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RESUMO

Os consumidores, conscientes da utilizagdo generalizada de aditivos artificiais,
procuram cada vez mais por uma alimenta¢do mais natural e, portanto, mais saudavel.
Esta mudanca de comportamento estd a forgar a industria a responder a estes novos
desafios, estando a industria alimentar a trabalhar arduamente para se adaptar melhor a
esta nova realidade.

Neste trabalho foram usados trés corantes de origem natural, um pigmento extraido
de Amaranthus Caudatus L., a curcumina e paprica. Estes corantes foram incorporados
em trés produtos alimentares: cheesecake, gelado e manteiga. Os efeitos da incorporacao
destes corantes naturais foram avaliados através da andlise dos pardmetros fisicos em
fresco (cor, pH, atividade da 4gua e humidade), assim como pela sua composicao
centesimal, ao longo do tempo de prateleira de cada um dos alimentos. Globalmente, estes
corantes naturais mostraram ter poder corante suficiente para cumprirem o seu proposito,
sendo que o extrato de Amaranthus caudatus L., apresenta maior poder corante.
Demonstraram também ndo alterar significativamente a composi¢do nutricional das
amostras, sendo por isso uma alternativa interessante pois espera-se que a utilizagao de
corantes, sejam eles naturais ou artificiais, ndo afetem a composi¢do do alimento em
questdo, tendo se verificado ligeiras alteracdes nas formulagdes de manteiga.

Para verificar a aceitacdo por parte dos consumidores de alimentos corados com
diferentes corantes alimentares foi lhes pedido para preencher um questiondrio depois da
prova de amostras, e foi realizado a posteriori o estudo e o tratamento estatistico dos
dados. Foi possivel verificar que mais de 61% compraria um dos produtos corados com
os corantes naturais em estudo, e que a cor laranja (atribuida a paprica) destaca-se pela
persisténcia do sabor e pelo seu odor mais intenso nos trés tipos de alimentos analisados.

Em conclusdo, estes corantes alimentares, foram estudados em trés amostras
alimentares de base lactea, tendo revelado potencial de aplicagdo na industria alimentar
devido a elevada estabilidade observada ao longo do tempo de prateleira destes alimentos,
abrindo-se assim a oportunidade para o estudo mais aprofundado sobre a estabilidade

destes ingredientes quando aplicados noutros produtos alimentares.

Palavras-chave: Amaranthus Caudatus L., Capsicum annuum L., Curcuma longa L.,

corantes naturais, composic¢ao nutricional, avalia¢do sensorial.
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ABSTRACT

Consumers, aware of the widespread use of artificial additives, are increasingly
looking for a more natural, and therefore healthier diet. This change in behavior is forcing
the industry to respond to these new challenges and the food industry is working hard to
better adapt to this new reality.

In this work, three colours of natural origin were used, a pigment extracted from
Amaranthus Caudatus L., curcumin and paprika. These colours were incorporated into
three food products: cheesecake, ice cream and butter. The effects of the incorporation of
these natural colours were evaluated by the analysis of physical parameters in fresh
product (colour, pH, water activity and humidity), as well as by their centesimal
composition, throughout the shelf life of each of the foods. Globally, these natural
colourings showed to have sufficient colouring power to fulfil their purpose, being that
the extract of Amaranthus caudatus L., presents a higher colouring power. They also
proved not to significantly alter the nutritional composition of the samples, being
therefore an interesting alternative, since it is expected that the use of colorants, whether
natural or artificial, does not affect the composition of the food in question, having been
verified slight alterations in the butter formulations.

To verify consumer acceptance of foods coloured with different food colours, they
were asked to fill in a questionnaire after sampling, and the study and statistical treatment
of the data was carried out a posteriori. It was possible to verify that more than 61% would
buy one of the products coloured with the natural colourings under study, and that the
orange colour (attributed to paprika) stands out for its persistence of flavour and its most
intense smell in the three types of food analysed.

In conclusion, these food colours were studied in three milk-based food samples,
revealing potential application in the food industry due to the high stability observed
along the shelf-life of these foods. This opens up the opportunity to further study the
stability of these ingredients when applied to other food products.

Keywords: Amaranthus Caudatus L., Capsicum annuum L., Curcuma longa L.,

natural colourants, nutritional composition, sensory evaluation.
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RESUMEN

Los consumidores conscientes del uso generalizado de aditivos artificiales, buscan
cada vez mas una dieta mas natural y asi, mas sana. Este cambio de comportamiento esta
obligando a la industria a responder a estos nuevos retos, y la industria alimentaria esta
trabajando duro para adaptarse mejor a esta nueva realidad.

En este trabajo se utilizaron tres colores de origen natural, un pigmento extraido de
atAmaranthus Caudus L., la curcumina y el pimenton. Estos colores se incorporaron a
tres productos alimenticios: tarta de queso, helado y mantequilla. Los efectos de la
incorporacion de estos colorantes naturales se evaluaron mediante el andlisis de
parametros fisicos en fresco (color, pH, actividad de agua y humedad), asi como por su
composicion centesimal, a lo largo de la vida 1til de cada uno de los alimentos.
Globalmente, estos colorantes naturales demostraron tener un poder colorante suficiente
para cumplir su cometido, siendo el extracto de Amaranthus caudatus L., el que presenta
un mayor poder colorante. También demostraron no alterar significativamente la
composicion nutricional de las muestras, siendo por tanto una alternativa interesante, ya
que se espera que el uso de colorantes, ya sean naturales o artificiales, no afecte a la
composicion del alimento en cuestion, habiéndose comprobado ligeras alteraciones en las
formulaciones de mantequilla.

Para comprobar la aceptacion por parte de los consumidores de los alimentos coloreados
con diferentes colorantes alimentarios, se les pidi6 que rellenaran un cuestionario tras la
degustacion de las muestras, y el estudio y tratamiento estadistico de los datos se realizé
a posteriori. Se pudo comprobar que mas del 61% compraria uno de los productos
coloreados con los colorantes naturales en estudio, y que el color naranja (atribuido al
pimentdn) destaca por su persistencia de sabor y su olor mas intenso en los tres tipos de
alimentos analizados.

En conclusion, se estudiaron estos colorantes alimentarios en tres muestras de alimentos
a base de leche, revelando su potencial aplicacion en la industria alimentaria debido a la
alta estabilidad observada a lo largo de la vida util de estos alimentos, lo que abre la
oportunidad de seguir estudiando la estabilidad de estos ingredientes cuando se aplican a

otros productos alimentarios.

Palabras-clave: Amaranthus Caudatus L., Capsicum annuum L., Curcuma longa L.,

colorantes naturales, composicion nutricional, evaluacion sensorial.
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1. INTRODUCAO

A alimentagdo ¢ uma necessidade inegavel para a humanidade, tendo evoluido
fundamentalmente nas ultimas duas décadas, desempenhando um papel crucial na
manutengdo da espécie humana.

Os aditivos alimentares sdo conhecidos e utilizados desde a antiguidade, datando
do tempo dos egipcios (300 a.C.), dado terem sido descobertas nos seus timulos, figuras
representativas de alimentos coloridos, e evidéncias do uso de corantes artificiais em
vinho e produtos similares, tornando-se esta uma pratica comum na segunda metade do
século XIX (1).

Entendemos instintivamente a palavra “natural” como sendo associada a algo
positivo. Neste sentido, os consumidores, conscientes do uso massivo de aditivos
artificiais, procuram cada vez mais por alimentos naturais e, portanto, mais saudaveis,
através de uma alimentacdo a base destes produtos em detrimento dos primeiros,
impulsionando a industria a acompanhar estes novos desafios. Esta valorizacdo do corpo
e da saude, “mente s em corpo sd0”, incita a que os consumidores estejam cada vez mais
informados e procurem op¢des que garantam o uso consciente de aditivos naturais na sua
alimentacdo quotidiana (2-5). A substitui¢do de corantes artificiais por outros de origem
natural estd cada vez mais na ordem do dia (3—7) e, por isso, a industria alimentar
ambiciona por uma melhor adaptacdo a esta nova realidade impulsionada pelo
consumidor, na busca por uma melhoria de bem-estar.

Apesar dos esforcos considerdveis na melhoria das tecnologias de produgdo, nos
padrdoes de higiene e na educacdo do consumidor, a deterioragdo causada por
microrganismos patogénicos ¢ ainda responsavel por enormes perdas econdmicas e
custos humanos inaceitaveis (8). Consequentemente, em resultado do aumento do
consumo de alimentos frescos, minimamente processados e prontos para consumo,
surgiram novas rotas ecoldgicas para o crescimento microbiano. Neste campo, de modo
a garantir a seguranca dos seus alimentos, os consumidores passaram a exigir sistemas de
produgcdo de alimentos "mais sauddveis" e mais ecoldgicos, que promovam o
desenvolvimento de solugdes inovadoras de bio preservacao, baseadas no uso de agentes
antimicrobianos naturais em detrimento dos artificiais (9).

Segundo o Codex Alimentar, um aditivo alimentar define-se como: “Qualquer
substancia que como tal, ndo seja normalmente consumida como alimento, nem que se

use como ingrediente base em alimentos, tendo ou ndo valor nutricional, e cuja adi¢do
1



intencional ao alimento com fins tecnologicos (incluindo fins organoléticos), em fases de
fabricagdo e processamento, elaboragdo, preparagdo, tratamento, embalagem,
transporte e armazenamento, seja razoavelmente expectavel ou passivel de resultar
(direta ou indiretamente), por si ou por seus subprodutos, num componente alimentar ou
um elemento que afete as suas caracteristicas”.

Esta definicdo ndo inclui “contaminantes” ou substincias adicionadas aos
alimentos para manter ou melhorar a qualidade nutricional (10).

Ja a “Food and Drug Administration” (FDA) define aditivo alimentar como:
“Qualquer substancia cujo uso pretendido resulte ou possa resultar — direta ou
indiretamente num componente ou possa afetar de alguma forma as caracteristicas de
qualquer alimento™ (11).

Durante séculos, os aditivos alimentares foram utilizados para aromatizar, colorir
ou ainda preservar/prolongar a vida 1til dos alimentos, enquanto que hoje em dia sdo
também imprescindiveis para garantir e promover a seguranga alimentar (1,12,13). Todos
os dias, toneladas de aditivos sdo utilizados pela industria alimentar com essa finalidade
(2), podendo estes ser divididos em varios grupos: corantes, conservantes, antioxidantes,
emulsionantes, espessantes/gelificantes, estabilizadores, aromatizantes, edulcorantes e
outros menos comuns. Os conservantes mais antigos incluiam o dioxido de enxofre
(E220), acido acético (E260) e nitrito de sddio (E250), enquanto a curcuma (E100) e
carmim (E120) assumiram-se como os primeiros corantes utilizados.

Alguns aditivos artificiais foram usados durante décadas. No entanto, estudos
aprofundados mostraram evidéncias de efeitos adversos a médio-longo prazo decorrentes
da sua utilizacdo, tendo, por isso, sido restrito o seu uso (4). Adicionalmente, existem
varias limitagdes ao uso de aditivos naturais na industria alimentar, nomeadamente : 1) o
facto do prego destes aditivos ser mais elevado quando comparado com os de origem
artificial, 2) a eficacia real do aditivo natural, 3) o facto de alguns aditivos naturais serem
necessarios em quantidades mais elevadas, 4) a falta de legislacdo sobre aditivos naturais,
e 5) o facto de ser por vezes dificil encontrar ou reproduzir as fontes naturais, plantas ou
microrganismos, que os produzem (11). Outras limitagdes sdo as de ordem técnica,
propriedades da extracdo e de conservacdo, as quais podem alterar ou por em risco a
estabilidade destes aditivos, nomeadamente a temperatura, oxigénio, luz, pH, atividade

da 4gua, entre outras (4).



2. ADITIVOS ALIMENTARES

Desde a antiguidade que um dos maiores problemas da humanidade se concentra
na conservagdo de alimentos, a fim de os manter em condi¢des ideias de consumo durante
um longo periodo de tempo, mantendo as suas caracteristicas organoléticas, adiando
assim a sua deterioracdo. Neste sentido, foram introduzidos no setor alimentar aditivos
naturais e artificiais, que ao serem adicionados aos alimentos, restringem tanto quanto
possivel, os processos bioldgicos nocivos que ocorrem no produto (tais como o
desenvolvimento de patogénicos e os efeitos de enzimas que afetam a frescura e a
qualidade dos alimentos) (14).

