram que mudangas na
composicdo da farinha de babacu podem ocorrer devido as diferentes condicdes
edafoclimaticas onde os frutos séo colhidos e nas variag@es dos fatores genéticos entre 0s
individuos, entre outras variaveis.

Tabela 4 - Composi¢do proximal, valor energético e actcares livres da farinha
proveniente do mesocarpo de babacu (média = DP, n = 9).

Valor nutricional (g/100 g ps — peso seco) MB
Humidade 14,8 +0,2
Gordura total 06+0,2
Proteinas 0,696 + 0,003
Cinzas 09+0,2
Hidratos de carbono 97,75 £ 0,02
Valor energético (kcal/100 g ps) 399+1

Acucares livres (g/100 g ps)

Frutose 0,17 +0,01
Glucose 0,11 + 0,02
Total de agucares livres 0,28 + 0,03

ps — peso seco; em cada linha letras diferentes significam diferengas significativas entre
espécies (p<0,05).

Os acUcares (Tabela 4) intervém em quase todos 0s processos no ciclo de vida das
plantas, armazenando energia e fornecendo estruturas base para a sintese de outros
compostos orgénicos (Shah, et al., 2019). No que respeita a composi¢cdo em acgucares
livres da farinha proveniente do mesocarpo de babacu, foram identificados e
quantificados dois monossacarideos, a frutose (0,17 = 0,01 g/100 g ps) e a glucose (0,11
+ 0,02 g/100 g ps). No qual sabe-se de antemao que a glucose é o monossacarideo mais

comumente encontrados em plantas.
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A par dos acucares, também os acidos organicos (Tabela 5), para além de
desempenharem um papel importante no metabolismo da planta, tais como a producéo de
energia, armazenamento de carbono, interacGes microbianas, entre outros. Estes acidos
sdo substancias naturalmente presentes nas hortalicas e que exercem influéncia sobre
certas caracteristicas, tais como sabor, aroma e aparéncia (Calbo & Henz, 2007), mas
também sdo responsaveis pela acidez, contribuindo assim para o sabor caracteristico do
fruto (Vallarino & Osorio, 2019). Foram identificados no total trés &cidos organicos, 0s
acidos quinico, malico e citrico. Com especial destaque para o acido citrico, encontrado
em maior concentracdo na amostra MB (0,166 + 0,001 g/100 g ps), pois &€ comumente

utilizado na indUstria de alimentos como acidificante.

Para além de afetarem as caracteristicas organoléticas dos alimentos, os acidos
organicos podem interferir também na estabilidade microbiana, no valor nutricional e na
aceitabilidade dos consumidores (Santos, 2013). O &cido quinico (0,132 + 0,001 g/100 g
ps) tem sido descrito como tendo muitas propriedades benéficas para a salude do
consumidor, entre as quais, efeitos anti-inflamatorio e antioxidante (Jang et al., 2017), o
que revela a importancia do uso desta farinha na industria alimentar e na sua aplicacédo

em novos produtos que vao de encontro as preocupacgdes do consumidor.

Tabela 5 — Composicdo em &cidos organicos da farinha proveniente do mesocarpo de
babacu (média + DP, n = 9).

Acidos Organicos (g/100 g ps)

Acido quinico 0,132 + 0,001
Acido malico 0,065 + 0,003
Acido citrico 0,166 + 0,001
Total de acidos orgénicos 0,36 + 0,01

ps — peso seco; em cada linha letras diferentes significam diferengas significativas entre
espécies (p<0,05).

Foram identificados 5 acidos gordos na amostra MB e encontram-se descritos na
Tabela 6. A farinha de mesocarpo de babagu revelou maiores teores em acidos gordos
saturados. Comparativamente ao descrito no estudo realizado pela EMBRABA (2001),
no presente estudo foram ainda identificados os acidos miristico e pentadecilio. O acido
palmitico (59,1 + 0,3 %) e o pentadecilio (3,44 + 0,03 %) sdo os de maior e menor

concentracdo encontrados, respectivamente.
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Tabela 6 - Composicdo em acidos gordos da farinha proveniente do mesocarpo de
babacu (média £ DP, n = 9).

Acidos gordos (%)

Acido miristico (C14:0) 8,9+0,1
Acido pentadecilico (C15:0) 3,44 0,03
Acido palmitico (C16:0) 59,1+0,3
Acido esteérico (C18:0) 20,9+0,3
Acido oleico (C18:1n9c) 7,7+0,1
SFA 92,3+0,2
MUFA 7,7+£0,1

ps — peso seco; SFA — saturated fatty acids (&cidos gordos saturados); MUFA —
monounsaturated fatty acids (acidos gordos monoinsaturados). Em cada linha letras
diferentes significam diferengas significativas entre espécies (p<0,05).

5.1.2.Propriedades Bioativas
5.1.1. Composicdo em compostos fenolicos

Os dados relativos a composicdo fendlica do extrato hidroetanolico da babacgu estéo
descritos na Tabela 7. Até a data da submissdo desta tese, ndo foi possivel encontrar
referéncias de outros autores com a descricao fenodlica individual desta amostra. Os picos
na tabela estdo sequenciados de acordo com o tempo de retencéo dos compostos fendlicos
encontrados também nas amostras de pdo e waffles (Tabela 15 e Tabela 23,

respectivamente).

Na amostra de babacu foi possivel identificar nove compostos fendlicos, seis
flavan-3-0is (derivados de catequina e epicatequina - Figura 13) e trés flavonoides O-
glicosilados derivados de quercetina (Figura 14). Os picos 2 e 4 ((+)-catequina e (-)-
epicatequina, respetivamente) foram identificados por comparacdo do tempo de retencéo,
espectro de absor¢do maxima e dados de espetro de massa com padrdes disponiveis no
laboratorio. Os picos 1, 5/7 e 8 foram identificados como dimero, tetrameros e pentameros
de (Epi)catequina tipo [, respetivamente, de acordo com o previamente descrito por
Melgar et al. (2018). O grupo dos flavan-3-0is representa 99% da composicéao fendlica da
farinha de babagu com uma concentracéo total de 211 + 4 mg/g extrato, devido sobretudo
a presenca do dimero de (Epi)catequina tipo B com um concentracdo de 82 + 3 mg/g
extrato. Relativamente ao grupo dos flavonoides, os picos 10 ([M-H] a m/z 463), 12 ([M-
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H]"am/z 477) e 13 ([M-H]  a m/z 519) apresentaram um espetro MS? a m/z 301 (aglicona
de quercetina) com uma abundancia de 100%, correspondendo a perdas de 162 u
(hexose), 146 u (hexurondsido) e 42 u + 44 u + 162 u (malonil e hexose), respetivamente,
permitindo assim uma identificacdo tentativa de quercetina-3-O-glucoside (identificado
por comparacdo compadrdo comercial), quercetina-O-hexuronosido e quercetina-O-

malonil-hexdésido.

OH

Catequina Epicatequina

Figura 13 - Estrutura quimica da (+)-catequina e (-)-epicatequina (O mundo da
quimica, 2020).

Figura 14 - Estrutura quimica da quercetina (Clinisciences, 2020).

Em estudos anteriores a composicao fendlica total, Vieira, Sousa e Lima (2011)
assim como Maniglia e Tapia-Blacido (2016) verificaram um teor total de compostos
fenolicos de 98,31 + 2,30 mg de equivalentes de &cido galico/100 g de amostra para o
extrato alcoolico de mesocarpo de babagu, mas que nédo ¢ passivel de compara¢do com o

presente estudo.
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Tabela 7 - Tempo de retencéo (Tr), comprimentos de onda da absor¢cdo maxima na regido
do ultravioleta (Amax), dados de espetro de massa, tentativa de identificacdo e
quantificacdo (mg/g extrato) dos compostos fendlicos presentes em extratos

hidroeandlicos da farinha de babacu (média £ DP).

Pico Tr hmix (M-HT Identificacio Tentativa Quantificagao
(min)  (nm) (m/z) (mg/g extrato)
1 4,08 280 577 Dimero de (Epi)catequina tipo B 82+3
2 576 280 289 (+)-Catequina 36,2+0,1
4 7,83 280 289 (-)-Epicatequina 26,2+0,3
5 9,12 283 1153 Tetramero de (Epi)catequina tipo 22+1
7 10,49 283 1153 Tetramero de (Epi)catequina tipo 201
8 12,44 283 1441 Pentdmero de (Epi)catequina tipo 2411
10 17,07 334 463 Quercetina-3-O-glucdsido 0,600 + 0,001
12 21,15 345 477 Quercetina-O-hexuronodsido 0,54 £0,01
13 2452 334 519 Quercetina-O-malonil-hexésido 0,497 + 0,001
Compostos fenélicos Totais 213+ 4
Flavan-3-0is Totais 211+ 4
Flavonois Totais 1,64 +0,01

MS?2 (m/z): Pico 1 - 451(100), 575(40),425(5),407(5),289(5),287(10);

Pico 2 - 325(20), 289 (100), 245(100), 205(41); Pica 4 - 325(20), 289 (100), 245(100), 205(41);
Pico 5 - 865(68),713(20),695(2),577(22),575(40),425(5),407(5),289(5),287(10);

Pico 7-865(68),713(20),695(2),577(22),575(40),425(5),407(5),289(5),287(10);

Pico 8- 1153(12),865(68),713(20), 695(2),577(22),575(40),425(5),407(5),289(5),287(10);

Pico 10 - 301(100); Pico 12 - 301(100); e Pico 13 - 477(32),301(100).

5.1.1.1. Atividade antioxidante e citotoxicidade

Os resultados da atividade antioxidante, atividade antitumoral, hepatotoxicidade e
atividade anti-inflamatéria para o extrato da farinha de mesocarpo de babagu estdo
apresentados na Tabela 8 e s&o expressos em ICso (Hg/mL) e Glso (ug/mL). Na literatura
encontram-se descritos varios ensaios baseados em diferentes mecanismos para a
avaliagdo da capacidade antioxidante de alimentos e compostos quimicos. Neste estudo,
aplicaram-se dois métodos distintos: inibicao da peroxidacéo lipidica em tecidos cerebrais
de porco através da formacdo de substancias reativas do &cido tiobarbiturico (TBARS) e
inibicdo da hemdlise oxidativa em eritrdcitos isolados do sangue de ovelha (OxHLIA).
Nos resultados descritos, encontra-se a concentragao do extrato hidroetanolico necessario
para inibir 50% da peroxidacéo lipidica no tecido lipidico do cérebro de porco e para
proteger 50% da populacéo de eritrocitos (provenientes de sangue de ovelha) da acdo

hemolitica causada pelo agente oxidante. Assim, quanto menor a concentracdo de ICso,
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maior a capacidade de inibicdo da formacdo de TBARS e maior a acdo anti-hemolitica

das amostras.

O extrato hidroetanolico testado revela alta capacidade antioxidante (0,0131 +
0,001 pg/mL) para inibir a peroxidacdo lipidica, apresentando um ICso 99,65% mais
eficaz em comparacdo com o controlo positivo utilizado neste ensaio (Trolox: 3,7 £ 0,5
pg/mL). Maniglia e Tapia-Blacido (2016) registaram um valor de 63,4 + 1,5% de
atividade antioxidante para o extrato de babacgu, no entanto este resultado foi obtido pelo
ensaio de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). No ensaio OxHLIA a amostra de
mesocarpo de babacu também revelou uma atividade promissora (5,4 £ 0,1 pug/mL), pois
comparando com o controlo positivo (Trolox; 21,8 £ 0,2 pg/mL) a amostra é 75% mais
eficaz, apresentando alta capacidade anti-hemolitica. A atividade antioxidante da farinha
de mesocarpo de babacu podera estar correlacionada com a presenca de compostos

fenolicos, conforme previamente descrito por Vieira, Sousa e Lima (2011).

Tabela 8 - Atividade antioxidante, antitumoral, hepatotoxicidade e anti-inflamatoria do

extrato hidroetandlicos da farinha proveniente do mesocarpo de babagu (média £ DP, n

=9).
Atividade antioxidante 1Cs0 (Mg/mL) Trolox (ug/mL)
TBARS 0,0131 + 0,001 37+05
OxHLIA 54+0,1 21,8+0,2
Atividade antitumoral Glso (ng/mL) Elipticina (ug/mL)
AGS (adenocarcinoma gastrico) 2312 1,23+0,03
CaCo (adenocarcinoma colorretal) 1742 1,21+0,02
MCF-7 (carcinoma de mama) 44 +4 1,02 £ 0,02
NCI-H460 (carcinoma de pulmao) 27,704 1,01+0,01
Hepatotoxicidade Elipticina (ug/mL)
PLP2 18,8+ 0,3 14+0,1
VERO 204 + 13 14+0,1
Atividade anti-inflamatdria Dexametasona (pg/mL)
RAW 264.7 > 400 6,3+04

Os valores de ICso correspondem a concentragdo do extrato que atinge 50% de atividade antioxidante ou 0,5 de
absorvancia na redugdo do ensaio de poténcia. Os resultados de citotoxicidade foram expressos em valores de Glso:
correspondendo a concentragdo de amostra necessaria para realizar a inibicdo do crescimento em 50% sob células
tumorais humanas ou em cultura primaria de células de figado de porco (PLP2) e rim de macaco (VERO).
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No que diz respeito aos resultados da atividade antitumoral nas diversas linhas
celulares cancerigenas estudadas (MCF-7, NCI-H460, CaCo e AGS), o0 extrato
hidroetan6lico do mesocarpo de babagu apresentou resultados positivos para a inibicdo
de todas as linhas celulares, sendo as linhas de adenocarcinoma colorretal — CaCo (17 +
2 ug/mL) e adenocarcinoma gastrico — AGS (23 + 2 pg/mL) as que apresentaram Mais

baixa concentracdo de amostra necessaria para inibir o crescimento das células em 50%.

Renno e colaboradores (2008) avaliaram a citotoxicidade do extrato etanolico do
mesocarpo de babacu contra linhas leucémicas humanas, de cancro de mama (MCF-7),
linhas de fibroblastos de camundongo (3T3-L1) e linfocitos humanos de sangue
periférico. O extrato promoveu a diminuicdo da viabilidade em todas as linhas celulares
testadas de maneira dose-dependente, verificando também danos sobre a morfologia das
células cancerigenas. Estes resultados, em conjunto com os obtidos neste estudo,
demonstram que o extrato hidroetandlico do mesocarpo de babacu pode ser uma

promissora fonte de novos agentes antitumorais.

Contudo, observou-se igualmente a inibicdo de células saudaveis das linhas
celulares PLP2 e VERO, o que indica que este extrato apresenta alguma hepatotoxicidade.
No entanto, é de referir que o valor de Glso é bastante superior (cerca de 7x) para a linha
celular VERO comparativamente as linhas celulares tumorais. Assim, seriam necessarios
estudos adicionais, possivelmente envolvendo o fracionamento e identificacdo dos

compostos ativos, para entender o potencial versus a toxicidade deste extrato.

Ressalta-se ainda que o resultado de atividade anti-inflamatoria testadas na linha
celular de macro6fagos de rato RAW 264.7, apresentou resultado com concentracao de
Glso > 400, ou seja, 0 extrato hidroetandlico do mesocarpo de babagu ndo apresentou
atividade anti-inflamatdria. No entanto, num estudo realizado por Maia e Rao (1989), Da
Silva e Parente (2001), as propriedades anti-infamatdrias e analgésicas do mesocarpo de
babacu foram confirmadas experimentalmente utilizando um extrato de cloroférmio dos

frutos secos.
5.1.1.2. Atividade antimicrobiana

O extrato hidroetanolico do mesocarpo de babagu foi submetido & anélise da
atividade antimicrobiana em doze estirpes no total, com a finalidade de determinar a

potencial atividade antibacteriana e antifungica.
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A atividade antibacteriana do extrato da farinha de mesocarpo de babagu, foi testada
contra um painel de seis bactérias, dentre as quais, trés bactérias Gram-positivas (Bacillus
cereus; Staphylococcus aureus e Listeria monicytogenes) e trés Gram-negativas
(Escherichia coli; Enterobacter cloacae e Salmonella typhimurium). A Tabela 9
apresenta os resultados obtidos para o extrato em Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)
e Concentracdo Minima Bactericida (CMB) e estdo expressos em mg/mL. A atividade
antimicrobiana associada a amostra € maior quanto menor for o valor da concentracdo
minima inibitoria (CMI), ou seja, é a mais baixa concentracao de um produto responsavel

por limitar o crescimento visivel de uma bacteéria.

Tabela 9 - Atividade antibacteriana (CMI e CMB em mg/mL) do extrato da farinha de

mesocarpo de babagu.

Amostra S. aureus B. cereus L. monicytogenes E. coli S. typhimurium En. cloacae
CMI 0.5 0.06 0.5 1 0.5 0.25
MB
CMB 1 0.125 1 2 1 0.5
CMI 4 0.5 1 1 1
E211
CMB 4 0.5 2 2 2 4
CMI 1 2 0.5 0.5 1 0.5
E224
CMB 1 4 1 1 1 0.5

B. cereus: Bacillus cereus; S. aureus: Staphylococcus aureus; L. monicytogenes: Listeria monicytogenes; E. coli: Escherichia coli; En.
Cloacae: Enterobacter cloacae; S. typhimurium: Salmonella typhimurium. CMI: Concentracdo minima inibitoria; CMB: Concentragéo
minima bactericida; MB: mesocarpo de babagu. Controlos positivos: E211 (benzoato de sédio) e E224 (metabissulfito de potéssio).

O extrato de MB apresentou valores baixos de CMI e CMB para atividade
antibacteriana, revelando por isso, grande potencial contra todas as estirpes bacterianas
analisadas, especialmente por apresentar resultados inferiores quando comparados com
os controlos positivos utilizados (E211 e E224). Sabe-se que quanto menores e quanto
mais proximos forem os valores destas duas variaveis (CMI e CMB), mais potente sera a
atividade antibacteriana. Estes resultados sdo de extrema importancia, pois 0s perigos
biolégicos, que incluem microrganismos e as suas toxinas, devem ser controlados
rigorosamente no ambito da seguranca alimentar visto que o risco associado a sua
ingestdo pode causar efeitos adversos na satude do consumidor, podendo inclusivamente
levar a morte. Segundo o Center for Food Safety and Applied Nutrition e a Autoridade
Europeia para a Seguranga dos Alimentos (European Food Safety Authority, EFSA) os
microrganismos Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus estdo
frequentemente envolvidos em doencas de origem alimentar, e como pode-se observar o

extrato do MB revelou-se altamente eficaz contra estas estirpes. No entanto, o maior
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desempenho de inibicdo deu-se contra o microrganismo Bacillus cereus (CMI: 0,06
mg/mL), seguido do Enterobacter cloacae (CMI: 0,25 mg/mL). Num estudo efetuado por
por Barroqueiro e colaboradores (2016), relata que o MB revelou atividade antibacteriana
com CMI de 32 mg/mL para a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 25923), valor
muito superior ao encontrado neste presente estudo (CMI: 0,5 mg/mL). Num outro estudo
realizado por Oliveira (2018), determinou-se qualitativamente a atividade antimicrobiana
do extrato de MB contra bactérias patogénicas como Staphylococcus aureus e Bacillus

cereus, apresentando capacidade de inibicdo pelo método de difusao de disco.

Os resultados obtidos no ensaio da atividade antifingica ndo estdo presentes em
tabela, pois o extrato hidroetandlico da farinha de mesocarpo de babacu ndo apresentou
atividade até a concentracdo maxima testada (8 mg/mL). Significando isto, que o extrato

de MB, ndo foi eficaz contra as estirpes fungicas analisadas.

5.2. Caracterizacao dos produtos de panificacao (paes)

5.2.1.Parametros fisicos

Na Figura 15 estdo apresentadas as fotos dos paes produzidos com 100% de farinha
de trigo (BO - controlo) e as substituicbes de 12% (B12), 18% (B18) e 24% (B24) da
farinha trigo pela farinha de mesocarpo de babacu, os resultados das analises dos

parametros fisicos estdo apresentados na Tabela 10.

Em relacdo aos parametros fisicos avaliou-se o peso (g), volume (mL) e volume
especifico (ml/g), os valores encontrados mostram que a aplicacdo da farinha de PANC
influenciam diretamente no volume dos pées e no volume especifico (VE). Embora os
valores de peso ndo demonstrem tanta variacdo, os valores de volume especifico
revelaram grandes diferencas. O volume especifico é a medida usada para verificar a
capacidade da massa de expandir e reter o gas dentro dela durante a cozedura (Evangelho,
et al., 2012). O VE do péo controlo (100% farinha de trigo) foi de 4,44 + 0,02 mL/g e
conforme aumento das percentagens da farinha de mesocarpo de babacu os valores
decresceram. O pdo com a maior substituicdo de 24% (B24) obteve um VE de 2,7 £ 0,1
mL/g, ou seja, houve um decréscimo de aproximadamente 60% em relacdo ao péo
controlo (BO).
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BO

B12

B18

B24

Figura 15 - Pées e fatias em suas respectivas substitui¢cfes da farinha de trigo pela

farinha de mesocarpo de babacu (Autoria propria, 2020).

De acordo com Oliveira (2008), um alto teor de fibras na farinha utilizada na
producgdo de pées, podera reduzir o volume do mesmo, devido ao aumento da absorcéo
de &gua e menor tolerancia a fermentacéo. Isto deve-se ao facto de que as fibras afetam
de forma negativa o aprisionamento dos gases que sdo produzidos durante a fermentacao,

0s quais auxiliam no maior volume do péo (Vinhalva, et al., 2011).

Tabela 10 — Pardmetros fisicos dos pdes formulados (média + DP, n = 9).

Parametros fisicos BO B12 B18 B24
Peso (g) 547 £ 34 555,9+0,1° 546 + 3 & 543 £6°¢
Volume (ml) 2431 +20¢% 2166 +27° 1810+ 10°¢ 1443 + 30 ¢
Volume especifico (ml/g) 4,44 +0,02° 39+0,1° 3,12+0,01°¢ 2,7+0,1¢

Em cada linha letras diferentes significam diferencas significativas (p<0,05)
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Existem diversos parametros que influenciam a qualidade do pao, entre eles, o nivel
de crescimento do pdo, que é um dos fatores mais importantes em relacéo a qualidade,
pois esta diretamente ligado a pardmetros como aparéncia, textura e sabor do pdo (Chen,
et al., 2019). Alguns autores referem que a utilizacdo de emulsificantes pode ajudar a
estabilizacdo da interface entre 0s gases e a massa e, por isso, ndo perder volume
especifico quando séo utilizadas farinhas de alto teor em fibra ou compostos lipofilicos
(Tebben, et al., 2018).