Num mercado global cada vez mais competitivo, 0 método mais barato de
conservagao dos alimentos ¢ muitas vezes o escolhido, sendo por isso, na grande maioria
das vezes, usados aditivos artificiais em detrimento dos naturais. Estes aditivos
alimentares modernos sdo geralmente produtos quimicos artificiais, tais como sorbatos,
benzoatos, nitratos e nitritos, com func¢ao conservante (15), ou ainda a substancias como
a tartrazina, carmoisine e allura red, as quais detém funcdes corantes. No entanto, estes
aditivos alimentares sdo cada vez mais associados a efeitos secundarios adversos e a
possiveis riscos de toxicidade para os consumidores, enquanto que a aplicagdo e
utilizagdo de aditivos naturais é vista como sendo uma pratica mais segura e saudavel
(16). Estudos recentes alertaram sobre os riscos ndo negligencidveis a saude decorrentes
do consumo dos aditivos artificiais, mesmo quando presentes abaixo dos limites
recomendados, conforme definido por agéncias reguladoras, como a FDA. Esses riscos
para a saude incluem, entre outros, reagdes alérgicas, disturbios gastrointestinais, cancro,
entre outros (15).

No entanto, ¢ esperado que a transi¢do de aditivos artificiais para alternativas
naturais seja lenta, principalmente devido a questdes de eficacia, estabilidade, e ainda
questdes econdmicas que ainda precisam ser ultrapassadas. Consequentemente, 0s
consumidores procuram produtos claramente rotulados em que se garantam a auséncia de
aditivos artificiais e em que a seguranga bioldgica dos produtos tenha sido feita pela
adi¢do de substancias de origem natural (17).

Ao longo das duas ultimas décadas, tem-se verificado um aumento do interesse na
caracterizacdo quimica e bioativa de diversas matrizes naturais. Este facto, juntamente
com um maior conhecimento das vantagens das refei¢des nutritivas e dos

desenvolvimentos na instrumentagdo analitica, levou a comunidade cientifica a estudar
3



os produtos e subprodutos de diferentes matrizes alimentares vegetais como fonte de
substancias bioativas, sendo este um dos principais temas de desenvolvimento e inovacao

estabelecidos pela Unido Europeia no ambito do programa-quadro Horizonte 2020.

2.1. Corantes naturais

O fendmeno das cores pode ter varias origens, desde a dispersdo até a absor¢do da
luz, ocorrendo diferentes processos que originam uma gama de cores encontradas na
natureza. A cor ¢ a primeira caracteristica notavel de um alimento ou bebida e geralmente
predetermina uma expectativa de sabor e aroma (1,3,11,18-20). Esta ¢ uma das principais
caracteristicas apelativas para o consumidor na hora de escolher um produto alimentar,
sendo determinante na sua preferéncia (20,21).

Os corantes alimentares podem ser classificados em trés grupos: corantes
alimentares naturais, relativos aos que sao produzidos a partir de plantas, invertebrados
ou minerais; corantes naturalmente idénticos, que embora sintetizados pela industria,
mimetizam os corantes naturais; € os corantes artificiais/sintéticos (11).

Toneladas de corantes naturais e artificiais sdo usados diariamente, tendo como
principal finalidade a melhoraria ou alteracdo das cores dos produtos destinados a
industria alimentar. Atualmente, existem variadas razdes pelas quais sdo usados corantes,
designadamente: 1) compensacao da perda de cor durante o processamento do produto,
2) exposi¢do ao ar, 3) temperatura e 4) condi¢des de armazenamento (3,4,7,19), 5)
melhoria da cor natural de modo a tornar o produto mais atrativo aos olhos do consumidor
(11,19), 6) fixacdo de cor a produtos incolores, e ainda 7) permitir ao consumidor
identificar a olho nu os produtos desejados (19).

Para a coloracdo de alimentos e cosméticos, utilizam-se, cada vez mais, fontes
naturais contendo diferentes classes de pigmentos, ganhando importdncia nestas
industrias. As exigéncias dos consumidores sdo elevadas, dada a sua preferéncia por
alimentos com cores agradaveis resultantes dos corantes naturais. (2). Outro aspeto
importante a respeito dos pigmentos ¢ a sua atividade bioldgica, principalmente as suas
propriedades antioxidantes. Em todo o caso, além de conferir “beleza”, os pigmentos
naturais tém também outras fun¢des importantes tais como a capacidade de realizar
fotossintese através da presenca de clorofila e/ou carotendides, sem os quais poderia ndo

haver vida no mundo (6).



Quimicamente, os corantes naturais podem ser categorizados em trés grupos
principais: 1) os compostos heterociclicos com estrutura tetrapirrélica, que compreendem
as clorofilas presentes em vegetais, o heme e as bilinas encontradas em animais (6); 2) os
compostos de estrutura isoprenoide, representados pelos carotenoides, encontrados em
animais e, principalmente em vegetais; 3) os compostos heterociclicos contendo
oxigénio, como os flavonoides, que sdo encontrados em vegetais e frutos (6). Além destes
existem ainda outros dois grupos de corantes: as betalainas, que sdo compostos
nitrogenados, e os taninos, que agrupam diversos compostos de estruturas altamente
variaveis. Os corantes naturais mais usados comercialmente sdo o carmim, as curcuminas

e as antocianinas (22), sendo que todos estes corantes ja foram alvo de varios estudos (4).

Carotendides

Os carotenoides sdo substancias coloridas, pigmentos lipossoluveis, amplamente
distribuidas na natureza, principalmente em plantas, variando de cor entre o vermelho,
laranja e amarelo (6,23,24). Mais de 850 carotendides diferentes sdo encontrados na
natureza, em animais e vegetais, (24,25), dos quais apenas 40 sdo integrados na dieta
humana (24). Alguns carotenoides, entre eles a luteina, a violaxantina, a neoxantina € o
B-caroteno, sdo largamente distribuidos na natureza, enquanto outros, tais como o
licopeno, a capsantina e a bixina, existem em grandes quantidades, mas apenas em
algumas plantas.

Os carotenoides sdo divididos em carotenos, compostos constituidos apenas por
carbono e hidrogénio (como B-caroteno e licopeno), e seus derivados oxigenados, as
xantofilas (a B-criptoxantina e a lutéina) (23). Quimicamente, os carotendides sdo
substancias tetraterpénicas, formadas por oito unidades de isopreno, de tal modo que a
ligagdo isoprénica sofre reversdo na parte central da molécula e, dessa maneira, os dois
grupos metilo centrais ficam separados por quatro carbonos (24,25). A maioria dos
carotenoides ¢ termolabil, principalmente as xantofilas (20).

A luz solar direta ou luz ultravioleta podem causar a fotoisomerizagdo cis/trans,
podendo, inclusive, em condi¢des mais enérgicas, causar a destruicdo desses pigmentos.
Esses pigmentos sdo facilmente oxidados pelo oxigénio ou peroxidos e até mesmo pelo
oxigénio do ar, dependendo ainda da luz, calor e presenca de moléculas pro-oxidantes na

sua constitui¢do. Essas reacdes podem ser causadas pela formacgdo de radicais livres.



Dependendo do sistema, os carotendides podem agir como pro-oxidantes ou
antioxidantes (6,23,25).

Extratos naturais contendo carotendides extraidos de plantas como o urucum, fruto
do urucuzeiro, agafrdo, paprica, tomate, entre outros, sio comumente utilizados para
colorir alimentos. Varios carotenoides de estrutura quimica idéntica aos produtos naturais
foram sintetizados nos ltimos anos e obtidos na sua forma pura e cristalina, entre eles o
B-caroteno, a zeaxantina, a cantaxantina e a astaxantina (6). Os carotendides sdo também
conhecidos pelas suas propriedades antioxidantes e como precursores da vitamina A,
sendo que o [B-caroteno apresenta propriedades benéficas no tratamento da doenga
cardiovascular, assim como efeitos anti-carcinogénicos (24). O licopeno ¢ também
reconhecido como tendo efeito protetor no desenvolvimento do cancro da prostata e
noutras linhas celulares cancerigenas, tais como no cancro da mama, do ovario, tumores
gastricos, entre outros.

A paprica ¢ extraida da planta Capsicum annum L., e ¢ composta por capsantina e
carotendides capsorubin (24). Os frutos podem ser verdes, amarelos, alaranjados ou
vermelhos, indicando diferentes fases de maturagdo, assim como a sua capacidade de
sintetizar carotendides ou clorofilas. Em termos de sabor, este vegetal abrange desde tipos
doces (ndo-pungentes) como a paprica, até espécies ardentes como a pimenta ou a
pimenta-de-caiena (26). Para além de caracteristicas sensoriais como a pungéncia, aroma
e cor, os pimentos sdo ricos em vitaminas € compostos bioativos de interesse que
proporcionam vantagens para a saide dos consumidores, tais como vitaminas C ¢ E,
provitamina A, carotenoides, e compostos fendlicos.

Quando comparados com outros pigmentos, os carotendides demonstram ter

melhor estabilidade relativamente a alteracdes de pH.
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Figura 1. Estrutura quimica dos principais carotenos (I) e xantofilas (II). Adaptado de Ngamwonglumlert
etal 2017.

Antocianinas

Os flavonoides englobam uma classe muito importante de pigmentos naturais
encontrados frequentemente na natureza. Estes podem ser divididos em antocianinas e
flavondides nao antocianicos (FNA). As antocianinas sdo os corantes naturais
hidrossoluveis mais estudados representando, juntamente com os carotendides, a maior
classe de substancias coloridas do reino vegetal. Estas, encontram-se amplamente
distribuidas em flores, frutos, folhas, plantas inteiras, e demais plantas superiores, sendo
consumidas pelo homem desde tempos remotos (6,27). As antocianinas sdo pigmentos da
familia dos flavonoides, constituidas por um esqueleto de carbono de base Cs-C3-Cs, no
qual podem ocorrer modifica¢cdes que culminam na sintese de centenas de moléculas de

antocianinas encontradas na natureza (6,21).



Esta estrutura basica ¢ o ponto de partida para uma infinidade de cores produzidas
pela sua combinagdo quimica com glicosideos e/ou grupos acilo, e pela sua interacdo com
outras moléculas e/ou condi¢des do meio (23). Alguns autores detetaram a existéncia de
17 antocianinas, com diferengas no nimero e posi¢cdo de grupos hidroxil e/ou grupos de
éter metilico, sendo 6 delas os constituintes mais comuns das antocianina deste tipo de
pigmentos (6).

As antocianinas diferem entre si pelo nimero de grupos hidroxilo e/ou metoxilo
presentes na aglicona e pela natureza, nimero e posi¢do dos aglcares e dos acidos
alifaticos ou aromaticos ligados a molécula de actcar, o que confere grande diversidade
a este grupo de substancias (6). Geralmente, os acucares ligados a antocianina sdo a
glicose, a arabinose, a galactose e a ramnose. Com menor frequéncia, podem ainda ser
encontrados di e trissacarideos ligados a mesma molécula (6). Em contraste com outros
flavonoides, as antocianinas sdo capazes de absorver fortemente a luz na regido do
espectro visivel, conferindo uma infinidade de cores, entre o laranja, o vermelho, o
purpura e o azul, dependendo do meio em que se encontram (28).

Entre as antocianinas mais comuns encontram-se a pelargonidina, cianidina,
delfinidina, peonidina, malvidina e petunidina (23,24), as quais apresentam uma
estabilidade e solubilidade inferiores quando comparadas com as correspondentes
antocianinas e ndo sdo encontradas naturalmente nas espécies vegetais. Dependendo do
grau de acidez ou alcalinidade, as antocianinas adotam diferentes estruturas quimicas em
meio aquoso. Neste, as moléculas de antocianinas coexistem em equilibrio entre a forma
catidnica colorida e a pseudo-base incolor, sendo este equilibrio diretamente afetado com
o aumento do pH (24). O pH 4cido ¢ benéfico para a forma colorida, diminuindo a medida
que o pH aumenta. Algumas antocianinas sao vermelhas em solugdes acidas, roxas ou
violetas em solugdes neutras e azuis em pH alcalino, razdo pela qual a maioria dos
corantes contendo antocianinas s6 podem ser usados em meio com pH inferior a 4 (6).
Além destes, a cor das solugdes de antocianinas depende de outros fatores, tais como
concentragdo, tipo de solvente, temperatura, estrutura do pigmento, presenca de
substancias capazes de reagir reversivel ou irreversivelmente com a antocianina, entre
outras (29).