Os resultados das andlises de textura apresentados na Tabela 11 compreendem
valores entre 133 + 17 a 769 + 45 N/cm? para o dia em que foram elaborados (Dia 0).
Observa-se um aumento na firmeza dos paes com 18 e 24% de MB, onde a forca de
compressdo aumentou em cerca de 53 e 82%, respectivamente, em comparagdo ao péo
controlo (B0). O pdo com 12% de substituicdo ndo apresentou diferencas significativas
em comparagdo com o pdo B0 no dia em que foram elaborados. Este aumento da firmeza

ocorre devido ao enfraquecimento do glten, proveniente da farinha de trigo.

O trigo € o Unico cereal que possui glutenina e gliadina em quantidade suficiente
para formar o gluten. O glaten é uma substancia elastica, aderente, insoltvel em agua e
responsavel pela estrutura dos paes. E formado pela hidratacdo dessas proteinas ligadas
entre si e a outros componentes macromoleculares por meio de diferentes tipos de
ligacGes quimicas (Aradjo, et al., 2008). Desta forma, o crescimento e a textura das
massas sdo diretamente influenciados pela presenca de gluten pois ele é o principal
ingrediente responsavel pela retencdo dos gases oriundos da fermentacdo. No entanto a
adicdo de farinhas sem gluten tera como consequéncia a diminuicéo da forca do glaten,
enfraquecendo a rede tridimensional que aprisiona o dioxido de carbono resultante dessa
fermentacdo, que é responsavel pela formacdo e crescimento da massa do péo, entdo
quando o gas é perdido pela rede de glaten, que ndo tem estabilidade, havera uma reducéo
do volume do péo, bem como o aumento da firmeza do mesmo, pela compactacdo dos
componentes estruturantes do pédo. Isto posto, o aumento da dureza dos pdes esta

relacionado a essa compactagédo de sua estrutura.
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Tabela 11 — Forca de compresséo e taxa de envelhecimento dos pées formulados
(média £ DP, n = 9).

Forca de compressdo (N/cm?)

Dia0 133+17°2 151+34°2 282 +13° 769 +£45°¢
Dia 3 471772 405+ 772 1143 +77° 2256 +£119°
Dia 7 853+ 1107 1448 + 103 ° 2270+ 130° 2584 + 126 ¢
Taxa de envelhecimento (%0)

Dia0-Dia3 72 63 75 66
Dia3-Dia7 45 72 50 13
Dia0-Dia7 84 90 88 70

Dia 0 — dia em que foi elaborado a formulagéo. Em cada linha letras diferentes significam diferengas significativas (p<0,05).

Cavalcante Neto (2012) relatou que a farinha de MB contém 12,85% + 1,02 de fibra
soltvel e 3,09% =+ 0,08 de fibra insolivel, demonstrando ser uma boa fonte de fibras,
principalmente solGveis, demonstrando que as fibras também contribuem para uma
firmeza maior do pdo comparado ao pdo 100% farinha de trigo. A textura pode ser
definida como os atributos mecanicos, geomeétricos e de superficie de um produto que sdo
perceptiveis pelo uso de instrumentos e por meios sensoriais. Para produtos panificados
mostra-se dependente da formulagédo, no que tange a qualidade da farinha; quantidade de
acucares, gorduras, emulsificantes, enzimas e mesmo a adicdo de gluten e melhoradores

de farinha; humidade da massa, e conservacao (Esteller & Lannes , 2005).

Com os resultados da forca de compressdo dos pdes, foi também registado a
evolucdo da sua vida util por um periodo de sete dias. Esses resultados foram observados
através do indice de retrogradacdo, que é explicada pela sinérese, processo no qual ocorre
a expulsdo da agua do interior do amido, interferindo diretamente no volume e
aumentando a firmeza do produto (Ribeiro & Seravlli, 2007). Os resultados estéo
apresentados em percentagem na Tabela 11 para melhor visualizagdo da taxa de
envelhecimento comparando os dias0 e 3, 3e 7 e 0 e 7 de armazenamento.

Todas as formulacgdes apresentaram maiores percentagens de envelhecimento nos
trés primeiros dias que nos dias seguintes, exceto a formulacdo B12. Observa-se também
que a formulacdo B12 foi a que apresentou maior interferéncia neste aspecto, pois
apresentou-se com a maior taxa de envelhecimento (90%) do dia em que foi elaborado

até o setimo dia de armazenamento. No entanto, a formulagcdo com maior substituicdo de
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MB (B24) apresentou menor porcentagem de envelhecimento (70%) dentre todas as
formulacdes. Sabe-se que a retrogradacdo do amido é um fendmeno que ocorre apds o
aquecimento e pode alterar a viscosidade do mesmo, ou seja, esse fendbmeno é responsavel
pelo envelhecimento do péo, que € caracterizado pelo aumento da firmeza do miolo e pela
perda do frescor. Uma vez que a retrogradacdo estd associada a quantidade de agua no
péo durante seu armazenamento, a presenca do mesocarpo de babacu afeta este fenémeno,
como demonstrado por Cavalcante Neto (2012) a capacidade de retencdo de agua da
farinha de MB (237,36% = 0,34) é superior a da farinha de trigo (162,24% + 0,28),
interferindo na distribuicdo da agua no sistema, levando em conta que na retrogradacédo
ocorre a reassociacdo das cadeias de amilose com a liberacdo de moléculas de agua

ocorrendo a cristalinizag&o.

A andlise dos parametros de cor apresentados na Tabela 12, nomeadamente L*, a*
e b*, sdo de todo relevantes, dado que estdo diretamente associados a potencial aceitacao
de novos produtos por parte dos consumidores. Os pardmetros de cor dos pées podem
estar relacionados com os ingredientes e as suas condi¢fes de processamento. Atividades
como a reacdo de Maillard desenvolvem-se durante o processo, alterando a cor dos
produtos de acordo com o teor de agUcares, proteinas presentes e a temperatura de
cozedura (Shen, et al., 2018).

Tabela 12 — Pardmetros de cor de miolo dos paes formulados (média = DP, n = 9).

Parametros de cor

L* 68+ 42 41 +3° 4120 37+3°0
a* -55+0,32 05+02° 20+£03°¢ 3,1+0,2¢
b* 16+1° 13+1° 16+1° 16,1+0,7%

Em cada linha letras diferentes significam diferencas significativas (p<0,05).
A coordenada a*, que indica a variacdo de verde (-60) a vermelho (+60), € um

parametro importante para o estudo de escurecimento, pois a cor castanha, resultante da
degradacéo dos acUcares ou reacfes enzimaticas, representa uma combinacao do verde e
vermelho. Um maior escurecimento é representado por um tom mais avermelhado, ou
seja, maior valor de a*. A coordenada b*, relacionada ao eixo que varia de azul (-60) a
amarelo (+60), demonstrou variagdes entre a formulagdo B12 e as demais, situando-se na
faixa positiva e com maior tendéncia para o azul, quando comparado as outras
formulagGes. O pao com adicdo de 24% (B24) de farinha de MB alcangou coloracéo mais

intensa de amarelo-castanho que o péo sem adigéo de farinha.
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A farinha do mesocarpo do babagu possui uma cor caracteristica, castanho
avermelhada (L* 66,72 £ 0,81; a* 11,89 + 0,02; b* 22,88 £ 0,11), atribuida a presenca de
grande concentracdo de compostos fendlicos, os quais apresentam absor¢do no
infravermelho no cumprimento de 275 nm e possivel fluorescéncia na regido do vermelho
(~ 650 nm), tais compostos coloridos sdo solUveis em agua e etanol, e a coloracdo da
farinha do babagu ndo se degrada com o tratamento térmico e confere um diferencial nos

produtos adicionados (Camili & Copini, 2019).

Conforme houve um aumento na percentagem de farinha de mesocarpo de babacu
nos paes, ocorreu uma diminuicdo na luminosidade, apresentando os valores de L* menor
que 60, o qual demonstrou que os pdes com percentagem de farinha de mesocarpo do
babacu tendem para uma coloragdo mais escura e opaca, ou seja, menos brilhantes que a
amostra controlo (68 * 4), no entanto entre as formula¢Ges com substituicdes ndo houve
diferenca significativa neste parametro. Em um estudo realizado por Andrade e
colaboradores (2017) relata os parametros de cor do miolo para pées integrais (L* 59, 94
+ 0,53; a* 6,32 £ 0,29; b* 18,82 + 0,13), apesar de os valores da luminosidade serem
bastante diferentes aos encontrados neste estudo para os pdes com MB, 0 que mais se
assemelha a cor do péo integral é a formulacdo B24. A cor do produto é um fator
importante ao alimento, estd relacionada a muitos fatores tecnoldgicos e afetivos,
atualmente também relacionada a saudabilidade devido a alimentos ricos em fibra terem

cor mais escura em relacdo a sua versao refinada (Dauda, et al., 2018).
5.2.2.Composi¢do nutricional e quimica
5.2.2.1. Composic¢ao centesimal, aglicares, acidos organicos e acidos gordos

No que concerne ao valor nutricional dos pées (Tabela 13), confirma-se que o
nutriente mais abundante s&o os hidratos de carbono, seguido da humidade e proteinas. E
possivel perceber que a adicdo do MB fez diminuir a quantidade de proteinas
comparativamente com o controlo, isto se d& ao fato de a farinha de trigo possuir maiores
teores de proteinas que a farinha obtida do MB, como demonstrado por Ruiz (2009), a
componente proteina na farinha de trigo pode variar em 10 a 12 %, valor superior ao
encontrado no MB. O maior valor de proteina encontrado nos pdes formulados com
farinha de MB foi em relagdo ao pdo com 12 % de farinha de mesocarpo, obtendo valor
de 7,35 + 0,02 g/100 g ps.
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Tabela 13 - Composicédo proximal, valor energético, acucares livres e acidos organicos

dos pdes desenvolvidos (média + DP, n = 9).

Valor nutricional (g/100 g ps) BO B12 B18 B24
Humidade 7,98 +0,042 7,7+0,1° 7,7+0,1° 7,88+£0,042
Gordura total 34+02¢% 58+0,3" 5+1° 38+0.2¢%
Proteina 7410012 7,35+0,02° 6,6 +0,1° 6,7+0,1¢
Cinzas 22+0,1¢% 1,75+ 0,04 ° 28+01° 21+01¢
Hidratos de carbono 87,1+0,3% 85,1+0,3" 856+05°¢ 875+0.2%
Valor energético (kcal/100 g ps) 408 +1° 422 +1° 414+ 4°¢ 41044032
Acucares Livres (g/100 g ps)

Frutose 2,117+ 0,003 @ 1,96 £0,02° 1,84+0,01° 1,257 + 0,003 ¢
Glucose 0,25+ 0,03 0,16 +0,01° 0,16+0,01° 0,09+0,01°¢
Total de agucares livres 2,37 +£0,032 2,12+0,03° 2,00+0,02°¢ 1,35+0,01¢
Acidos Organicos (g/100 g ps)

Acido quinico 0,24 +0,03® 0,18+0,01° 0,16 +0,03° 0,16 +0,01°
Acido malico 0,04+0,012 0,063 +0,002°  0,0904 £0,0003¢ 0,127 + 0,002 ¢
Acido citrico 0,07+0,022 0,06 +0,01° 0,06 + 0,01 % 0,06 +0,01%®
Total de acidos orgénicos 0,35+0,052 0,30+0,02° 0,21+0,04°¢ 0,35+0,022

ps — peso seco; Em cada linha letras diferentes significam diferencas significativas entre espécies (p<0,05).

Melo e Vasconcelos (2011) classificam os alimentos, em relagcdo a humidade, em:
alimentos de alta humidade (> 40 %), alimentos de humidade intermédia (20 a 40 %) e
alimentos de baixa humidade (< 20 %). Ao avaliarmos a humidade dos paes formulados,
observa-se que estes estdo entre 7-8% de humidade, concluindo-se entdo que sdo
alimentos de baixa humidade; alimentos com esta faixa de humidade s&o de preservacgéo
facil e o nimero de outros microrganismos que se desenvolvem nesse meio é reduzido e
de crescimento lento. Ainda que algumas varia¢bes tenham sido ligeiras, o perfil
nutricional do pdo com 24% de substituicdo em comparacao com o pao controlo composto
por 100% de farinha de trigo, ndo alterou significativamente os teores de humidade,
gordura total, cinzas, hidratos de carbono e valor energético. Para as formulacdes B12 e
B18 apenas a humidade entre estas duas formulacGes ndo foram significativamente
diferentes, j& em comparacdo com as formulagGes controlo e B24, apresentaram

diferencas significativas para todos os componentes da composicao centesimal.

Relativamente ao teor em acucares, verificou-se a presenca de glucose e frutose,

sendo o Ultimo o aglcar maioritario em todas as formulages. Observa-se que o teor de
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acucares decresce quanto maior a quantidade de mesocarpo de babacu, apresentando uma
variacdo de 40% em relagdo a frutose e de 64% em relacéo a glucose entre as formulagdes
BO e B24. Este facto estd possivelmente relacionado as reacfes de Maillard devido a
grandes quantidades de hidratos de carbono presentes na farinha de mesocarpo de babagu.
O maior valor de agucares livres observado foi no pao controlo (2,37« 0,03 g/100 g ps),
valor concordante com o determinado por Perez e Germani (2004), que relatam que o teor
de agucares livres encontrados na farinha de trigo é de aproximandamente 3,0 g/100 g ps.
De acordo com a Resolucdo n° 27/1998 da ANVISA, que trata do Regulamento Técnico
referente a Informacao Nutricional Complementar, um alimento € considerado com baixo
teor de agUcares se conter um maximo de 5 g/100 g de produto. No caso dos pdes com
farinha de MB, todas apresentaram um baixo teor de agUcares, podendo ser consideradas

como tal.

A composicdo de acidos organicos foi determinada e foi possivel identificar a
presenca de trés acidos organicos (&cido quinico, &cido malico e &cido citrico) em todas
as amostras analisadas. Entre os acidos organicos identificados, o &cido quinico foi o
maioritario encontrado nas amostras, sendo a formulacao controlo (BO) com maior teor
0,24 £ 0,03 mg/100 g ps. Entretanto, o &cido malico na concentracao de 0,04 + 0,01 (B0)
mg/100 g ps revelou uma menor representatividade em comparagdo com 0s demais. No
geral, a formulacdo controlo (B0) apresentou-se com maior composicdo em &cidos
organicos (0,35 + 0,05 g/100 g ps), seguida da formulacdo com 24% de substituicdo da
farinha de trigo pela farinha de MB (B24, 0,35 + 0,02 g/100 g ps).

Os é&cidos gordos individuais, saturados, monoinsaturados e polinsaturados
presentes nas amostras encontram-se discriminados na Tabela 14. No total foram
identificados 20 &cidos gordos individuais nas amostras, tendo-se destacado como
maioritarios os acidos palmiticos (C16:0), oleico (C18:1n9c), estearico (C18:0)
margarico (C17:0) e linoleico (C18:2n6c¢). Pode-se observar um nimero maior de acidos
gordos quando comparado com a matriz da farinha de MB (Seccéo 5.1.1), isso pode ser
explicado devido a formulacdo dos pées que leva acréscido de 6leo, 0 que proporciona

uma maior quantidade e identificacdo de &cidos gordos.
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Tabela 14 - Composicdo em acidos gordos (%) dos paes desenvolvidos (média + DP, n = 9).

Acidos gordos (%) BO B12 B18 B24
Acido caproico (C6:0) 1,8+0,12 0,62+0,02° 0,821+ 0,004 © 0,676 + 0,002 ¢
Acido caprilico (C8:0) 14+0,12 0,58+0,01° 0,92+0,01°¢ 0,59+0,01°
Acido caprico (C10:0) 0,55+0,03? 0,19+0,01° 0,27+0,01°¢ 0,22+0,01¢
Acido laurico (C12:0) 0,67 +0,042 0,87 £0,02° 0,52+0,02°¢ 0,272 £ 0,002 ¢
Acido tridecandico (C13:0) 0,370,012 0,170 +£0,001° 0,248 + 0,004 © 0,167 £ 0,003 °
Acido miristico (C14:0) 1,09+0,032 3,11+0,02° 3,18+0,03° 1,38+ 0,01 ¢
Acido miristoleico (C14:1) nd 0,250+ 0,001 2 0,264 + 0,003 ° 0,05+0,01°
Acido pentadecilico (C15:0) nd 0,351+0,0028  0,4144+0,0002° 0,229 + 0,004 ¢
Acido palmitico (C16:0) 335+0,3°2 31,4+0,1° 326+0,1°¢ 221+0,1¢
Acido palmitoleico (C16:1) nd 1,60+0,032 0,496 + 0,001 ° 0,365 + 0,002 ©
Acido margarico (C17:0) 12+1% 59+02° 71+01° 53+0,1¢
Acido estearico (C18:0) 125+0,22 9,94 +0,03° 134+0,1° 9,35+0,02¢
Acido oleico (C18:1n9c) 28+1¢% 31,1+03° 27,3+£0.2°¢ 29,9+0,1¢
Acido linoleico (C18:2n6¢) nd 8,7+0,1¢% 4,17+0,01° 244+£0,1°¢
Acido alfa-linolénico (C18:3n3) nd 0,51+£0,012 0,27 +0,01° 0,39+£0,01°
Acido eicosanoico (C20:0) 1,6+0,12 0,71+0,03° 1,85+0,02°¢ 1,147 + 0,004 ¢
Acido cis-11-Eicosendico (C20:1) 24+0,12 0,95+0,01° 2,26 £0,01°¢ 1,186 + 0,002 ¢
Acido cis-11,14-eicosadienoico (C20:2) 16+0,1°2 1,45+0,02° 1,68 +0,01° 0,98+0,01°¢
Acido araquiddnico (C20:4n6) nd 0,475+ 0,003 2 0,16 +0,01° 0,049 +£ 0,002 ©
Acido behénico (C22:0) 22+01% 1,21+0,01° 2,13+£0,012 1,32+0,01°¢
SFA 68+1¢% 55,04 +0,32° 63,5+0,2°¢ 42,7+0,.24
MUFA 31+1¢8 339+03° 30,3+0,22 315+0,1°¢
PUFA 1,2+0,12 11,1+0,1° 6,280 + 0,001 © 25,8+0,1¢

ps — peso seco; nd — ndo detetado; SFA — saturated fatty acids (&cidos gordos saturados); MUFA — monounsaturated fatty acids (acidos
gordos monoinsaturados); PUFA — polyunsaturated fatty acids (acidos gordos polinsaturados). Em cada linha letras diferentes significam

diferencas significativas entre espécies (p<0,05).

Algumas divergéncias foram observadas na composicdo de &cidos gordos nas

formulacGes analisadas,

pois o0s acidos gordos

saturados

apresentaram-se

maioritariamente na formulacdo controlo (BO) representando cerca de 68% dos AG; a
formulacdo BO também apresentou a menor quantidade em &cidos gordos polinsaturados
com apenas 1,2 %, enquanto os mesmos se destacaram na formulagdo com 24% de
substituicdo da farinha de trigo por MB, com aproximadamente 26% da composi¢gdo em
PUFA. A composicdo em &cidos monoinsaturados ndo apresentou grande variagdo em
relacdo as amostras, no entanto a formulagdo B12 foi também a que apresentou maior

quantidade (aprox. 34%).
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Em suma, pode-se observar um resultado positivo frente as adigdes do mesocarpo
de babagu, visto que a quantidade de SFAs diminui conforme a adigdo, aumentando o
teor de PUFAs. De referir ainda que no grupo dos PUFA predominam os acidos gordos
-3, sendo o0 composto maioritario o acido a-linolénico. No que respeita a dieta humana,
¢ de elevada importancia o consumo de quantidades adequadas de &cidos gordos ®-3 e ®-
6, em virtude de alguns destes compostos desempenharem fungdes fisiologicas
relevantes, tais como a preven¢do de doencas cardiovasculares, doencas inflamatorias
cronicas, acdo anti-inflamatéria e antitrombotica, acdo sobre o crescimento fetal e

desenvolvimento neural e participacdo em fungdes imunoduladoras (Perini, et al., 2010).
5.2.2.2. Composi¢do em compostos fenolicos

Os dados relativos a composicdo fendlica do extrato hidroetanélico dos pées
desenvolvidos estdo descritos na Tabela 15. Assim como foi descrito na sec¢do 5.1.2., a
sequéncia de numeracdo de picos segue o tempo de retencdo de todos os compostos
identificados. Todos os picos encontrados nas amostras de pao, foram identificados no
extrato da farinha de babacu, a excepcdo do pico 9 (Figura 16), tentativamente
identificado como apigenina-C-sinapoilpentosil-C-hexdsido pelo descrito anteriormente
por Liu et al. (2010) em amostras de trigo. Como seria expectavel, a amostra BO (trigo a
100%) ndo revelou um perfil fenodlico semelhante a dos restantes pées, tendo sido descrita
a presenca de flavan-3-6is e outros flavonoides glicosilados, como a Quercetina-3-O-

glucédsido, em trigo sarraceno (Aleksenko, 2013).

Figura 16 - Estrutura quimica da apigenina (Dolcevitaonline, 2016).

Relativamente a concentracdo de compostos fenolicos nos pées, todas as
formulacGes desenvolvidas com farinha de babacu revelaram menos valores do que as
encontradas para a farinha (Tabela 7). A hipbtese para tal resultado é devido ao
processamento do produto (cozedura sobretudo) que pode ter levado a degradacdo de

alguns compostos. A amostra B24 apresentou 0s maiores teores de compostos fenoélicos
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totais (2,198 + 0,061 mg/g extrato) e de flavan-3-0is (1,815 + 0,06 mg/g extrato), sendo
que, apesar de em quantidades vestigiais, foram também encontrados alguns &cidos

fendlicos.

Tabela 15 - Tempo de retencdo (Tr), comprimentos de onda da absor¢cdo maxima na
regido do ultravioleta (Amax), dados de espetro de massa, tentativa de identificacdo e
quantificacdo (mg/g extrato) dos compostos fendlicos presentes em extratos

hidroeandlicos dos pées desenvolvidos (média £ DP).