Os flavonoides ndo antocianicos incluem duas classes principais de compostos, as
flavonas e os flavonois. De todos os pigmentos que existem no reino vegetal com a
estrutura da fenilbenzopirona, as flavonas e os flavondis sdo, sem duvida, os mais

abundantes, dos quais aproximadamente 300 compostos ja foram identificados (6).



A significancia desses pigmentos com relacdo a cor das espécies vegetais limita-se
as espécies amareladas, e a copigmentacdo com antocianinas. A distingdo entre as
flavonas e flavonodis ¢ muito pequena, uma vez que flavondis sdo flavonas, nas quais a
posicdo 3 estd hidroxilada. No entanto, esses dois grupos de compostos podem ser
diferenciados pelas suas propriedades espectroscopicas e separados facilmente por
métodos cromatograficos. Entre as flavonas, apenas a luteolina, a apigenina e a tricetina
sdo comuns na natureza, das quais derivam a estrutura de outras agliconas. Os flavonoides
ndo antocianicos, pelo fato de serem fracamente coloridos, pouco influenciam a cor dos
alimentos; embora o campferol e a quercetina sejam encontrados em quase 50% das
plantas analisadas até o momento, pouco se sabe sobre o comportamento desses
compostos em alimentos. O carater fenolico dos flavondides ndo antocianicos confere a
esses flavonoides a capacidade de sequestrar metais, fazendo destes compostos com
fungdes antioxidantes em o6leos e gorduras. De facto, no geral, uma fun¢do muito
importante dos flavonoides nos alimentos estd relacionada com as propriedades

antioxidantes desses complexos.
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Figura 2. Estrutura das principais antocianinas. Adaptado de Albuquerque et al. 2020.
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Figura 3. Estrutura quimica de flavonas e flavonois. Adaptado de Albuquerque et al. 2020



Clorofilas

Dentre os pigmentos presentes na natureza, as clorofilas sdo as mais abundantes no
reino vegetal, sendo as Unicas responsaveis pela cor verde encontrada nos tecidos vegetais
das plantas. No entanto, estas tém sido as menos estudadas enquanto corantes naturais.
Podem encontrar-se cinco classes de clorofilas no reino vegetal, entre elas a clorofila a,
b, ¢, d e e. As clorofilas a e b sdo as mais comumente encontradas em varios tecidos
vegetais e em frutos. As diferencas encontradas entre estes compostos sdo o grupo
substituto: a clorofila a) tem um grupo metilo (CH3) que lhe confere uma cor verde-
azulada, enquanto que a clorofila b) tem um grupo aldeido (CHO), que lhe confere uma
cor amarelo-esverdeada

As clorofilas sdo altamente sensiveis ao calor, a luz, ao oxigénio, 4cidos, e enzimas,

levando a facil degradagdo e alteracdo da sua cor (23,24).
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Figura 4. Clorofilas. Adaptado de Albuquerque et al., 2020 (24).

Curcuminas

A curcumina ¢ o principal corante presente nos rizomas da curcuma (Curcuma
longa), o dito agafrio-da-terra originario da india. Além de ser utilizada como corante e
condimento, a clircuma apresenta substincias antioxidantes e antimicrobianas que lhe
conferem a possibilidade de utilizacdo na industria cosmética, té€xtil, medicinal e de
alimentos (30). A clircuma contém trés componentes amarelos/alaranjados, entre eles a
curcumina (CC) e seus dois derivados demetoxilados, a demetoxi-curcumina (DMC) e a

bis-demetoxicurcumina (BDMC). Trés tipos de extratos sdo comumente obtidos a partir
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do rizoma da curcuma, sendo eles o Oleo essencial, a 6leo-resina € a curcumina. A
diferenciagdo entre os trés componentes da curcuma faz-se pela cor e pelo aroma.

O extrato de curcumina, produzido pela cristalizagdo da oleoresina, apresenta niveis
de pureza em torno dos 95%, e tem na sua constitui¢ao o responsavel pela sua capacidade
corante, apresentando contudo poucos componentes aromatizantes caracteristicos da
circuma. A curcumina pura ndo ¢ indicada para aplicacdo direta em alimentos, devido a
sua insolubilidade em agua. Por isso, ¢ comum misturar a curcumina com solventes e
emulsificantes de grau alimenticio. Adicionalmente, ¢ possivel encontrar suspensdes de
curcumina em O6leo vegetal. Uma vez adequadamente dispersa em meio aquoso, a
curcumina apresenta cor amarelo limdo em meio 4cido, e laranja em meio basico, sendo
estavel ao aquecimento. A curcumina ¢ sensivel a luz, fator que usualmente limita o seu
emprego em alimentos. Pode ser usada sozinha ou em combinagdo com outros corantes,

em sobremesas, gelados, iogurtes e 6leos (31).

Betalainas

As betalainas, tal como os flavondides, sdo pigmentos hidrossoluveis, que podem
passar da cor vermelho-roxo a amarelo, dependendo da estrutura do pigmento, sendo
encontradas exclusivamente em plantas, e apresentando um comportamento e aparéncia
semelhantes as antocianinas (23,24). Na literatura antiga eram conhecidas como
antocianidinas nitrogenadas. As betalainas sdo encontradas principalmente na ordem
Centrospermeae, a qual pertence a beterraba (Beta vulgaris), sendo os seus pigmentos
facilmente extraidos com agua. Apesar de escassamente estudada, a espécie Amaranthus
Caudatus L. é particularmente rica em betacianinas, tornando esta planta numa excelente
fonte para obtengdo deste tipo de corante natural. As suas flores t€ém cor purpura e sio
uma fonte rica de betalainas, ou seja, betacianas com forte capacidade de coloragcdo. Num
estudo recente, a incorporagdo de 4AC em gelados mostrou resultados promissores no que
respeita ao seu potencial de coloracao (32).

As betalainas podem ser divididas em duas subclasses: 1) betacianinas — de cor
vermelho-violeta, e 2) as betaxantinas — de cor amarelo a laranja. Curiosamente, mesmo
detendo funcdes semelhantes, as antocianinas e betalainas parecem nunca coexistir na
mesma planta, sendo aparentemente mutuamente exclusivas (23,33,34). Ja as betalainas
sdo pigmentos hidrofilicos e acumulam-se nos vactiolos das células, principalmente nos

tecidos epidérmicos e subepidérmicos das plantas que os sintetizam (33).
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Das betacianinas, fazem parte as betaninas e pequenas quantidades de isobetaninas
e prebetaninas, além de dois pigmentos amarelos denominados vulgaxantina I e
vulgaxantina II (6). Tal como as antocianinas, a estabilidade das betalainas ¢ dependente
do pH - as betacianinas sao mais estaveis em pH acido, enquanto que as betaxantinas sao
mais estaveis em pH neutro (23,24). Estes pigmentos sdo instaveis na presenca de luz e
oxigénio, sendo estes destruidos quando submetidos a altas temperaturas (6,23). A
atividade de 4gua também afeta significativamente a sua estabilidade, uma vez que a
reacdo de degradacdo envolve este solvente. Alguns autores estabeleceram que as
betalainas tém maior estabilidade em alimentos com baixa humidade e atividade de agua

(aw) (6). Também o calor ¢ fator critico para a degradacdo destes componentes (23,24).
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Figura 5. Estrutura quimica de Betacianina (a) e da Betaxantina (b). Adaptado de Albuquerque ef al.

2020

2.2.  Vantagens e desvantagens dos aditivos naturais

A satisfacdo do consumidor ndo é apenas alcancada através das caracteristicas
organoléticas dos alimentos, mas também pelos seus potenciais efeitos benéficos para a
saude e capacidade de agirem como promotores de longevidade e qualidade de vida. Por
conseguinte, o interesse dos consumidores em alimentos saudéaveis, ingredientes
bioativos, alimentos funcionais, ¢ mesmo "super alimentos" tem sido largamente
observado, ao ponto de os ingredientes de origem natural com o menor processamento
possivel, ganharem cada vez mais a lideranca no mercado. Por isso, a industria alimentar
estd cada vez mais concentrada na descoberta de alternativas eficazes e seguras a muitos
aditivos alimentares de origem sintética, uma vez que estes ja& demonstraram potenciar

varios efeitos secundarios nocivos, e situagdes de toxicidade a curto ou longo prazo.
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Os antioxidantes naturais t€ém efeitos benéficos contra doencas neurodegenerativas
induzidas pelo stresse oxidativo. Os compostos fendlicos sdo o grupo mais importante de
compostos antioxidantes naturais, dada a sua atividade comprovada bem como
importantes efeitos benéficos para a saude humana, tais como efeitos anticancerigenos e
antidiabéticos. Esses compostos também ajudam a prevenir doengas cardiovasculares,
cerebrais e ajudam a regular o sistema imunolégico (35).

Os beneficios dos aditivos naturais sdo infinitos, a sua sinergia e poténcia sao um
grande salto em relacdo aos aditivos artificiais que realizam, na maioria dos casos, apenas
um efeito sobre os alimentos. Embora nem todos os aditivos naturais sejam produzidos
da mesma maneira, eles tendem a ser mais seguros do que os produzidos artificialmente.
No entanto, a toxicidade ¢ sempre um detalhe que ndo deve ser esquecido.

Relativamente as limita¢des, por um lado, o preco dos aditivos naturais deve ser
razoavel quando comparado com os compostos sintéticos que exercem o mesmo efeito,
caso contrario nao serdo considerados uma op¢ao para alimentos devido ao competitivo
mercado globalizado. Por outro lado, deve-se continuar a contemplar a instabilidade dos
conservantes naturais e a sua preservagdo, assim como as doses necessarias para a
atividade efetiva das suas propriedades antimicrobianas nos alimentos, as quais
geralmente excedem seu nivel de aceitacdo organolética (36).

No que diz respeito aos corantes, existe atualmente a perce¢do comum de que os
corantes naturais sao melhores do que os corantes sintéticos, do ponto de vista da saude
humana. Alguns corantes sintéticos foram ja muitas vezes referenciados como sendo a
causa de reacdes adversas, tais como o aumento de comportamentos associados a
hiperatividade em criangas, e por isso banidos do mercado, entre eles a tartrazina, a
“quinoline yellow”, “sunset yellow”, “ponceau 4R”, “allura red” e a “carmoisine”. (3,37).

As antocianinas sdo comumente ingeridas pelos seres humanos, principalmente
devido ao consumo de frutas, vegetais e vinhos tintos (27). Nos ultimos anos, varios
estudos tém evidenciado o seu potencial efeito benéfico na saude. Neste sentido, foi
proposto por alguns autores, que o seu consumo poderia potenciar efeitos protetores no
cérebro humano, figado e rins, podendo ainda desempenhar um papel importante na
prevencao de doencas cardiovasculares, controlo da obesidade e tratamento de cancro
(29,38,39). Outros estudos mostraram ainda que dietas ricas em antocianinas poderao
reduzir o risco de doencas degenerativas e declinio cognitivo (29).

No entanto, pigmentos extraidos de plantas apresentam algumas desvantagens

relativamente a estabilidade, quando comparados com corantes artificiais, tais como:
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instabilidade a luz, sensibilidade ao calor ou pH, baixa solubilidade em &agua (4,16),
sensibilidade na presenca de determinados solventes (27) , enzimas, proteinas e ainda de
i0es metdlicos. Além disso, muitos destes compostos ndo estdo disponiveis
continuadamente durante todo o ano (4,27).

Apesar disso, os corantes naturais parecem ser mais seguros, € desprovidos de
efeitos secundarios nocivos. Estes, sdo ainda capazes de conferir e/ou potenciar alguns
efeitos benéficos (4) ao produto alimentar a que sdo adicionados. As antocianinas, bem
como outros flavonodides presentes nas frutas e vegetais, protegem contra uma variedade
de doengas, particularmente doengas cardiovasculares e alguns tipos de cancro (27).