Tr  dmax [M-HJ Quantificacdo (mg/g extrato)
Pico . Identificagéo Tentativa
(min) (nm) (m/z) BO B12 B18 B24
2 576 280 289 (+)-Catequina nd 0,3176 £ 0,0001¢ 0,52 +0,01° 0,9+0,12
4 7,83 280 289 (-)-Epicatequina nd 0,20+ 0,02°¢ 0,26 +0,01° 0,423 +0,0032
5 9,12 283 1153 Tetrdmero de (Epi)catequina tipo f nd 0,185+0,01¢ 0,276 +0,004®> 0,29+0,012
7 10,49 283 1153 Tetramero de (Epi)catequinatipop 0,19+0,01° 0,15+0,01¢ 0,179+0,004¢ 0,24 +0,01°
8 12,44 283 1441 Pentdmero de (Epi)catequina tipo p 0,024 + 0,001 nd nd nd
10 17,07 334 463 Quercetina-3-O-glucdsido 0,396 +0,001° 0,422 +0,001% 0,388 +0,001¢ 0,3823 + 0,0004 ¢
Apigenina-C-sinapoilpentosil-C-
11 19,48 344 769 ) vg nd nd nd
hexdsido
Compostos fendlicos totais 0,62+0,01¢ 1,28+0,03° 1,6164+0,0002® 22+0,1°
Acidos fendlicos totais nd nd nd vg
Flavan-3-6is totais 0,22+0,019 0,86+0,03° 1,229+0,001° 1,8+0,12
Flavonois 0,396 + 0,001°¢ 0,422 +0,001% 0,388 +0.001¢ 0,43 +0,022

nd — néo detetado. vg — quantidades vestigiais. MS? (m/z): pico 2 - 325(20), 289 (100), 245(100), 205(41);
pico 4 - 325(20), 289 (100), 245(100), 205(41);

pico 5 - 865(68),713(20),695(2),577(22),575(40),425(5),407(5),289(5),287(10);

pico 7 - 865(68),713(20),695(2),577(22),575(40),425(5),407(5),289(5),287(10);

pico 8 - 1153(12),865(68),713(20),695(2),577(22),575(40),425(5),407(5),289(5),287(10);

pico 10 - 301(100); e pico 11 - 675(29),545(100),519(41),425(52),335(10).

5.2.3.Propriedades Bioativas
5.2.3.1. Atividade antioxidante e citotoxicidade

A atividade antioxidante das diferentes formulagfes foi avaliada através dos
métodos de inibi¢do da peroxidacdo lipidica em tecidos cerebrais de porco através da
formacé&o de substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) e inibicdo da hemdlise
oxidativa em eritrdcitos isolados do sangue de ovelha (OxHLIA). Os resultados foram
expressos em termos de ECso (valor que representa a concentragdo de uma amostra que

fornece 50% de atividade antioxidante) e estdo apresentados na Tabela 16.
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Todos os extratos analisados apresentaram excelente atividade antioxidante para o
ensaio do TBARS, todas com ICsp abaixo do controlo positivo (Trolox: 3,7 + 0,5 pg/mL).
No entanto, considerando que quanto menor o valor de ECsp maior a sua capacidade
antioxidante, € possivel verificar que as formulagdes com 18 e 24% apresentaram maior
atividade antioxidante (0,67 + 0,02 pg/mL e 0,64 £ 0,01 pg/mL, respetivamente)
relativamente a formulacdo B12, com 12% de substituicdo. Esses resultados indicam que
a adicdo da farinha de MB em produtos de panificagdo, como €é o caso do pdo, é vélida,
mantendo a caracteristica antioxidante encontrada no presente estudo do extrato

hidroetandlico do mesocarpo de babacu.

Tabela 16 - Atividade antioxidante dos extratos hidroetanélicos dos pées desenvolvidos
(média £ DP, n = 9).

Atividade antioxidante

B12 B18 B24 Trolox
(1Cs0, pg/mL.)
TBARS sa 1,8+0,12 0,67 +0,02° 0,64 +0,01° 3,7£0,5¢
OxHLIA sa 2813 +148°2 946 + 230 618 +23°¢ 21,8+0,2¢

sa — sem atividade. Os valores de 1Cso correspondem a concentragdo do extrato que atinge 50% de atividade antioxidante ou 0,5 de
absorvancia na reducéo do ensaio de poténcia. Em cada linha letras diferentes significam diferencas significativas (p<0,05).

No ensaio de OxHLIA, as amostras apresentaram alguma atividade antioxidante
com um ICsgentre 2813 + 148 e 618 + 23 pg/mL. No entanto, comparativamente com o
controlo positivo (Trolox; 21,8 pg/mL) as formulagdes apresentaram baixa capacidade

anti-hemolitica.

Vale ressaltar que ndo foi identificado atividade antioxidante para a formulacao
controlo, embora existam trabalhos descritos na literatura que relatam que esta possui
atividade antioxidante realizados em outros tipos de ensaios, como por exemplo através
do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e por meio da reducédo de ferro (FRAP).
Em alguns paises é habitual enriquecer as farinhas brancas com vitaminas e minerais para
compensar as perdas sofridas, quando se elimina o farelo e o germe. Contudo, as farinhas
brancas ndo incorporam a fibra nem as substancias antioxidantes, presentes precisamente

nesses dois componente, farelo e germe (Pallarés, et al., 2007)

Os estudos de literatura sobre a atividade citotoxica de produtos com substituicdo
parcial da farinha de tripo pela farinha de mesocarpo de babacu sdo escassos. Os
resultados obtidos no ensaio de hepatotoxicidade ndo estdo presentes em tabela, pois

todos os extratos hidroetandlicos das formulacbes dos paes ndo apresentaram atividade
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até a concentracdo maxima testada (400 pg/mL). Significando isto, que o0s paes
elaborados nas concentragdes de 12, 18 e 24%, bem como a formulagéo controlo, néo
foram toxicas contra as linhas celulares ndo tumoral estudadas (VERO e PLP2), sendo
um resultado muito importante numa primeira validacdo desta farinha na incorporagéo

dessa matriz alimentar sem que tal acarrete riscos para a satde do consumidor.
5.2.3.2. Atividade antimicrobiana

As opcdes de agentes antimicrobianos eficientes sdo cada vez mais escassas devido
ao facto de as estirpes bacterianas terem capacidade de desenvolver mutacdes geneéticas
que, ao serem transmitidas as geracdes seguintes, levam a que os antibioticos deixem de
ser eficientes. A Organizacdo Mundial de Salde considera esta tematica uma das mais
preocupantes na area da saude, incitando & procura de agentes antibacterianos ainda néo
existentes no mercado (Enioutina, et al., 2017). Tendo em conta o potencial associado
aos recursos naturais e ao facto de se tratar de uma area ainda pouco explorada atendendo
a enorme quantidade e variedade de espécies vegetais presentes no nosso planeta, estes
recursos tém vindo a ser cada vez mais alvo de atencéo, podendo ser uma fonte de novas

solucdes para este grave problema de saude publica (Tacconelli, et al., 2018).

A Tabela 17 apresenta os resultados das atividades antibacteriana e antifingica
obtidos para o extrato em Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e Concentra¢do Minima
Bactericida (CMB) e estdo expressos em mg/mL. A atividade antimicrobiana associada a
amostra € maior quanto menor for o valor da concentracdo minima inibitéria (CMI), ou
seja, € a mais baixa concentracdo de um produto responsavel por limitar o crescimento
visivel de uma bactéria. De salientar que neste trabalho foram utilizados microrganismos
obtidos de isolados clinicos, que frequentemente apresentam maior resisténcia a

antibidticos em comparagdo com estirpes comerciais.

De um modo geral, constata-se que, para as concentracdes testadas, E. coli foi a
bactéria que surgiu como a mais sensivel para todos os extratos analisados. Em relacao
ao 0 B. cereus os paes com substituicdes (B12, B18 e B24) apresentaram 0S mesmos
valores, tanto para CMI quanto para CMB, condizente com a analise prévia do MB, visto
que apresentou grande potencial contra este microrganismo, o que significa um bom
resultado pois o B. cereus € uma bactéria formadora de esporos que ocorre naturalmente

em muitos tipos de alimentos podendo ocasionar doengas em humanos, estes esporos
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podem resistentes ao aquecimento e a desidratacdo e pode, portanto, sobreviver a
cozedura e ao armazenamento seco, podendo entdo germinar e produzir toxinas:
enterotoxinas (toxina diarreia) pela ingestdo de alimentos contaminados, o crescimento
bacteriano local e a subsequente producéo de toxinas nos intestinos do hospedeiro; e a
toxina emética (cereulide) pela ingestdo de alimentos que contenham toxina pré-formada
(Rajkovic, 2014).

Tabela 17 - Atividade antibacteriana e antifingica (CMI e CMB em mg/mL) das

amostras dos paes desenvolvidas.

Atividade antibacteriana

BO B12 B18 B24 E211 E224
CMlI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
S. aureus >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 4 4 1 1
B. cereus >8 >8 4 8 4 8 4 8 0.5 0.5 2 4
L. monocytogenes >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 1 2 0.5 1
E. coli 2 4 2 4 2 4 2 4 1 2 0.5 1
S. typhimurium >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 1 2 1 1
En. cloacae 4 8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 2 4 0.5 0.5

Atividade antifungica

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

A. fumigatus 1 2 1 2 8 >8 >8 >8 4 4 1 1
A. niger >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 0.5 0.5 2 4
A. versicolor >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 1 2 0.5 1
P. funiculosum >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 1 2 0.5 1
P. v. cyclopium >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 1 2 1 1
T. viride >8 >8 >8 >8 >8 >8 1 2 2 4 0.5 0.5

B. cereus: Bacillus cereus; S. aureus: Staphylococcus aureus; L. monicytogenes: Listeria monicytogenes; E. coli: Escherichia coli; En. Cloacae:
Enterobacter cloacae; S. typhimurium: Salmonella typhimurium. A. fumigatus: Aspergillus fumigatus, A. niger: Aspergillus niger, A. versicolor:
Aspergillus versicolor, P. funiculosum: Penicillium funiculoiculo, P. v. cyclopium: Penicillium verrucosum cyclopium e T. viride: Trichoderma
viride. CMI: Concentracdo minima inibitoria; CMB: Concentracdo minima bactericida. Controlos positivos: E211 (benzoato de sddio) e E224
(metabissulfito de potassio).

Na literatura encontram-se estudos que relatam o desenvolvimento de produtos
com substitui¢des da farinha de trigo pela farinha de mesocarpo de babagu. Cavalcante
Neto (2016) utilizou a farinha de MB no preparo de massa alimenticia fresca tipo
talharim, com substituicdes de 10, 15 e 20%, nestas mesmas concentragcdes Santana e
colaboradores (2007) elaboraram biscoitos enriquecidos com a farinha de MB. Pires
(2016) aplicou na producao de bolos com 50, 60, 80 e 100% de substituicdo da farinha de

trigo por farinha de MB. Existem também aplicacdes do MB em produtos sem glaten
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como apresentados por Oliveira e colaboradores (2020) na elaboracdo de massa
alimenticia com diferentes concentracbes de farinha de babagu, arroz e pupunha. No
entanto, ndo foi possivel encontrar estudos sobre a analise da atividade antimicrobiana
relacionados a produtos alimentares com substituicGes/misturas de farinhas, por isso
ressalva-se a importancia de se realizar estudos mais profundos sobre a aplicacdo desta

PANC em produtos alimentares.

Através da analise dos resultados apresentados para a atividade antifingica (Tabela
17) verificou-se que os fungos A. fumigatus e T. viride foram os Unicos que apresentaram
CMI e CMB. Para A. fumigatus os extratos dos pdes BO e B12 apresentaram bom
potencial inibitério (1 mg/mL) e bactericida (2 mg/mL), j& o extrato B18 apresentou
apenas CMI de 8 mg/mL o dobro do valor quando com o controlo positivo E211 utilizado.
Para T. viride o Unico extrato que apresentou potencial inibitorio e bactericida foi o do
pdo B24 com 1 mg/mL e 2 mg/mL, respectivamente. Estes resultados sdo de extrema
importéncia, pois as estirpes fangicas em causa sdo as principais causadoras de
deterioracdo microbiana em produtos de panificacdo, sendo causadoras de doengas em
humanos podendo causar reacdes de hipersensibilidade até formas pulmonares e cerebrais
(Nionelli, et al., 2020). Os estudos de literatura sobre a atividade antifingica de produtos
com substituicdo parcial da farinha de tripo pela farinha de mesocarpo de babagu séo

€scassos.
5.3. Caracterizacédo dos produtos de pastelaria (waffles)
5.3.1.Parémetros fisicos

Na Figura 17 estdo apresentadas as fotos dos waffles produzidos com 100% de
farinha de trigo (WO - controlo) e as substituicdes de 12% (W12), 18% (W18) e 24%
(W24) da farinha trigo pela farinha de mesocarpo de babacu, os resultados das analises
de peso (g), volume (ml) e volume especifico (ml/g) dos mesmos estdo apresentados na
Tabela 18.
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Figura 17 - Waffles e suas respectivas substituicdes da farinha de trigo pela farinha de
mesocarpo de babacu (Autoria propria, 2021).