E importante referir que investigadores do setor alimentar acreditam que esta
tendéncia de preferéncia de corantes naturais ird continuar no futuro. Nesse sentido, a
procura de solugdes especificas para os problemas de disponibilidade e estabilidade dos
pigmentos naturais em substitui¢do dos sintéticos tem de ser continuada no tempo. Além
disso, um dos principais problemas ainda a ser resolvido ¢ o facto de os corantes naturais

ndo abrangerem todo o espetro de cores, como por exemplo o azul (6).

2.3. Meétodos e fontes de obtencio de compostos naturais

Os métodos de extragdo, especificamente para compostos de origem vegetal, devem
ser selecionados de acordo com a estrutura a ser utilizada (raiz, caule, folhas, frutos,
sementes) € com as moléculas-alvo. A escolha do método de extracdo estd vinculada a
estrutura e a composicdo da matriz, sendo por isso fundamental o conhecimento das
propriedades dos compostos de interesse € 0 seu comportamento frente aos diferentes
solventes, temperaturas, pressdes, entre outras caracteristicas.

As fontes de antioxidantes naturais podem ser extremamente variadas, uma vez que
a grande maioria das plantas contém antioxidantes que lhes permitem proteger-se da
radiacdo solar e pragas, além de regular a produgdo de energia quimica. No entanto, as
melhores alternativas para a industria alimentar sdo ervas e especiarias, devido a sua
constitui¢cdo fitoquimica, rica em terpenos e terpendides.

Relativamente as antocianinas, uma das principais questdes relativas a sua
manipulagdo ¢ a sua elevada suscetibilidade a degradagdo, particularmente quando
isoladas. Vérios fatores fisico-quimicos sdo conhecidos por interferir com a estabilidade
das antocianinas, pelo que o conhecimento da quimica bdasica destas ¢ necessario e

fundamental para compreender melhor as limitagdes de um protocolo de extragdo
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especifico. As antocianinas estdo frequentemente inclusas nos organelos intracelulares;
por conseguinte, a acessibilidade depende da capacidade dos solventes para entrar nestas
estruturas e da sua integridade.

Portanto, o pré-tratamento dos tecidos a fim de facilitar a extragdo poderia ser uma
abordagem interessante para aumentar a eficiéncia de extragdo, embora qualquer
procedimento deva ser feito tendo em conta as limitagdes impostas pela natureza quimica

das proprias antocianinas.

2.4. Técnicas de extracdo convencional

Os primeiros passos-chave no desenvolvimento de constituintes fitoquimicos
bioativos das amostras para estudo sdo os procedimentos de pré-extracdo e extragdo. A
extragdo com solventes organicos ¢ o método tradicional mais comumente utilizado no
isolamento de compostos bioativos, tais como antioxidantes naturais. O rendimento da
extracdo dos extratos depende do tipo de solvente, devido a polaridade dos compostos,
do pH, do tempo e da temperatura de extragdo, de forma que o solvente ¢ sempre

escolhido em funcdo da sua afinidade com as moléculas-alvo.

Extracdo por Soxhlet

Esta extragdo (so6lido-liquido ou liquido-liquido) envolve a escolha de solventes e o
uso de calor e/ou agitacdo (40). Um processo de extracdo solido-liquido ¢ normalmente
executado com um equipamento de Soxhlet, onde o material da amostra vegetal ¢
colocado em contacto com um solvente condensado. As vantagens do uso do Soxhlet
incluem, entre outras, o seu facil manuseamento ao colocar o solvente fresco em contacto
com a matriz sélida, sem necessidade de agitacdo nem filtragdo durante o processo. No
entanto, possui também desvantagens, como a necessidade de grandes quantidades de
solvente e, consequentemente, um processo de evaporagdo/concentragdo maiores € a
possivel degradagdo térmica dos compostos, uma vez que o processo ¢ geralmente
realizado no ponto de ebuli¢do dos solventes por um longo periodo de tempo (6,41). O
rendimento da extragdo depende de varios fatores, como o tipo de solvente usado

(polaridade), da temperatura de extracdo, do tempo e razdo solvente/amostra. A escolha
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do solvente depende da natureza dos compostos que se pretendem extrair, sendo que o
rendimento da extracdo ¢ influenciado pela solubilidade da amostra no solvente a ser
utilizado. A propor¢do solvente/amostra vegetal deve ser otimizada para usar uma
concentracdo adequada de solvente que evite a sua saturagdo nas moléculas extraidas
durante o processo de extracao (42). Um processo preliminar de extragdo solido-liquido
pode ser necessario para a remog¢ao de substancias fendlicas e ndo fenolicas indesejadas,
uma vez que estas podem ser ficar fixadas a componentes insoliveis, como ceras,
terpenos ou gorduras (43). Podem ser usados diferentes solventes para extragdo,
separadamente ou misturados entre eles, incluindo: etanol, acetona, metanol, hexano e

ainda agua (6).

Extracdo por maceragdo

A extracdo convencional através da maceragao refere-se a recuperacao de compostos
bioativos de matrizes vegetais utilizando solventes convencionais (com ou sem
tratamento térmico). A matriz vegetal ¢ inicialmente homogeneizada e embebida num
solvente (ou mistura de solventes), frequentemente sob agitagdo constante, pelo que as
moléculas desejadas sdo extraidas com base em fenémenos de difusdo e transferéncia de
massa (44).

Dado que os metabolitos apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas,
nomeadamente polaridade e solubilidade, investigadores na area dos produtos naturais
realizam geralmente extragdes sucessivas com solventes de diferentes polaridades,
comegando pelos solventes a base de alcanos apolares (por exemplo, n-heptano, n-
hexano, ciclo-hexano) até aos solventes intermédios (por exemplo, diclorometano,
acetato de etilo) e solventes polares (dlcoois e dgua) (45).

Apesar das suas vantagens praticas e da sua ampla utilizagdo, este método pode
apresentar varios inconvenientes, incluindo o consumo excessivo de tempo e solventes, e
o facto de ter um baixo rendimento de extragdo de metabolitos pouco soluveis a
temperatura ambiente (46). Além disso, uma separacdo completa dos constituintes
naturais entre solventes raramente pode ser alcangada, e os mesmos compostos podem
ser recuperados (em proporgdes variaveis) dentro de varios eluentes diferentes.

Por exemplo, uma das principais questdes com a manipulagdo de antocianinas ¢ que

elas sdo altamente suscetiveis a degradagdo, particularmente quando isoladas. Assim, o

16



pré-tratamento dos tecidos a fim de facilitar a extracdo poderia ser uma abordagem
interessante no sentido de aumentar a eficiéncia de extracdo, embora qualquer
procedimento deva ser feito tendo em conta as limitagdes impostas pela natureza quimica

dos grupos de pigmentos em questao.

Extracdo por infusdo e decocg¢do

A infusdo e a decoc¢do, tal como a maceracdo, implicam a imersdo do material
vegetal em agua fria ou a ferver. Em comparagdo com a infusdo e com a maceragao, a
decoccdo ¢ tipicamente mais eficiente com compostos soliiveis em Oleo, € o seu
procedimento permite a extragdo de produtos quimicos estaveis de materiais vegetais
duros como raizes e cascas na presencga de calor (47). Na decocc¢do o material ¢ mantido
em agua a ferver durante 15-30 minutos (48). No caso da infusdo, um certo volume de
agua fria ou a ferver, ¢ adicionado & amostra moida durante um breve periodo de tempo.
Ambos os procedimentos sdo frequentemente utilizados na extragdo de componentes
bioativos de ervas e chas, bem como na extracdo de antioxidantes de matrizes vegetais

em caso de decocgao (48).

Extracdo por percolacdo

A percolagdo ¢ um método de adicdo suave de solvente a matrizes de pd solido
utilizando um percolador. Durante este procedimento, o solvente absorve os componentes
soluveis e passa através do fundo filtrante do recipiente a um ritmo moderado num
processo continuo até a extracdo estar completa, momento em que é evaporado para
concentrar os extratos (47). O beneficio fundamental desta tecnologia ¢ o tempo de
processamento mais rapido, melhor flexibilidade e, em certas situagdes, extragdo quimica
exaustiva (49). Além disso, a etapa de filtragem ¢ desnecessaria nesta técnica, uma vez
que o proprio percolador contém um filtro no fundo que permite a recolha apenas do
liquido final.

Apesar de ser mais eficiente do que a maceracao, as dificuldades desta técnica sao
semelhantes as das encontradas na maceragao, incluindo a sua duragdo, a necessidade de
grandes volumes de solvente, a solubilidade dos polifenois, o tamanho das particulas da

amostra e o tempo de contacto entre o solvente e a amostra (50).
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2.5. Técnicas de extragcdo emergentes

Existem atualmente, métodos mais sofisticados usados na extracdo de compostos
bioativos de interesse, tais como a extracdo com fluidos supercriticos, alta pressdo

hidrostatica, extragdo assistida por microondas e ultrassons.

Extracdo por fluido supercritico

A extragdo com Fluido Supercritico ¢ um processo ambientalmente amigavel
alternativo a extragdo convencional, realizado com solventes organicos, tanto para a
preparacdo analitica de amostras como para aplicagdes em escala de produgdo,
principalmente quando um solvente limpo, como o didéxido de carbono ¢ usado em vez
de solventes toxicos. Além disso evitam o uso de grandes quantidades de solventes
indesejaveis e nocivos na industria alimentar (14,51). Esta técnica consiste no seguinte:
a temperatura critica ¢ definida como a mais alta temperatura na qual um gas pode ser
convertido em liquido, devido a um aumento de pressdo. A pressdo critica consiste na
mais alta pressdo na qual um liquido pode ser convertido num gas, devido a um aumento
de temperatura. Essas propriedades caracterizam o ponto critico (PC). Acima desse ponto
existe a regido supercritica na qual o composto se apresenta como um fluido de uma unica
fase, ndo condensavel, exibindo algumas propriedades fisico-quimicas tipicas de gases e
outras tipicas de liquidos. Além disso, esta técnica ¢ realizada na auséncia de luz e
oxigénio, o que reduz a degradacdo dos compostos (52). A extra¢do por fluido
supercritico ¢ especialmente interessante para a extragdo compostos lipofilicos, como
lipidos, Oleos essenciais € compostos aromaticos. As vantagens deste tipo de extragao
assentam na possibilidade de ajustar a poténcia do solvente do fluido por mudancas de
pressdo e temperatura, ao mesmo tempo que modifica outras propriedades fisico-
quimicas tais como densidade, viscosidade e difusividade (51). O diéxido de carbono ¢ o
solvente comum mais utilizado nesta técnica para se obter as condi¢des Otimas de
extracdo, devido baixa toxicidade, baixo custo, facil separacdo dos solutos extraidos, e a
sua compatibilidade com as matrizes em estudo, e ainda a possibilidade de ser usadas,
quando necessarias, baixas temperaturas (6).

Os extratos resultantes da extracdo por fluidos supercriticos sdo limpos e puros,

possuem alta qualidade e os seus aromas tém grande semelhanga com os aromas das
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plantas originais antes do processo de extragdo. As temperaturas utilizadas na extragao
(rondam os 35 °C) permitem que esses processos sejam utilizados para compostos termica
€ quimicamente sensiveis, mantendo a qualidade do produto final, sendo possivel
portanto aplicar esta técnica na extragcdo de 6leos essenciais (51). Esta técnica tem por
isso grande interesse ao nivel da industria alimentar, cosmética e farmacéutica, uma vez

que substituem os processos de extracdo convencionais.

Extracdo assistida por ultrassons

O mecanismo de extracdo assistida por ultrassons ¢ baseado no fendémeno de
cavitacdo. A propagacao de ultrassons em sistemas liquidos ¢ feita através de uma série
de ondas de compressdo e rarefagdo, que podem induzir a produg¢do de bolhas de
cavitagdo dentro do fluido. Durante a extracdo de componentes bioativos através este tipo
de extracdo, as elevadas temperaturas e a pressdo destroem as paredes celulares do
material vegetal, facilitando a libertacdo de compostos bioativos e melhorando o
transporte de massa entre os diferentes compartimentos do material vegetal. A
transferéncia de calor desta extragdo ¢ feita do exterior para o interior da célula, sendo
que esta direcdo € a oposta a da extragdo assistida por micro-ondas (46).

A frequéncia, intensidade, temperatura e tempo de extracdo por ultrassons pode
afetar diretamente tanto a eficiéncia como o rendimento da extragdo. Além disso, os tipos
¢ o volume de solvente, bem como as caracteristicas da amostra, tais como o teor de
humidade e o tamanho das particulas, sdo também fatores importantes para uma extragao
eficaz. Eventualmente, estas caracteristicas permitem reduzir o tempo de extracdo, a
quantidade de solvente utilizado e o consumo de energia. Além disso, a extragdo por
ultrassons pode também ser aplicada em combinacdo com outros métodos, tais como a
extraccdo por soxhlet, extracgdo por microondas, extrac¢do de fluidos supercriticos e

extrusao.

Extracdo assistida por microondas

Durante a extracdo assistida por microondas, este tipo de radiacdo electromagnética
fornece energia ao solvente e a matriz vegetal, energia esta que pode ser absorvida por

moléculas dentro das proprias plantas, particularmente as moléculas polares. As elevadas
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pressdes térmicas localizadas e o stress mecénico causado pelas microondas alteram
significativamente as propriedades fisicas das paredes celulares, resultando na sua ruptura
e na libertagdo dos componentes-alvo (46,53). Esta ndo ¢ uma técnica apropriada para
extrac¢do de antioxidantes, devido ao efeito térmico da irradiagcdo por microondas, o que
pode resultar na redug¢do do rendimento da extragcdo. Além disso, este tipo de extraciao s
pode ser aplicavel a solventes de extraccdo capazes de absorver micro-ondas (46). Varios
factores influenciam a sele¢@o do solvente adequado, nomeadamente a relagdo do matriz
em estudo com o solvente, a temperatura e o tempo de irradiagdo, a poténcia da radiacao
aplicada, e as caracteristicas da propria matriz. Os solventes devem ainda ser escolhidos
de acordo com a solubilidade do analito de interesse e a capacidade do solvente para
absorver micro-ondas (46).

A utilizacdo de microondas ¢ outra técnica de extracao verde, uma vez que permite
a reducdo do tempo de extragdo e dos volumes de solvente utilizados para o efeito, e pode

ser realizada em sistemas abertos ou fechados (46).

2.6. Meétodos de identificacdo e quantificacdo de composto bioativos

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A determinacdo qualitativa e quantitativa de antocianinas em plantas pode ser
realizada por métodos cléssicos (espectrofotométricos) ou contemporaneos (HPLC)
acoplados a varios tipos de espectrometros de massa ou aparelhos de Ressonancia
magnética nuclear (RMN) (27). A cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ um método
utilizado para separar, identificar e quantificar componentes de uma mistura, tais como
compostos quimicos ou elementos biologicos de uma dada amostra, sendo um método
muito 1til para o estudo de diversos grupos de moléculas como os compostos fenolicos.

Um sistema tipico de HPLC inclui uma fase estaciondria, uma fase mével com
polaridade varidvel, e um detetor, dependendo do tipo de moléculas em estudo. A fase
movel ¢ frequentemente composta por dois solventes com polaridades opostas que sdo
utilizados de dois modos, isocratico ou gradiente, permitindo que a polaridade total seja
aumentada ou diminuida conforme necessdrio. A fase estaciondria ¢ tipicamente uma

caixa de coluna sdlida de alguns centimetros de comprimento que aloja particulas de
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suporte de silica e um material ligado imobilizado sobre elas para efetuar a separagao dos
componentes da substancia a analisar.

No HPLC, as colunas de fase reversa sdo as mais utilizadas, principalmente a coluna
octadecil (C18), com comprimentos entre 150 e 250 mm e tamanhos de particula entre 3
-5 um. As fases moveis da eluicao sdo frequentemente bindrias (em modo gradiente), com
um solvente aquoso acidificado (solvente A) como o &cido acético aquoso, acido
perclorico, ou 4cido férmico e um solvente organico como o metanol ou acetonitrilo, que

¢ normalmente acidificado (solvente B) (54).

Cromatografia de camada fina

Devido ao seu baixo custo, simplicidade, curto tempo de andlise, grande
sensibilidade e notavel repetibilidade, a cromatografia de camada fina (“Thin Layer
Chromatography” - TLC) ¢ uma das técnicas mais simples e rapida para a identificacao
de compostos. A TLC ¢ utilizada numa variedade de sectores e disciplinas de
investigacdo, incluindo na industria farmacéutica, andlise clinica, quimica industrial,
toxicidade ambiental, quimica alimentar, analise inorganica e de pesticidas, pureza de
corantes, cosméticos, materiais vegetais, entre outras. As placas de vidro sdo cobertas
com um revestimento homogéneo de silica gel na sua forma mais basica (SiO»).

A amostra dissolvida ¢ colocada na placa, que depois ¢ colocada num frasco de
tapado contendo o solvente de eluicdo e papel de filtro. Quando o solvente chega perto
do topo da placa, é removido, seco, e visto a luz UV ou fluorescéncia. Variagdes neste
processo sdo utilizadas de acordo com moléculas em estudo, incluindo o pré-tratamento
da amostra, modificagdo do eluente, material da placa, métodos de detecdo e visualizagdo,

e utilizacdo da TLC conjugado com outras técnicas como HPLC e RMN.

2.7.  Inclusdo de corantes naturais em alimentos

A produgdo de pigmentos naturais de origem vegetal ndo ¢ ilimitada, sendo estes

metabolitos secundérios. Além disso, a agricultura deve continuar a focar-se na produgao

de alimentos para uma populagdo em continuo crescimento.
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Nao ha davidas de que a cor dos alimentos ¢ relevante para a producao de alimentos
basicos da alimentacdo de milhdes de pessoas. No entanto, a procura por alimentos mais
naturais, com melhores caracteristicas aumenta cada dia, dado existirem areas sociais
importantes que cada vez mais procuram alimentos que possam proporcionar beneficios
para a saude, onde podem ser incluidos os alimentos incorporados com corantes de
origem natural, em alternativa aos artificiais.

Apos varios estudos cientificos terem atribuido alguns efeitos alergénicos ao uso de
corantes artificiais, as entidades reguladoras, nomeadamente a EFSA e FDA aboliram a
utilizagdo de alguns destes aditivos corantes, levando a que industria alimentar iniciasse
o processo da sua substituicdo por corantes de base natural, mais saudaveis e sem efeitos
adversos.

No entanto, os corantes de base natural apresentam alguns problemas,
nomeadamente a sua estabilidade a diferentes condi¢cdes de pH, temperatura, luz, entre
outros. Assim, a exploracdo de matrizes naturais como possiveis fontes de moléculas
corantes ¢ hoje em dia um dos principais focos de investigacdo. Deste modo, o modo de
extragdo, a capacidade corante, a estabilidade ao longo do tempo sdo fatores a ter em
conta no desenvolvimento de moléculas corantes com potencial aplica¢do industrial.

Diversas moléculas de origem natural, apresentam também outras funcdes de
interesse, para além da capacidade de conferir cor, podendo também atuar como
ingredientes funcionais. Os ingredientes funcionais ajudam na promog¢do de condicdes
ideais de saude, podendo reduzir os riscos de uma ou mais doengas nao transmissiveis,
tais como dislipidemias, cancro, diabetes tipo 2, acidente vascular cerebral (AVC) e
doengas cardiovasculares.

Existem inimeros fitoquimicos na dieta quotidiana benéficos para a saude humana,
tais como os carotenoides (e.g. curcumina), e varios polifendis (antocianinas). Estes
agentes participam também na elaboracdo de alimentos funcionais e/ou nutracéuticos,
que quando consumidos regularmente, demonstram ter beneficios associados especificos

para a saude humana (55).
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3.

OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos:

a)

b)

d)

Avaliar as propriedades corantes de varios ingredientes de origem natural
(extratos de Capsicum annuum L. (paprica), Curcuma longa L.
(curcumina) e Amaranthus Caudatus L.

Analisar produtos em fresco antes e depois da sua incorporacdo com o0s
corantes naturais escolhidos, em produtos diferentes alimentares:
manteiga, “cheesecake” e gelado;

Avaliar a composicdo nutricional dos produtos desenvolvidos com os
diferentes corantes incorporados em comparacdo com OS mesmos
produtos sem qualquer incorporacao, ao longo do tempo de prateleira;
Estudar a aceitagdo destes produtos por parte do consumidor através da

elaboracdo de questionarios apds prova dos produtos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.  Preparacgdo dos extratos
As amostras de C. longa e C. annum foram adquiridas em pd, numa area comercial
em Braganca (nordeste de Portugal), e armazenadas em local escuro, ao abrigo da luz e
da temperatura, até a posterior analise.
As amostras de Amaranthus caudatus L. foram adquiridas na empresa no Cantinhos

das Aromaticas.

4.2.  Procedimento de extracdo
Curcumina

Com o objetivo de detetar curcumindides nas amostras de p6 comercial de C. longa
e, subsequentemente, definir todos os pontos do desenho composto central circunscrito
(CCCD), foi realizada uma extra¢ao seguindo um procedimento previamente realizado
por Lu et al. (2017) (56). Uma quantidade de 1,5 g de p6 seco C. longa foi extraida com
50 mL de etanol/agua (80:20 v/v), durante 10 min com 300W, a temperatura ambiente
(25 °C). Apds o processo de extragdo, o sobrenadante foi filtrado (papel Whatman No4)
e filtrado novamente (0,2 um filtros de nylon) para uma ampola (1,5 mL) para posterior

injecdo de HPLC.

Paprica

Foi realizada a extragdo de carotendides das amostras comerciais de p6 de paprica.
Uma quantidade de 1,5 g de pd seco de C. annum foi extraida com 50 mL de etanol
(100%), durante 7.5 min com 360W, a temperatura ambiente (25 °C). ApOs o processo
de extracdo, o sobrenadante foi filtrado (papel Whatman No4) e filtrado novamente (0,2

um filtros de nylon) para uma ampola (1,5 mL) para posterior inje¢do de HPLC (56).

Amaranthus caudatus L.

Apos otimizagdo do processo de extragdo assistida por ultrassons, chegou-se a um
extrato enriquecido em compostos de betacianinas, com uma concentracdo de 36 g de

betacianinas, por kg de extrato. Foi realizada uma extracdo de 38 min, aplicando, um
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poder ultrassonico de 487 W, utilizando 4gua como solvente de extracdo, e a uma relagdo

solido liquido de 5 g de amostra por litro de solvente (57).

4.3.  Preparacgdo dos produtos alimentares
Gelado

Na preparacdo do gelado (Figura 6), foram utilizados 900 ml de leite Gordo
Continente ®, composi¢ao por 100 ml: 271.96 KJ, ou 65Kcal de valor energético; 3.6 g
de lipidos dos quais 2.3 g saturados; 4.9 g de hidratos de carbono, dos quais 4.9 g
acucares; 3.3 g de proteinas; 0.1 gr de sal e 0 g de fibras, foi misturado com 200 g de
acucar (acucar branco granulado Continente®); composicdo por 100g: 1700KJ ou
400Kcal energético ; 0 g de lipidos; 100 g de hidratos de carbono dos quais 100 g eram
acucares; 0 g fibras; 0 g de proteina; e 0 g de sal. Depois, 250 g de créme fraiche (30%
Massa gorda - Président®); composicao por 100 g: 1198 KJ, ou 291 Kcal de valor
energético; 30 g de lipidos, dos quais 22 g sdo saturados; 2.9 g de hidratos de carbono,
dos quais 2.9 g de actcares; <2 g de fibras; 2.3 g de proteinas; e 0.1 g de sal). Por fim
foram adicionadas 8 gemas de ovos tamanho M Continente ® (cada ovo de tamanho M
tem um valor médio de gema de 15 g): 1420 KJ, ou 342 kcal de valor energético por 100
g; 30.9 g de lipidos dos quais 8.3 g saturados; 0 g de hidratos de carbono; 16 g de
proteinas; 0.1g de sal e 0 g de fibras.

Amaranthus
Controlo Curcumina Paprica

caudatus L.