Os valores encontrados mostram que a aplicacdo da farinha de PANC influenciam
diretamente no volume especifico (VE) dos waffles, entretanto os valores de peso e
volume ndo demonstraram tanta variacdo. O VE do waffle controlo (100% farinha de
trigo) foi de 1,92 + 0,03 mL/g; neste parametro foi possivel observar um decréscimo com
a maior concentragdo de farinha incororada. O waffle com a maior substituicdo de 24%
(W24) obteve um volume de 1,63 + 0,02 mL/g, ou seja, houve um decréscimo de
aproximadamente 15% em relacéo ao waffle controlo (W0). Em um estudo realizado por
Chaitra e colaborados (2020), fez-se substituicdo parcial da farinha de trigo por farinha
de milheto em waffles belgas, o waffle controlo apresentou VE de 2,81 mL/g e os waffes
com substitui¢do pela farinha de milheto apresentaram uma média de VE de 2,03 mL/g,

havendo um decréscimo de 28% aproximadamente.

Tabela 18 — Parametros fisicos fos waffles desenvolvidos (média + DP, n = 9).

Parametros fisicos Wo W12 W18 W24
Peso (g) 39+22 42420 39+22 40+2%®
Volume (ml) 75+£3¢8 7358 62+3P 65+5°
Volume especifico (ml/g) 192+0,032 1,73+0,02° 1,59+0,02° 1,63 +£0,02 ¢

Em cada linha letras diferentes significam diferencas significativas (p<0,05).

Relativamente aos resultados da analise de textura (Tabela 19), verifica-se que o
dia em que foram elaborados (Dia 0), as formulacbes WO e W12 ndo apresentaram
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diferenca significativa e observou-se um aumento de 26 e 20% em comparag¢do com as
formulacdes W18 e W24, respectivamente, este aumento da firmeza ocorre devido ao
enfraquecimento do gluten, proveniente da farinha de trigo. Este enfraquecimento ocorre
da mesma maneira como foi explicado para os paes, no sub-titulo 5.2.1, como a farinha
de MB apresenta um alto de teor de fibras, as mesmas afetam de forma negativa o
aprisionamento dos gases que auxiliam no volume do waffle, fazendo com que cresca
menos ficando mais compacto, consequentemente aumentando a sua textura. Para além
disso, os waffles sdo produtos que se apresentam sensorialmente mais consistentes,

densos e crocantes.

Tabela 19 — Forca de compressao, taxa de envelhecimento dos waffles desenvolvidos
(média + DP, n=9).

Forca de compressdo (N/cm?)

Dia0 1131+332 1126+ 62 2 1519 + 129 1409 £ 101°
Dia 3 1362 + 52 2 1561 + 154 be 1612 +142°¢ 1417 £ 83 %®
Dia7 1429 + 237 @ 1845+ 185" 2039 £283°¢ 2256 +£151°

Taxa de envelhecimento (%)

Dia0-Dia3 17 28 6 1
Dia3-Dia7 5 15 21 37
Dia0-Dia7 21 39 26 37

Dia 0 — dia em que foi elaborado a formulagdo. Em cada linha letras diferentes significam diferencas significativas (p<0,05).

Com os resultados da forca de compressdo dos waffles também foi registado a
evolugdo de sua vida Gtil em um periodo de sete dias. Esses resultados foram observados
através do indice de retrogradacdo. Os resultados estdo apresentados em percentagem
(Tabela 19) para melhor visualizacdo da taxa de envelhecimento comparando os dias 0 e

3,3e7,assim como 0 e 7 de armazenamento.

As formulagfes WO e W12 apresentaram maiores percentagens de envelhecimento
nos trés primeiros dias que nos dias seguintes, ja as formulacbes W18 e W24
apresentaram maior percentagem de envelhecimento nos dias 3 a 7. Observa-se também
que a formulacdo W12 foi a que apresentou maior interferéncia neste aspecto, pois
apresentou-se com a maior taxa de envelhecimento (39%) do dia em que foi elaborado
até o setimo dia de armazenamento. A formulagdo controlo apresentou menor
percentagem de envelhecimento (21%) dentre todas as formulagbes. Sabe-se que a

retrogradacdo do amido é um fenémeno que ocorre apds o0 aguecimento e pode alterar a
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viscosidade do mesmo, ou seja, esse fendmeno é responsavel pelo envelhecimento do

waffle.

A andlise dos parametros de cor apresentados na Tabela 20, nomeadamente L*, a*
e b*, sdo de todo relevantes, dado que estdo diretamente associados a potencial aceitacéo
de novos produtos por parte dos consumidores. Os parametros de cor dos waffles podem
estar relacionados com os ingredientes e as suas condi¢fes de processamento. Atividades
como a reacdo de Maillard desenvolvem-se durante o processo, alterando a cor dos
produtos de acordo com o teor de agUcares, proteinas presentes e a temperatura de
cozedura (Shen, et al., 2018). Esse fendmeno de Maillard pode ser observado nos waffles
visto que apresenta grande quantidade de acucares (cerca de 20% de sua formulagéo).

Tabela 20 - Pardmetros de cor dos waffles desenvolvidos (média = DP, n = 9).

Parametros de cor

L*
a*
b*

35+43 40 £ 3° 36+2° 27 +2°
7Tx1% 71 6+£1P 79+03°
32+172 32,2+04° 28+2° 25%1°

Em cada linha letras diferentes significam diferencas significativas (p<0,05).

A coordenada a*, que indica a variagdo de verde (-60) a vermelho (+60), € um
parametro importante para o estudo de escurecimento, pois a cor castanha, resultante da
degradacdo dos acUcares ou rea¢fes enzimaticas, representa uma combinacdo do verde e
vermelho. Um maior escurecimento é representado por um tom mais avermelhado, ou
seja, maior valor de a*. Pode-se observar que todas as formulagcfes apresentaram valores
positivos para a* com poucas diferencas significativas, no entanto a formulagdo se
diferenciou significativamente foi a W24, com maior quantidade de farinha de MB. A
coordenada b*, relacionada ao eixo que varia de azul (-60) a amarelo (+60), ndo
demonstrou variagdes entre a formulacdo WO e W12, ja a formulacdo W18 e W24
apresentaram diferenca, no entanto todas encontram-se no eixo positivo tendendo ao
amarelo. O waffle com adicéo de 24% (W24) de farinha de MB alcangou coloragdo mais

intensa de amarelo-castanho que o pao sem adi¢édo de farinha de MB.

Como citado, a farinha do mesocarpo do babagu possui uma cor caracteristica,
castanho avermelhada (L* 66,72 + 0,81; a* 11,89 + 0,02; b* 22,88 + 0,11), e sua
coloracgéo néo se degrada com o tratamento térmico e confere um diferencial nos produtos
adicionados (Camili & Copini, 2019). Os resultados do waffle com 24% de MB

aproximam-se muito a coloracgdo original do MB. Visualmente percebe-se que com o
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aumento na parcentagem de farinha de mesocarpo de babacu nos waffles, ocorre uma
diminuicdo na luminosidade, apresentando os valores de L* menor que 60, o qual
demonstrou que os waffles tendem para uma coloragdo mais escura e opaca. A amostra
controlo também apresentou valor menor que 60, isto ocorre devido a formacdo de

pigmentacdo escura proveniente da reacdo de Maillard.
5.3.2.Composicao nutricional e quimica
5.3.2.1. Composicéo centesimal, agucares, &cidos organicos e acidos gordos

Os resultados da composicdo em macronutrientes, acucares livres e acidos
organicos encontram-se representados na Tabela 21, para cada formulacdo de waffles.
Até ao presente momento existem poucos estudos na literatura que reportam o perfil
nutricional de waffles. No entanto, os hidratos de carbono destacam-se como o
componente principal em todas as formulacbes, de modo que seu menor percentual
registado foi para a formulacdo controlo (68,9 £ 0,1 g/100 g ps) e 0 maior para a
formulacdo W24 com 72,9 + 0,2 g/100 g ps, 0 que era expectavel visto que o MB
apresenta grande quantidade em hidratos de carbono como j& apresentado anteriormente
no sub-titulo 5.1.1 O teor de proteinas demonstrou-se decrescente frente as adi¢des do
mesocarpo de babacu, isto se da ao fato de a farinha de trigo possuir maiores teores de
proteinas que a farinha obtida do MB, como demonstrado por Ruiz (2009), a componente
proteina na farinha de trigo pode variar em 10 a 12 %, valor superior ao encontrado no
MB.

A formulacdo controlo mostrou-se com um maior valor energético (534,4 + 0,2
kcal/100 g ps) em comparagdo com as demais formulagbes. A maior quantidade de
hidratos de carbono e menor quantidade de proteinas deu-se na formulacdo W24 que se
reflete no menor valor calérico (518 + 1 kcal/100 g ps). Reduzir o valor energético dos
produtos alimentares € um dos objetivos adicionais da industria alimentar atual. Neste
estudo, isso foi possivel substituindo farinha de trigo pela farinha de mesocarpo de
babacu. O total de cinzas, que é um indice de teor de minerais no waffle, foi de 0,39 g/100
g ps na formulagdo WO; observou-se um pequeno aumento nos waffles com 18 e 24% de
substituicdo. Em um estudo realizado por Chaitra e colaboradores (2020), relatou um teor
de cinzas de 0,65% para a formulacdo de waffles controlo, valor superior ao encontrado

neste estudo, no entanto, esse resultado superior pode-se dar ao fato dos diferentes
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ingredientes utilizados na preparacdo dos mesmos. Relativamente ao teor em agucares,

verificou-se apenas a presenca de sacarose, que € expectével, visto que cerca de 20% da

formulacao dos waffles é precisamente pela adi¢do de de sacarose na sua preparagao.

Tabela 21 - Composicdo proximal, valor energético, agucares livres e cidos organicos

dos waffles desenvolvidos (média £ DP, n = 9).

Valor nutricional (g/100 g ps) WO W12 W18 W24
Humidade 109+0,2¢% 12+1° 10+1° 11+12
Gordura total 27,20 £ 0,04% 27,2+0,2% 26+1° 24,03 £0,14°
Proteina 35+0,12 3,08+0,03° 32+0,1° 2,7%0,1°¢
Cinzas 0,392 +0,0012 0,81+0,01° 05+0,1° 0,43+0,02¢
Hidratos de carbono 68,9+0,1° 68,9+0,2° 70+1° 729+02°
Valor energetico (kcal/100 g ps) 534,4+£0,22 533+1¢2 529 + 4" 518 £ 1°¢
Acucares Livres (g/100 g ps)

Sacarose 20,3+0,2° 21+1° 222+05¢ 21,7+0,1%
Acidos Organicos (g/100 g ps)

Acido oxalico 0,09+0,012 0,061+0,001° 0,0753+0,0001¢ 0,093+ 0,001 ¢
Acido malico 0,060+0,002% 0,051+0,003° 0,0737 £0,0003 ¢ 0,07+0,01°¢
Acido citrico 0,034+0,002% 0,069 +0,001° 0,087 + 0,002 ¢ 0,09+0,01°¢
Total de acidos organicos 0,183 +0,012 0,18+0,012 0,236 + 0,002 » 0,25+0,01°¢

ps — peso seco; Em cada linha letras diferentes significam diferengas significativas entre espécies (p<0,05).