Figura 6. Gelados corados com diferentes corantes naturais.
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“Cheesecake”

Para a preparacdo do “cheesecake”, 400 g de queijo creme Philadelphia ® foram
utilizadas; composicao por 100 g: 1104 KJ, ou 267 Kcal de valor energético; 26 g de
lipidos dos quais 18 g saturados; 2.8 g de hidratos de carbono, dos quais 2.8 g agucares;
4.1g de proteinas; 1.05gr de sal e 0.2 g de fibras, foi misturado com 175 g de actcar
(agucar branco granulado Continente®); composicdo por 100g: 1700KJ ou 400Kcal
energético ; 0 g de lipidos; 100 g de hidratos de carbono dos quais 100 g eram agucares;
0 g fibras; 0 g de proteina; e 0 g de sal. Depois, 400 g de créme fraiche (30% Massa gorda
- Président®); composi¢ao por 100 g: 1198 KJ, ou 291 Kcal de valor energético; 30 g de
lipidos, dos quais 22 g sdo saturados; 2.9 g de hidratos de carbono, dos quais 2.9 g de
acucares; < 2 g de fibras; 2.3 g de proteinas e 0.1 g de sal.

Controlo

Paprica \
- G Curcumina
it
Figura 7. Cheesecake corados com diferentes corantes naturais
Manteiga

Para a preparacdo de manteiga, foram batidas 400 g de créme fraiche (30% Massa
gorda - Président®); composicao por 100 g: 1198 KJ, ou 291 Kcal de valor energético;
30 g de lipidos, dos quais 22 g sdo saturados; 2.9 g de hidratos de carbono, dos quais 2.9
g de agucares; <2 g de fibras; 2.3 g de proteinas e 0.1 g de sal.
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Amaranthus caudatus L.

Figura 8. Manteigas coradas com diferentes corantes naturais.

Para todos os produtos, durantes a preparagdo de cada um, a mistura mae, foi
constantemente misturada, depois dividida em partes iguais, a quais os corantes foram
adicionados, até que a cor da mistura apresentada fosse homogénea.

Cada amostra foi congelada, liofilizada (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO,
USA) (58), e armazenada ao abrigo da luz e da humidade para posterior analise. A tabela
1 descreve a quantidade de casa corante adicionado a cada um dos produtos alimentares

desenvolvidos.

Tabela 1. Quantidade de corante natural utilizado em cada amostra (mg/100g de produto).

Amaranthus Caudatus L. Paprica Curcumina

“Cheesecake” 111.3 mg 79.9 mg 126.14 mg
Manteiga 723.3 mg 176.9 mg 111.8 mg
Gelado 162 mg 38.2 mg 31.6 mg

4.4.  Anadlise dos parametros fisicos

Humidade
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As amostras em estudo foram testadas quanto a sua humidade (2g), usando para o
efeito um analisador de humidade (Adam Equipment, PMB 163). Neste, a temperatura
aumenta progressivamente até aos 105 °C, obrigando a evaporagdo da agua contida na
amostra alimentar em analise.

Ap0s a estabilizagdo do peso da amostra no equipamento, indicativa da perda total
da 4gua, este pesa novamente a amostra em andlise e calcula a percentagem de agua

perdida durante o processo. Esta foi calculada de acordo com a seguinte equagao:

Percentagem de humidade = (mi-mf)/mi x100
Onde:
mi - peso inicial

mf - peso ap0Os a obtengdo de um peso constante.

Cor

A cor das amostras em estudo foi medida em trés pontos distintos das mesmas,
utilizando para o efeito um colorimetro portatil (modelo CR- 400, Konica Minolta
Sensing Inc., Toquio, Japao) com uma abertura de diafragma de 8 mm e os valores de
espaco de cor CIElab L* (luminosidade), a* (verde/vermelho), e b* (azul/amarelo). A
diferenca de cor total (E*) entre as amostras coloridas ¢ a amostra de controlo foi

calculada utilizando a equacao:

AE* = J(@L3 + L) + (a + af)? + (b + by

Atividade da dagua (aW) e pH

Um medidor portatil de pH foi utilizado para testar diretamente o pH em trés locais
distintos das amostras (Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode Island, EUA), ¢ a
atividade da agua foi medida utilizando um Medidor de Atividade da Agua de Ponto de
Orvalho 4TE (Aqua Lab, Cromer, Australia).
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4.5.  Anadlise da composicio centesimal

As amostras foram analisadas no sentido de estudar a sua composicao centesimal -
humidade, proteinas, gordura, cinzas, hidratos de carbono e energia, de acordo com os
métodos oficiais de andlise de alimentos da “Association of Official Analytical Chemist”

(AOAC) (59).

Gorduras - Extrac¢do de Gorduras pelo método de Rose-Gottlieb

A extragdo de gorduras foi realizada de acordo com o método Rose-Gottlieb com
algumas modificagdes (60,61). Este método permite determinar a quantidade de gordura
em amostras de leite ou derivados, separando as proteinas e outros nutrientes
naturalmente ligados a as gorduras neste tipo de produtos (59,61).

Neste sentido, as amostras foram tratadas com hidroxido de amonia e etanol, os
quais vao promover a hidrolise da ligagao proteina-gordura nas amostras em estudo.

O etanol precipita as proteinas dissolvidas na amonia e a gordura separada ¢ entdo
extraida com éter dietilico e éter de petrdleo, usado para diminuir a solubilidade das
substancias ndo-lipidicas, soltveis no éter dietilico. A gordura extraida ¢ determinada
gravimetricamente e calculada através da seguinte formula:

ml —m2
% Gordura = x 100

mO0

Onde:
m0 = massa da amostra, em gramas;
m1 = massa do tubo de ensaio com gordura (massa constante), em gramas;

m?2 = massa inicial do tubo de ensaio em gramas.

Proteinas

O teor de proteina foi analisado pela quantificagdo de nitrogénio (N), utilizando o
método Macro-Kjeldahl (62). O processo ¢ baseado na transformagdo do nitrogénio
presente na amostra em sulfato de amonia, por meio da reagdo com acido sulfurico. Em
seguida, a amoénia presente no sal obtido ¢ deslocada por uma rea¢do com a solugdo de
acido borico. A quantidade de nitrogénio serd determinada por meio de titulagdo, e o

resultado obtido sera tratado para obtencao do teor de proteina (N x 6,38) (59,63).
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Cinzas

As cinzas referem-se aos residuos inorganicos remanescentes apds a ignicdo ou
oxidac¢ao completa da matéria organica numa amostra alimentar. A determinagdo do teor
de cinzas de um alimento faz parte de uma andlise importante para avaliacdo nutricional
e ¢ um importante atributo de qualidade para alguns ingredientes alimentares.

No presente estudo, o teor de cinzas foi determinado por incineragao a 50015 °C

numa mufla, durante 5 horas (59).

Hidratos de carbono e Energia

Os hidratos de carbono totais sdo calculados por diferenca usando a equagao:
Hidratos de carbono totais = 100 — (g proteinas + g gorduras + g cinzas)

A energia total foi calculada de acordo com a seguinte equagao:

Energia (kcal) = 4 x (g proteinas + g hidratos de carbono) + 9 x (g lipidos)

4.6.  Avaliacdo da aceitacdao dos consumidores aos produtos desenvolvidos

A recolha de dados na populagdo amostra foi efetuada através da aplicacdo de um
questionario criado em através do Google Documents (Anexo 1), aplicado a clientes
frequentadores do Restaurante Casa Nostra em Braganca. A estes, foi lhes dado para
prova uma amostra de “cheesecake”, de gelado e manteiga com diferentes corantes
naturais, nomeadamente amostras destas sobremesas com paprica (C. annuum, cor

laranja), curcumina (C. longa, cor amarela) e A. caudatus (cor de rosa).

4.7.  Anadlise estatistica

Em toda a andlise de amostras, os valores sdo apresentados por média = desvio
padrdo (DP). No que concerne a analise dos pardmetros das incorporagdes, os valores
foram analisados através de uma ANOVA a 2 fatores, com soma de quadrados do tipo

I1I, recorrendo ao software SPSS, versao 25. Este modelo de analise linear multivariado
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permite tratar os dois fatores TP (tempo de prateleira) e TI (tipo de incorporacdo) de uma
forma independente, permitindo entender a contribui¢do de cada um deles independente
do outro, oferecendo uma melhor compreensao do comportamento dos varios parametros
ao longo do tempo. Se uma interagdo significativa for registada (p-value<0.05) entre os
dois fatores (TPxTI), estes sdo avaliados de uma forma simultinea e algumas conclusdes
sdo extraidas das médias marginais estimadas (MME). Caso ndo haja uma interacao
significativa entre fatores, isto ¢, quando a influéncia de um se sobrepde a influéncia do
outro para obter o resultado final, cada fator ¢ avaliado independentemente, usando um
teste de Tukey ou teste T-Student consoante os casos. Ao longo de todo o trabalho, o
nivel de significancia ¢ de 0.05

No caso dos dados obtidos em resposta ao questiondrio de aceitabilidade dos
consumidores aos produtos, procedeu-se a analise descritiva da amostra através de tabelas
de frequéncia (no caso das varidveis de natureza qualitativa) e da andlise da média,
maximo, minimo e desvio padrdo (no caso das variaveis de natureza quantitativa).

Para detetar relagcdes entre as caracteristicas sociais e de consumo de dogaria e a
preferéncia de cores nos diferentes parametros (sabor, olfativos e aspeto geral) foram
efetuados testes de independéncia do Qui-Quadrado.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com IBM SPSS Statistics 24.0

(Chicago, IL).
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

Os gelados, “cheesecakes” e a manteiga sdo produtos alimentares que, para além
de agradaveis ao paladar, e de serem consumidos em quantidades significativas em
Portugal, devem também ser apelativos a vista do consumidor, e, para esse efeito foram
usados os corantes naturais desenvolvidos.

Para obter um melhor conhecimento da capacidade de coloragdo destes corantes, a
cor foi medida com um colorimetro portatil.

O sistema CIE (Commission Internationale de I'Eclairage) baseia-se na ideia de que
a luz refletida a partir de qualquer superficie colorida pode ser visualmente combinada
por uma mistura aditiva de trés cores principais: vermelho, verde, e azul. L* denota o
grau de luminosidade, que varia de 0 (preto) a 100 (branco). A cor vermelha ¢
representada por um valor a* positivo, enquanto o verde € representado por um valor a*
negativo. Da mesma forma, os valores positivos e negativos b* representam as
tonalidades amarela e azul, respetivamente. A saturagdo ou pureza da cor ¢ denotada por
valores cromaticos a* ¢ b* (64,65).

Os resultados relativos a anélise dos parametros fisicos das amostras em estudo,
nos diferentes intervalos de tempo em estudo e com diferentes corantes, estdo expressos
nas tabelas abaixo apresentadas. A 4gua ndo ligada a moléculas alimentares suporta o
crescimento de bactérias, leveduras e bolores. O termo "atividade da dgua” (aW) refere-
se a esta agua nao ligada (65,66).

A atividade da dgua (aW) define-se como a relagdo entre a pressdo do vapor da dgua
do alimento e a pressdo do vapor de 4gua pura 2 mesma temperatura. E avaliada numa
escala de 0 a 1, onde 1 representa a dgua pura. Assim, quanto maior o valor de atividade
da 4gua, maior o risco de deterioracdo do alimento.

Esta ¢ avaliada numa escala de 0 a 1, onde 1 representa a 4gua pura. Assim, quanto
maior o valor de atividade da 4gua, maior o risco de deterioracao do alimento. A atividade
da 4gua de um alimento nao ¢ referente ao seu teor de humidade. Embora os alimentos
humidos sejam suscetiveis de ter uma maior aW, nem sempre isto se verifica. Muitos
alimentos podem ter a mesma atividade da agua e possuir diferentes niveis de humidade.
A aplicagdo mais util da atividade da 4gua esta na prevencdo do crescimento de bactérias,
leveduras e bolores. Para que um alimento tenha um periodo de vida 1til ¢ necessario

controlar ou o seu nivel de acidez (pH), ou o nivel de atividade da dgua (aW), ou uma
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combina¢do adequada dos dois. Isto pode efetivamente aumentar a estabilidade do
produto e tornar possivel prever o seu prazo de validade sob determinadas condi¢des de
armazenamento conhecidas (65,67).