Por sua vez, na composicao de acidos organicos foi possivel identificar a presenca

de trés acidos organicos (acido oxalico, acido malico e &cido citrico) em todas as amostras
analisadas. Entre os acidos organicos identificados, o &cido oxalico foi 0 maioritario nas
amostras W0 e W24 (0,09 £ 0,01 g/100 g ps e 0,093 £ 0,001 g/100 g ps, respectivamente).
Entretanto, os acidos malico e citrico tiveram maior proporcao para amostras W18 e W24.
No geral, a formulacdo com 24% de substituicdo da farinha de trigo pela farinha de MB

foi a que apresentou maior composicao em acidos organicos com 0,25 + 0,01 g/100 g ps.

Os acidos gordos individuais, saturados, monoinsaturados e polinsaturados
presentes nas amostras encontram-se discriminados na Tabela 22. Foram identificados
11 &cidos gordos individuais nas amostras, tendo se destacado como maioritarios 0s
acidos palmiticos (C16:0), oleico (C18:1n9c), linoleico (C18:3n6) e estearico (C18:0).
No entanto, algumas divergéncias foram observadas na composi¢édo de acidos gordos nas
formulacBes analisadas, assim como nos pdes, pois os acidos gordos saturados

apresentaram-se maioritariamente na formulagéo controlo (WO0) representando cerca de
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53% dos AG; a formulacao WO também apresentou a menor quantidade em acidos gordos
polinsaturados com 9%, enquanto os mesmos se destacaram na formulagdo com 24% de
substituicdo da farinha de trigo por MB, com aproximadamente 19% da composigdo em
PUFA. A composi¢do em acidos monoinsaturados ndo apresentou grande variacdo em
relacdo as amostras, no entanto a formulacdo WO apresentou-se com maior quantidade
(aprox. 38%).

Tabela 22 - Composicdo em acidos gordos (%) dos waffles desenvolvidos (médiatDP, n=9).

Acidos gordos W0 W12 W18 W24
Acido miristico (C14:0) 0,947 + 0,002 0,661 + 0,002 0,60 +0,01°¢ 0,57 £0,01¢
Acido palmitico (C16:0) 44,17 £0,03 37,136 + 0,004 ° 389+03° 38,51+ 0,03 ¢
Acido palmitoleico (C16:1) 0,69 +0,012 0,396 + 0,002 0,441 0,004 © 0,503 + 0,001 ¢
Acido margarico (C17:0) 0,351 + 0,002 2 0,096 + 0,001 ® 0,095+0,001®  0,0945 + 0,0003 ®
Acido estearico (C18:0) 6,69 0,012 5,48 + 0,02 ° 544+0,1" 53+0,1°¢
Acido oleico (C18:1n9c) 37,15+0,03 2 34,42 +£0,02° 343+0.2" 356+0,1°
Acido linoleico (C18:2n6c) 9,05+0,01°2 20,92 £0,01° 199+02°¢ 18,49 + 0,01 ¢
Acido alfa-linolénico (C18:3n3) 0,092+0,0012  0,2635+0,0003° 0,225+ 0,001 ¢ 0,323+ 0,001 ¢
Acido eicosantico (C20:0) 0,342+0,0022  0,2635 +0,0003 0,25+0,01°¢ 0,271 40,001 ¢
Acido cis-11-Eicosentico (C20:1) 0,108 + 0,001 0,106 + 0,001 2 0,119+0,002®  0,1305 % 0,0009 ¢
Acido behénico (C22:0) 0,404 % 0,006 2 0,262+0,002®  0,2015+0,0003¢ 0,177 +0,001 ¢
SFA 52,91+0,042 43,89+0,01° 455+0,2°¢ 44,92 +0,04 9
MUFA 37,95+0,032 34,92 +0,02° 34,42 +0,01° 36,3+0,1¢
PUFA 9,14+0,01° 21,19+0,01° 20,1+02° 18,81 +0,01 ¢

ps — peso seco; nd — ndo detetado; SFA — saturated fatty acids (acidos gordos saturados); MUFA — monounsaturated fatty acids (acidos
gordos monoinsaturados); PUFA — polyunsaturated fatty acids (acidos gordos polinsaturados). Em cada linha letras diferentes significam
diferencas significativas entre espécies (p<0,05).

A quantidade de margarina introduzida na formulagéo dos waffles representa cerca
de 26% total da composi¢do do mesmo. Em um estudo realizado por Lopes (2015) consta
que os acidos palmitico, estearico e oleico estdo presentes na composicao da margarina e
por sua vez, sdo os acidos gordos que se apresentam em maiores quantidades. Contudo,
pode-se observar que obtivemos um resultado positivo em relacdo a adicdo da farinha do
mesocarpo de babagu, visto que a quantidade de SFAs diminui conforme a adigéo,

aumentando o teor de PUFAs.
5.3.2.1. Composi¢do em compostos fenolicos

Os dados relativos a composicéo fendlica do extrato hidroetanolico dos waffles

desenvolvidos estdo descritos na Tabela 23. Assim como foi descrito na sec¢do 5.1.2, a
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sequéncia de numeracdo de picos segue o tempo de retencdo de todos os compostos
identificados. Todos os compostos identificados nos waffles foram descritos para o
extrato hidroetanolico de babagu, & expe¢do do pico 9 (assim como no pdo) que é

proveniente da farinha de trigo.

E visivel que nestas amostras foram identificados uma quantidade de compostos
muito inferior do que na farinha e paes, isto pode ser devido a temperatura usada durante
a cozedura dos waffles que pode ser responsavel pela degradacdo de alguns compostos.
As amostras W18 e W24 revelam, no entanto, as maiores concentracdes de compostos
fenolicos totais, flavan-3-6is, de 0,47 + 0,005 mg/g extrato, estando os &cidos fendlicos e

flavondides apenas em quantidades vestigiais.

Tabela 23 - Tempo de retencdo (Tr), comprimentos de onda da absor¢cdo maxima na
regido do ultravioleta (Amax), dados de espetro de massa, tentativa de identificacdo e
quantificacdo (mg/g extrato) dos compostos fendlicos presentes em extratos

hidroeandlicos dos waffles desenvolvidos (média + DP).

Quantificacdo (mg/g extrato)

Pic Tr Aimax [M-H] . )
) ldentificacdo Tentativa WO W12 W18 W24
0o (min) (nm) (m/z2)
1 408 280 577 Dimerode (Epi)catequinatipop nd 0,092 +0,003°¢ 0,115+0,003* 0,112 +0,001°
2 576 280 289 (+)-Catequina nd 0,118 +0,0004°¢ 0.16 £0.01° 0,6 +0,012
3 7,7 324 341 Hexdésido do &cido cafeico vg Vg vg Vg
4 783 280 289 (-)-Epicatequina nd 0,112 +0,003° 0.133+0.0042 0.133 +0.004?
5 9,12 283 1153 Tetramero de (Epi)catequina tipo B nd 0,05682 + 0,00004° 0,06453 + 0,002042 0,065 + 0,002 2
9 13,34 342 563 Apigenina-C-pentosil-C-hexosido vg ol vg ol
Compostos fendlicos totais  vg 0,38 +£0,03" 0,47+£0,012 0,47 £0,01°
Acidos fendlicos totais vg vg vg vg
Flavan-3-6is totais nd 0,38+0,03° 0,47 £0,012 0,47 +0,012
Flavonois vg Vg vg ol

nd — néo detetado; vg — quantidades vestigiais. MS? (m/z): pico 1 - 451(100), 575(40),425(5),407(5),289(5),287(10);
pico 2 - 325(20), 289 (100), 245(100), 205(41), pico 3 - 179(100),161(34);

pico 4 - 325(20), 289 (100), 245(100), 205(41);

pico 5 - 865(68),713(20),695(2),577(22),575(40),425(5),407(5),289(5),287(10); e

pico 9 - 503(61),473(100),443(18),425(22),383(82),353(39).
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5.3.3. Propriedades Bioativas
5.3.3.1. Atividade antioxidante e citotoxicidade

Os resultados relativos a atividade antioxidante das diferentes formulacdes de

waffles estdo descritos na Tabela 24.

Tabela 24 - Atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos dos waffles

desenvolvidos (média £ DP, n = 9).

Atividade antioxidante

W12 w18 W24 Trolox
(1Cso, pg/mL)
TBARS sa 1,90+0,09% 13+02° 1,04£001°¢ 37%05¢9
OxHLIA sa 373+7° 657 +15°  578+14°¢  218+02¢

sa — sem atividade. Os valores de 1Cso correspondem a concentragdo do extrato que atinge 50% de atividade
antioxidante ou 0,5 de absorvancia na redugdo do ensaio de poténcia. Em cada linha letras diferentes significam
diferencas significativas (p<0,05).

Todos os extratos analisados apresentaram excelente atividade antioxidante para o
ensaio TBARS, todas com ICso abaixo do controlo positivo (Trolox: 3,7 £ 0,5 pg/mL).
No entanto, considerando que quanto menor o valor de ECsp maior a sua capacidade
antioxidante, € possivel verificar que as formulacdes com 18 e 24% apresentaram maior
atividade antioxidante (1,3 + 0,2 pg/mL e 1,04 £ 0,01 pg/mL, respetivamente)
relativamente a formulacdo W12, com 12% de substituicdo. Esses resultados indicam que
a adicdo da farinha de MB em produtos de pastelaria, como é o caso dos waffles, é valida,
mantendo a caracteristica antioxidante encontrada no presente estudo do estrato
hidroetandlico do mesocarpo de babagu.

No ensaio de OxHLIA, as amostras apresentaram alguma atividade antioxidante
comum ICspentre 373 + 7 ug/mL e 578 £ 14 pg/mL. No entanto, comparativamente com
o controlo positivo (Trolox; 21,8 ug/mL) as formulag6es apresentaram baixa capacidade
anti-hemolitica. Vale ressalvar que, assim como no péo, néo foi identificado atividade

antioxidante para a formulagéo controlo (100% farinha de trigo).

Os resultados obtidos no ensaio de hepatotoxicidade ndo estdo presentes em tabela,
pois todos os extratos hidroetandlicos das formulacGes dos waffles ndo apresentaram
atividade até a concentracdo méxima testada (400 pg/mL). Significando isto, que os

waffles elaborados nas concentragdes de 12, 18 e 24%, bem como a formulagao controlo,
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ndo foram toxicos contra as linhas celulares ndo tumoral estudadas (VERO e PLP2), e,
assim como foi dito anteriormente, é um resultado muito importante numa primeira
validacdo desta farinha para incorporacdo em matrizes alimentares sem que tal acarrete

riscos para a satde do consumidor.
5.3.3.2. Atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antibacteriana dos extratos obtidos a partir dos waffles e
suas respectivas substituicdes da farinha de trigo pela farinha de mesocarpo de babagu

estdo descritos na Tabela 25.

Tabela 25 - Atividade antibacteriana (CMI e CMB em mg/mL) das amostras dos waffles
desenvolvidos.