Considerando as incorporagdes nos “cheesecakes”, gelados e manteigas, foi
analisado o valor nutricional, bem como o pH, atividade da agua (aW), e as coordenadas
L*, a* e b*. A representacdo das Tabelas 2 a 19 seguem a andlise simultdnea dos dois
fatores, o tempo de prateleira (TP) e tipo de conservante (TI) de uma forma independente
para que se consigam entender melhor os efeitos de cada um deles nos resultados
apresentados, ou se, porventura, houve uma interagdo entre eles. Assim, a parte superior
da tabela representa a passagem do tempo de armazenamento, mas, incluido em cada um
dos dias de analise estdo todos os valores de cada um dos conservantes. Na parte inferior,
em cada tipo de incorporagdo, estdo incluidos os dois ou trés tempos de analise. Quando
cada um dos fatores pode ser analisado independentemente (p-value TPxTI >0.05), entdo
a classificacdo ¢ feita recorrendo a testes post-hoc caso os valores individuais de
significancia sejam menores que 0.05 (valor considerado como significante) contudo,
quando (p-value TPxTI < 0,05) entdo, para alguns casos apenas tendéncias podem ser

obtidas pelas médias marginais estimadas (MME).

5.1. “Cheesecake”

Paprica

Nas Tabelas 2 a 7, as incorporagdes de paprica, curcumina € A. audatus sdo
comparadas aos cheesecakes controlo (sem incorporagdo), sendo possivel verificar que
nos “cheesecakes”, a humidade seguida dos hidratos de carbono sdo os constituintes mais
abundantes. Relativamente aos hidratos de carbono, ¢ possivel assumir que esse valor ¢
elevado devido a adi¢ao de agucar durante a sua confecdo. Na Tabela 2, para todos os
pardmetros houve uma interacdo significativa, ndo permitindo tirar conclusdes
significativas, o que significa que a incorporagdo de paprica ndo alterou os parametros

nutricionais dos cheesecakes.
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Tabela 2. Composigao centesimal do cheesecake incorporado com paprica e controlo, expressos em g/100g
de massa fresca (mf).

Humidade Proteinas Gordura Hidratos de Cinza Kecal
Carbono

Tempo Prateleira 0 Dias 5843 11,6+0,2 50+13 37+£13 1,1£0,1 645+65

(TP) 3 Dias 67+1 10,5+0,8 40+7 47+6 1,59+0,08 60622

p-value (n=6) T-Student <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Tipo Incorporacio Controlo 63+3 11+1 54+8 33+8 1,4+0,2 665+42
(TD) Paprica 62+7 11,5£0,2 36+2 512 1,2+0,3 545,4+0,1

p-value (n=6) T-Student 0.023 <0.001 0.023 <0.001 <0.001 <0.001

TPXTI (n=12) p-value <0.001 0.001 <0.001 <0.001 0.034 <0.001

Os desvio-padro foram calculados a partir de resultados obtidos em condigdes diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores

Na Tabela 3, estdao descritos os resultados da analise em fresco dos cheesecakes com
paprica quando comparados com o controlo. No que concerne as coordenadas de cor, ¢
possivel perceber que a incorporacdo alterou significativamente as coordenadas de a* e
b*, dando-lhe uma tonalidade mais verde (a*) e amarela (b*), sem mostrar alteragdes na
luminosidade dos cheesecakes (L*). Em relagdo a atividade da 4gua houve uma interacao
significativa ndo permitindo tirar conclusdes, mas em relagdo o pH, ndo havendo uma
interacdo significativa, pode-se comprovar pelo “tamanho dos efeitos” que cada fator foi
responsavel por cerca de 20% das alteragdes, ainda que ndo se tenham encontrado

diferencas significativas.

Tabela 3. Coordenadas de cor, atividade da agua e pH de cheesecake com paprica

L* a* b* aW pH
Tempo 0 Dias 89+6 144 2147 0,983£0,006 4,45+0,03
P”('tTeIl,‘;"a 3 Dias 8743 244 2246 0,97140,009 4,44+0,03
p-value (n=6)  T-Student  0.001  0.132  0.033 <0.001 0.174
Tipo Controlo 8946  -2,4+02%  15£2%  0,983+0,006  5,0£0,9
I“cor(‘;‘ga‘;ao Paprica 8743 55403 27,3%0,8 0,970+0,008 4,44+0,03
p-value (i=6)  T-Student  0.003  <0.001  <0.001  <0.001 0.152
TPXTI (n=12)  p-value  <0.001  0.655  0.081 0.006 0.133

Em cada linha, um asterisco (*) representa uma diferenca significativa, com um nivel de significancia de 0.05. Os
desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.
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Curcumina

Na Tabela 4 esta representada a composicdo centesimal dos cheesecakes com
curcumina, onde mais uma vez ndo foram registadas alteragdes significativas em termos
de valor nutricional entre o cheesecake com curcumina e o cheesecake controlo, por via
das interacdes significativas registadas para todos os pardmetros. Contudo, na Tabela 5,
apenas na atividade da dgua foram registadas alteragdes significativas. A partir das
médias marginais estimadas (Figura 9), ¢ possivel verificar que o cheesecake
incorporado com curcumina apresentou valores mais baixos de a* (aumento da tonalidade

verde), ¢ mais altos de b* (aumento de vermelho).

Tabela 4. Composigdo centesimal do cheesecake incorporado com curcumina, expressos em g/100g de mf.

Hidratos
Humidade Proteinas Gordura de Cinza Kcal

Carbono
Tempo 0 Dias 5012 11,1205 52410  35+11  09%02  569+50
P”(';‘;‘” 3 Dias 62+4  10,5+0,8 4542 431 1,66£03  617+10
p-value (n=6) T-Student  <0.001 0001  <0.001  <0.001  <0.001  <0.001
Tipo Controlo  63+3 111 54+8 33:8  09:02 66542

| .

“cor(';‘ga‘;a" Curcumina 57-6£0,7 10,9403 43,120,1 44,740,6 1,66£03 61042
p-value (n=6) T-Student  <0.001 0.104  <0.001  <0.001  <0.001  <0.001
TPXTI 1=12) p-value  0.001 <0.001  <0.001  <0.001  <0.001  <0.001

Os desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.

Tabela 5. Coordenadas de cor, atividade da agua e pH de cheesecake com curcumina.

L* a* b* aW pH

Tempo 0 Dias 9046 553 2612 0,983%0,005* 4.5120.08
Pratelei

”('Tep‘;"a 3 Dias 89+6  -5%3  16£10 0972:0,007 5+l
p-value 1=6)  T-Student ~ 0.042  0.071  0.898  <0,001 0.207

Tipo Controlo 8946 24402 15+12 09831006 5%l
I 5 .
“c"r(‘;‘gaca" Curcumina ~ 89+5 7,845 3612 0,972£0,007 4,51%0,07
p-value 1=6)  T-Student  0.587  <0.001 <0.001  <0.001 0212
TPxTI (n=12)  p-value  <0.001  0.005  0.005 0.035 0.111

Em cada linha, um asterisco (*) representa uma diferenca significativa, com um nivel de significancia de 0.05. Os
desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.
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Médias Marginais Estimadas

Médias Marginais Estimadas

Médias Marginais Estimadas de a*

—

Incorporagio
=== Controlo
== Curcumina

0 Dias 3 Dias

Tempo

Médias Marginais Estimadas de b*

.

0 Dias 3 Dias
Tempo

Figura 9. Médias marginais estimadas de a* e b* para o cheesecake incorporados com curcumina.

Incorporagio

=== Controlo
s Curcumina
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Amaranthus Caudatus L.

Nas Tabelas 6 e 7 estdo os resultados da incorporagdo de cheesecakes com extrato
de Amaranthus caudatus L.. Mais uma vez, na Tabela 6 sdo registadas interacdes
significativas entre ambos os fatores, ndo permitindo obter conclusdes significativas, mas
consegue-se perceber que ndo foram registadas alteragdes significativas. J4 na Tabela 7
¢ possivel perceber que o corante de Amaranthus caudatus L. incorporado nos
cheesecakes apresentaram diferencas significativas novamente para as coordenadas de a*

b*, mostrando um aumento de a* e redugdo de b*.

Tabela 6. Composigao centesimal do cheesecake incorporado com Amaranthus caudatus L. expressos em
g/100g de mf.

Hidratos de

Humidade Proteinas Gordura Cinza Kcal
Carbono
Tempo 0 Dias 5942 11,2+0,4 48+14 39+14 1,25+0,08 638+72
Prateleira .
(TP) 3 Dias 63+4 10,2+0,5 4245 46+5 1,4+0,3 604+24
p-value (n=6)  T-Student 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Tipo Controlo 63+3 11=+1 54+8 33+8 1,4+0,2 665442
Incorporagdo  Amaranthus g0 h 46105 361 51,740,8  1240,1  581,8+0,2
(TD) caudatus L.
p-value (n=6)  T-Student <0.001 0.614 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
TPxTI (n=12) p-value 0.140 0.001 0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Os desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.

Tabela 7. Coordenadas de cor, atividade da agua e pH de cheesecake com Amaranthus caudatus L.

L* a* b* aW pH
Tempo 0 Dias 88+8 8+12 9+1 0,983+0,06 4,45+0,03
Prateleira .

(TP) 3 Dias 83+1 5+8 12,0+£0,5 0,971+0,08 5,0+0,9
p-value (n=6) T-Student <0.001 0.006 0.001 <0.001 0.158

Tipo Controlo 89+6  -2,4+02*  15+1* 0,983+£0,06 5,0+0,9
Incorporagio  Amaranthus g, 61y 6£1  0,97140,08 4,45+0,01

(TT) caudatus L.
p-value (n=6) T-Student <0.001  <0.001 <0.001 <0.001 0.165
TPxTI (n=12) p-value <0.001 0.345 0.931 0.045 0.147

Em cada linha, um asterisco (*) representa uma diferenca significativa, com um nivel de significancia de 0.05. Os
desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.
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Considerando as utilizacdes dos corantes naturais em estudo nos cheesecakes, ¢
possivel constatar que todos eles cumpriram as suas fun¢des de mudar a cor destas
sobremesas, mantendo inalterados os pardmetros nutricionais. Este tipo de corante ¢
desejavel, pois ¢ espectavel que ndo haja alteracdes a mais nenhum aspeto do alimento
apos adicao de corantes, sejam eles naturais ou artificiais. O pH e a atividade da 4gua nao
foram afetados pela incorporacdo, mantendo-se praticamente inalterados, o que nao

aumenta o risco de contaminagao por parte de microrganismos apds a sua utilizagao.

5.2. Gelados

Paprica

Os mesmos corantes foram usados para incorporar gelados, estando os resultados
apresentados nas Tabelas 8 a 13. Os macronutrientes mais abundantes nos gelados sao
os hidratos de carbono e a caracteristica em fresco com maior expressao é a humidade. A
semelhanca das incorporagdes em cheesecakes, as incorporagdes em gelados ndo
mostraram diferencas por via das interagdes significativas entre ambos os fatores (tempo

de prateleira e tipo de incorporagdo) na composi¢ao centesimal.

Tabela 8. Composigao centesimal de gelado incorporado com paprica, expressos em g/100g de mf.

Hidratos de

Humidade Proteinas Gordura Cinza Kcal
Carbono
Tempo de Prateleira 0 Days 6543 11,9+0,8 28,75+0,09 58,1+0,8 1,28+0,09  538,6+0,1
(TP) 3 Days 67+1 11,2+0,1 3442 53+12 1,4+0,2 564+9
7 Days 68,1+0,5 11,6+0,3 47+6 39+6 1,59+0,04 630+31
p-value (n=9) T Student <0.001 0.008 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Tipo Incorporacio Control 671 11,8+0,7 38«11 49+11 1,4+0,1 584+57
(TDH Paprica 66+3 11,3+0,2 3545 5246 1,4+0,2 571827
p-value (n=6) T Student <0.001 0.006 0.002 <0.001 0.064 <0.001
TPXTI (n=15) p-value <0.001 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Os desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.

No que concerne a cor externa (Tabela 9), foram detetadas interagdes significativas
em L* e a*, bem como para aW e pH. Contudo, para b*, o tempo de prateleira mostrou
um efeito significante na cor do gelado, nomeadamente aumentando os tons azulados ao
longo do tempo. E de salientar que o tempo mostrou um efeito mais importante do que

que a propria incorporagdo do corante paprica. Para ultrapassar este efeito, podera ser
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necessario adicionar mais quantidade de corante para conseguir uma tonalidade mais

intensa.