Amostra S. aureus B. cereus L. monicytogenes E. coli S. Typhimurium En. cloacae

WO CMI >16 8 >16 >16 >16 >16

CMB >16 16 >16 >16 >16 >16

CMI >16 2 8 0.5 >16 >16
W12

CMB >16 4 16 1 >16 >16

CMI >16 >16 >16 >16 >16 >16
W18

CMB >16 >16 >16 >16 >16 >16

CMI >16 2 >16 1 >16 >16
W24

CMB >16 4 >16 2 >16 >16

CMI 4 0.5 1 1 1 2
E211

CMB 4 0.5 2 2 2 4

CMI 1 2 0.5 0.5 1 0.5
E224

CMB 1 4 1 1 1 0.5

B. cereus: Bacillus cereus; S. aureus: Staphylococcus aureus; L. monicytogenes: Listeria monicytogenes; E. coli: Escherichia coli; En.
cloacae: Enterobacter cloacae; S. typhimurium: Salmonella Typhimurium. CMI: Concentragdo minima inibitoria; CMB: Concentracdo
minima bactericida. Controlos positivos: E211 (benzoato de sodio) e E224 (metabissulfito de potéssio).

De modo geral, as amostras que apresentaram valores de concentragdo minima
inibitdéria foram W0, W12 e W24, a amostra W18 ndo apresentou nenhuma atividade até
a concentracdo maxima testada (16 mg/mL). A amostra W12 foi a que mais se destacou
na atividade antibacteriana, contra as bactérias B. cereus (2 mg/mL), L. monocytogenes
(8 mg/mL) e E. coli (0,5 mg/mL), sendo esta Gltima inferior ao controlo positivo benzoato
de sodio (1 mg/mL), revelando por isso, potencial contra essas estirpes bacterianas. B.

cereus foi a bactéria que se apresentou como a mais sensivel para os extratos analisados
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com valores de CMI de 8 mg/mL e 2 mg/mL para as amostras WO e W12/W24,
respectivamente, sendo o mesmo valor do controlo positivo E224 com CMI de 2 mg/mL.
Relativamente ao desempenho bactericida, o qual corresponde a concentracdo minima de
agente antimicrobiano (do produto) que resulta na morte bacteriana, ou seja, a
concentracdo a partir da qual um agente é bactericida, verificou-se que E. coli, foi a
estirpe mais suscetivel, apresentando um CMB de 0,5 mg/mL para o extrato do waffle
com 12% de substituicdo. Através da € também possivel constatar que a amostra W12
expressou um maior carater inibitério e bactericida para a estirpe E. coli apresentando
valores de CMI de 0,5 mg/mL e CMB de 1 mg/mL, sabe-se que quanto menores e quanto
mais proximos forem os valores destas duas variaveis (CMI e CMB), mais potente sera a

atividade antimicrobiana.

Como citado na Secdo 5.2.3.2, apesar de existirem diversos estudos com a aplicacéo
da farinha do mesocarpo de babacu em produtos alimentares, ndo ha relatos de analises
antimicrobianas para os mesmos, ressaltando a importancia de se realizar estudos mais

profundos sobre a aplicacdo desta PANC em produtos alimentares.

Os resultados obtidos no ensaio da atividade antifungica ndo estdo presentes em
tabela, pois todos os extratos hidroetandlicos das formulacdes dos waffles nédo
apresentaram atividade até a concentracdo maxima testada (16 mg/mL). Significando isto,
que os waffles elaborados nas concentracGes de 12, 18 e 24%, bem como a formulagéo
controlo, ndo foram eficazes contra as estirpes flngicas analisadas. Os estudos de
literatura sobre a atividade antifungica de produtos com substituicéo parcial da farinha de

tripo pela farinha de mesocarpo de babacu sdo escassos.
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6. Conclusao e perspectivas futuras

De acordo com a American Dietetic Association (Associacdo Dietética Americana),
a melhor estratégia nutricional para promover a salde e reduzir o risco de doencas
cronicas € a obtencdo de nutrientes a partir de uma grande variedade de alimentos. A
planta alimentar ndo convencional estudada no presente trabalho, o babagu, pode ser
considerado como tendo um alto valor nutricional, mas também como fonte promissora

de compostos de alto valor adicionado para serem incorporados em produtos alimentares.

A caracterizagdo nutricional do mesocarpo de babagu incluiu a determinacdo da
humidade, proteinas, gorduras totais, cinzas, hidratos de carbono e valor energético. Os
hidratos de carbono foram o macronutriente mais abundante na planta (97,75 £ 0,02 g/100
g ps), apresentando por isso um alto valor energético (399 + 1 kcal/100 g ps), e baixos
valores de gordura (0,6 + 0,2 g/100 g ps), proteinas (0,696 + 0,003 g/100 g ps) e cinzas
(0,9£0,2 g/100 g ps). Foi detetada a presenca de frutose e glucose, sendo a frutose a mais
abundante (0,17 £ 0,01 g/100 g ps) e ainda de acido quinico, malico e citrico, sendo este
ultimo o mais predominante com 0,166 + 0,001 g/100 g ps. Quanto ao perfil em acidos
gordos, predominaram os acidos gordos saturados, devido sobretudo a presenca de acido
palmitico com 59,1 + 0,3 %.

No que respeita a composicdo fendlica do babacu foi possivel identificar nove
compostos fendlicos, seis flavan-3-6is (derivados de catequina e epicatequina) e outros
trés flavonois O-glicosilados derivados de quercetina. O grupo dos flavan-3-06is
representa 99% da composicdo fendlica da farinha de babacu com (211 + 4 mg/g extrato)
devido sobretudo a presenca do dimero de (epi)catequina tipo B (82 = 3 mg/g extrato).
Em relag&o ao potencial bioativo, foi obtido uma 6tima atividade antioxidante tanto para
0 método de TBARS como para OxHLIA, com valores de ICsode 0,0131 + 0,0001 pg/mL

e 5,4+ 0,01 pg/mL, respectivamente, valores inferiores aos controlos positivos utilizados.

A farinha do mesocaropo de babacu apresentou resultados positivos para a inibi¢ao
de todas as linhas celulares cancerigenas testadas o que demonstra que tal extrato pode
ser uma promissora fonte de novos agentes antineoplasicos. No entanto, observou-se
igualmente a inibicdo de células saudaveis das linhas celulares PLP2 e VERO, o que
indica que este extrato apresenta alguma hepatotoxicidade. Seria interessante prosseguir
0 estudo da composicgéo detalhada deste extrato, proceder ao fracionamento, isolamento

e identificacdo dos compostos presentes no extrato como forma a entender melhor a agéo
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e potencial deste tipo de extrato. O resultado de atividade anti-inflamatdria testadas na
linha celular de macrofagos de rato RAW 264.7, apresentou resultados com concentracao
superiores a concentracdo maxima testada, ndo sendo efetivo seu efeito anti-inflamatério.
O extrato testado foi capaz de promover a¢des bactericidas e bacteriostaticas satisfatorias
para todos 0os microrganismos presentes no painel, especialmente para as estirpes de B.
cereus e En. cloacae, de ressalvar que estes resultados foram inferiores aos controlos

positivos utilizados. No entanto, ndo foi eficaz contra as estirpes fungicas analisadas.

Tendo em vista a possivel aplicacdo industrial, foram desenvolvidos produtos de
panificacdo (paes) e de pastelaria (waffles) com substituicdes de 12, 18 e 24% da farinha
de trigo pela farinha de babcu, comparando os resultados obtidos com produtos 100%
farinha de trigo. Em ambos os produtos, foi notdria a melhoria nutricional, quimica e
bioativa dos produtos fortificados com farinha de babacu.

No geral, a formulacdo B24 foi a que apresentou maior semelhanca ao pao controlo
(B0), relativamente a aspectos nutricionais, no entanto em relacéo aos parametros fisicos
foi o que apresentou maior discrepancia, sobretudo no volume especifico, textura e
parametro de cor L* (luminosidade) tendendo para uma colora¢do mais escura e opaca.
Visto que a coloracdo da farinha do babacu ndo se degrada com o tratamento térmico e
confere um diferencial nos produtos fortificados, 0 mesmo foi observado na formulagéo
W24 dos waffles.

Todos o0s pdes desenvolvidos apresentaram maiores percentagens de
envelhecimento nos trés primeiros dias de elaboracao, porém, a formulacdo B24 foi a que
apresentou menor percentagem (70%) de envelhecimento no total dos 7 dias. Este
comportamento foi diferente em relacdo aos waffles, a formulacdo que menos envelheceu
foi a formulacéo controlo (21%). Relativamente ao peso e volume dos waffles ndo houve
muitas variacGes, no entanto, o volume especifico apresentou um decréscimo de
aproximadamente 28% comparativamente da formulacdo WO para W24. Todos os
waffles apresentaram L* (luminosidade) inferior a 60, no entanto a coloragéo do waffle
com 24% de MB foi a que mais se aproximou a coloracdo original do mesocarpo de
babacu.

Os extratos hidroetanolicos dos péaes e waffles revelaram 6tima capacidade de
inibicdo da peroxidagdo lipidica, com valores inferiores ao controlo positivo utilizado, o

que era expectavel, visto que o extrato da farinha também apresentou um étimo resultado
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para esta mesma analise, no entanto ambos os produtos revelaram baixa capacidade anti-
hemolitica, comparativamente com o controlo positivo. Apesar de o0 extrato da farinha ter
apresentado caracteristicas hepatotoxicas, nenhuma das formulacBes apresentou
atividade, sendo um resultado muito importante numa primeira validagdo desta farinha
na incorporacdo em matrizes alimentares. Os resultados obtidos para a atividade
antimicrobiana dos produtos revelaram que possuem alguma atividade antibacteriana,

mais notoriamente contra as estirpes B. cereus e E. coli.

Este estudo permitiu apresentar resultados inovadores em relacéo a caracterizacao
nutricional, quimica e propriedades bioativas da farinha do mesocarpo do babacu e dos
produtos de panificagdo e pastealaria fortificadas com a mesma. Com os resultados
verdadeiramente promissores obtidos, a farinha do mesocarpo de babacu poderéa estar na
linha da frente de novos produtos da sociobiodiversidade para uso alimentar,

possibilitando a oferta diversificada de produtos.

77



Concluséo e perspectivas futuras

Como perspectivas futuras deste trabalho seria importante o estudo da(s):

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Capacidade de absor¢édo de agua (AA) do MB, relativamente ao crescimento dos
pées, sobretudo ao aprisionamento dos gases que sdo produzidos durante a
fermentacao;

Capacidade de absorcdo de gordura (AG) do MB, tendo em vista que as
formulacGes em que foi adicionado MB apresentaram menores teores de SFAS e
maiores teores de PUFAS;

Quantificacdo do valor de fibras totais — soltvel e insolUvel do MB e dos produtos
elaborados;

Determinacdo do pH, pois € fator de grande importancia na limitacdo da
capacidade de desenvolvimento de microrganismos no alimento e que contribui
para definir procedimentos tecnolégicos com vista a conservagao;

Determinagédo da acidez, pois representa o estado de conservacdo das farinhas,
ndo somente no aspecto econdmico, através de perdas devido a diminuicao da vida
de prateleira, mas também pela reducdo da aceitabilidade desses produtos pelos
consumidores através de mudancas de cor e sabor, envolvendo tanto aspectos
quimicos como microbiol6gicos;

Analise microbioldgica do MB e dos produtos elaborados e suas condi¢Ges de
armazenamento;

Anaélise sensorial dos produtos elaborados;

Utilizacdo de emulsificantes para a estabilizacdo da interface entre os gases e a
massa;

Propriedades tecnoldgicas do amido das farinhas e das fibras;

Digestibilidade in vitro, para avaliar a qualidade da proteina e do amido no

processo digestivo.
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