Tabela 9. Coordenadas de cor, atividade da 4gua e pH de gelado com paprica

L* a* b* aWw pH
Tempo de 0 Days 816 24+09 27,0£0,6° 0,074:0,02  6,8+0,1
Prateleira 3Days  79+10 32 29,1+04° 0,980+£0,001 6,61+0,3
(TP) 7 Days 832 3+l 31£1°  0,983£0,002 6,64+0,02
p-value (1=9)  TStudent <0.001 <0.001 <0.001  <0.001  <0.001
Tipo Control  83%6  1,840,4  29+2  0,979+0,005 6,64=0,05
| i
“cor(‘;‘ga"'ao Paprica 8048  4,140,7 2942  0,978+0,002  6,7+0,1
p-value (1=6)  TStudent 0001 <0.001  0.992 0.017 0.001
TPXTI (n=15)  p-value  <0.001 0015 0392 <0.001 0.002

Em cada linha, um asterisco (*), ou uma letra representam diferencas significativas usando o Teste T de Student ou

Tukey, respetivamente, usando um nivel de significancia de 0.05. Os desvio-padrdo foram calculados a partir de

resultados obtidos em condig¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos como uma medida de precisdo, mas sim um

intervalo de valores.

Curcumina

Em relacdo ao gelado com o corante natural de curcumina (Tabela 10), registaram-
se interagdes significativas em todos os parametros do valor nutricional, a exce¢do da
humidade, onde a passagem do tempo mostrou variagdes significativas, descendo
ligeiramente durante os primeiros trés dias, e subindo do terceiro até ao sétimo. Esta

variagdo pode estar relacionada com alguma humidade que foi absorvida pelos gelados

durante o armazenamento.

Tabela 10. Composi¢do centesimal de gelado incorporado com curcumina, expressos em g/100g de mf.

Hidratos de

Humidade Proteinas Gordura Cinza Kecal
Carbono

Tempo de Prateleira 0 D%as 67,3+0,4% 11,8+0,8  28,75+0,09 5246 1,27+£0,09  569+34
(TP) 3 Dias 66,4+0,82 11,5+0,4 29+3 58+2 1,23+0,05 54314
7 Dias 69+1° 11,1£0,8 41+14 47+15 1,4+0,2 597+68

p-value (n=9) T-Student 0.003 <0.001 0.004 <0.001 <0.001 <0.001
Tipo Incorporacio Controlo 671 11,8+0,7 38«11 49+11 1,4+0,1 584+57
(T Curcumina 67+2 11,1+0,6 27,9+0,8 56+7 1,22+0,07 555434

p-value (n=6) T-Student 0.890 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
TPXTI (n=15) p-value 0.165 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Em cada linha, uma letra representa diferencas significativas usando o Teste de Tukey, com um nivel de significancia

de 0.05. Os desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem

ser vistos como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.
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Em relagdo aos valores de pH, aW e coordenadas de cor dos gelados com curcumina
(Tabela 11), registados em todos interagdes significativas, ndo permitindo perceber qual
o impacto de cada fator para os resultados obtidos. Nem pelas médias marginais estimadas
ou pelo “tamanho dos efeitos” foi possivel obter tendéncias, mostrando que a interacao
entre a incorporagdo e a passagem do tempo foram determinantes para que ndo se

registassem diferencgas significativas entre os gelados.

Tabela 11. Coordenadas de cor, atividade da dgua e pH de gelado com curcumina

L* a* b* aW pH

Tempo de 0 Dias 83t7 09107 28+ 0,97420,002 6.72+0,06
Prateleira 3 Dias 881  1,5£05 33+5 0,980+0,002 6,59:0,02

(TP) 7 Dias 78£5 15405 2745 0,982+0,002 6,64-0,05
p-value m=9)  T-Student  <0.001 <0.001 <0.001  <0.001 <0.001

Tipo Controlo 8346 1.8404 2942 0.979+0,005 6,64=0,05
. .
“cor(';‘ga‘;ao Curcumina 838 445  30&7 0,978£0,002 6,650,090
p-value 1=6)  T-Student 0224  <0.001 0279 0234 0.362
TPxTI (=15)  p-value  <0.001 <0.001 <0.001  <0.001 0.012

Os desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.

Amaranthus caudatus L.

Finalmente, para o gelado incorporado com corante extraido de Amaranthus
caudatus L. (Tabela 12), voltaram-se a registar diferencas significativas na humidade
durante o tempo de armazenamento, seguindo a mesma tendéncia que o gelado
incorporado com curcumina. De forma semelhante, em mais nenhum componente foram

registadas diferencas significativas.
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Tabela 12. Composicdo centesimal de gelado incorporado com Amaranthus caudatus L. expresso em

g/100g de mf
Humidade Proteinas Gordura Hidratos de Cinza Kecal
Carbono
Tempo de Prateleira 0 D%as 68,0+0,22 11,9+0,8 3648 51£7 1,28+0,08 575441
(TP) 3 Dias 67+1° 11,3£0,2 27+6 61+6 1,23+0,04 529428
7 Dias 68,1+0,4% 11,0+0,8 40415 48+15 1,65+0,08 591+74
p-value (n=9) T-Student 0.025 0.001 0.034 0.001 0.001 <0.001
) - Controlo 67+1 11,8+0,7 38+11 49+11 1,4+0,1 584457
Tipo Incorporacio Amaranthus
(T 67,8+0,5 10,9+0,5 30+10 57+10 1,4+0,2 546+50
caudatus L.
p-value (n=6) T-Student 0.326 <0.001 0.002 <0.001 0.403 <0.001
TPXTI (n=15) p-value 0.236 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Em cada linha, uma letra representa diferencas significativas usando o Teste de Tukey, com um nivel de significancia
de 0.05. Os desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem

ser vistos como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.

Em relacdo a cor dos gelados com Amaranthus caudatus L. (Tabela 13),
registaram-se dois casos de interagdo significativa entre os fatores, registados para as
coordenadas de L* e aW. Na coordenada a* e b*, mas também no pH, puderam-se
quantificar os efeitos de cada fator. Na coordenada a*, a incorpora¢do mostrou um efeito
significativo, mostrando um aumento da tonalidade vermelha apds incorporagdo da AC,
mas uma reducdo significante de b* (azul). Quanto ao pH, a incorporagdo de AC
aumentou de forma significativa o pH de 6.6 para 6.8, contudo a passagem do tempo
também mostrou efeito redutor de pH. Assim, a incorporagdo de AC parece ter alguns
efeitos no pH do gelado a0 mesmo tempo que mostra grande capacidade para corar o

gelado.

Tabela 13. Coordenadas de cor, atividade da agua e pH de gelado com Amaranthus caudatus L..

L* a* b* aW pH
Tempo de ODias 76,840,764  24=4° 0,976+0,003 6,75+0,003°
Prateleira 3 Dias 8346 544 24+5° 098040002  6,7+0,1°
(TP) 7 Dias 8342 6+4 27450 0,98240,002  6,70+0,07°
pvalue m=9)  T-Student  <0.001 0309 0003  <0.001 0.022
Tipo Controlo 8346 1,8+0,4% 2942% 0,979+0,005 6,64+0,05%
Incorporagio  Amaranthus g\ o G508 21e1 0979:0,001  6,7940,03
(TT) caudatus L.
p-value (n=6)  T-Student  <0.001  <0.001 <0.001  0.390 <0.001
TPXTI 0=15)  p-value  <0.001 0458  0.165  <0.001 0.227

Em cada linha, um asterisco (*), ou uma letra representam diferencas significativas usando o Teste T de Student ou
Tukey, respetivamente, usando um nivel de significancia de 0.05. Os desvio-padrdo foram calculados a partir de
resultados obtidos em condig¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos como uma medida de precisdo, mas sim um

intervalo de valores.
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5.3. Manteigas

O ultimo alimento incorporado com corantes foi manteiga, cujos resultados estdo
representados nas Tabelas 14 a 19, revelam que a gordura seguida dos hidratos de
carbono sd3o os macronutrientes mais abundantes neste alimento. No caso do valor
nutricional, foram detetadas interacdes significativas em todos os nutrientes a exce¢ao
das proteinas, onde parecem ter-se reduzido com a incorporacao da paprica e aumentado
ao longo do tempo. Este comportamento pode ser devido a perda de humidade ao longo

do tempo.

Paprika

Tabela 14. Composi¢ao centesimal de manteigas incorporadas com paprica, expressos em g/100g de mf.

Hidratos de

Humidade Proteinas Gordura Cinza Kcal
Carbono
Tempo Prateleira 0 Dias 38+7 2,4+0,3%* 50+19 47+£19 0,5+0,1 649+96
(TP) 3 Dias 64+37 2,9+0,1 68+4 29+5 0,25+0,06 737821
p-value (n=6) T-Student <0.001 0.036 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Tipo Incorporacgio Controlo 71£30 3,0+0,2* 50+19 45421 0,38+0,08 659+107
(TDH Paprica 30+1 2,34+0,2 68+4 3242 0,4+0,2 727+11
p-value (n=6) T-Student <0.001 0.009 <0.001 <0.001 0.090 <0.001
TPXTI (n=12) p-value <0.001 0.538 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Em cada linha, um asterisco (*) representa uma diferenca significativa, com um nivel de significancia de 0.05. Os
desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.

Na Tabela 15, que mostra as coordenadas de cor, aW e pH, foram registadas
interacdes significativas em todos os parametros, a excecdo da coordenada a*, onde a
incorporacdo de paprica aumentou significativamente a cor vermelha da manteiga.
Através das médias marginais estimadas (Figura 10), foi possivel verificar que a paprika
reduziu a luminosidade (L*) da manteiga, bem como aumentar as coordenadas b*, a cor

amarela.

42



Tabela 15. Coordenadas de cor, atividade da dgua, pH da manteiga com paprica.

L* a* b* aW pH
Tempo 0 Dias 895 02 2555 0.990:0,001 4,04£0.08
Pratelei
”('Tep‘;"a 3 Dias 904 0+2 24+5  0,969+0,009 4.07+0,05
p-value (n=6)  T-Student  <0.001  <0.001  <0.001 <0.001 0.024
Tipo Controlo 93,702 -2,6:0.1* 20,1204 0.984+0,007 4.00£0.03
I“c"r(‘;‘gacao Paprica 8548 1,740,1 29,140,8 0,974+0,01 4,110,02
p-value (n=6)  T-Student  <0.001  <0.001  <0.001 <0.001 <0.001
TPxTI (=12)  pvalue  <0.001  0.114  <0.001 <0.001 0.024

Em cada linha, um asterisco (*) representa uma diferenca significativa, com um nivel de significancia de 0.05. Os

desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.
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Médias Marginais Estimadas

Médias Marginais Estimadas

950

925

%0

5
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Médias Marginais Estimadas de L*
Incorporagio

=== Controlo
= Paprika

0 Dias 3 Dias
Tempo
Médias Marginais Estimadas de b*
Incorporagio

=== Controlo
= Paprika

i\

0 Dias 3 Dias
Tempo

Figura 10. Médias marginais estimadas de L* e b* para a manteiga incorporada com paprica.
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Curcumina

Os valores da composicdo centesimal da curcumina estao representados na Tabela
16, onde mais uma vez as proteinas foram afetadas pelo tempo de prateleira, mostrando
um aumento significativo. Os outros parametros nutricionais mostraram interagdes

significativas, ndo permitindo tirar conclusdes significativas.

Tabela 16. Composi¢ao centesimal de manteiga incorporada com curcumina, expressos em g/100g de mf.

Hidratos de

Humidade Proteinas Gordura Cinza Kecal
Carbono

Tempo Prateleira 0 Dias 45+1 2,6+0,1%* 41+9 56+9 0,44+0,04 604+47
(TP) 3 Dias 78+21 3,4+0,5 65+7 3147 0,2340,08 725435
p-value (n=6) T-Student <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Tipo Incorporacio  Controlo 71+£29 3,0+0,5 52+21 44421 0,38+0,08  659+106
(TD) Curcumina 52+7 3,0+0,5 5445 38,0+0,5 0,3+0,1 669+24
p-value (n=6) T-Student <0.001 0.970 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
TPXTI (n=12) p-value <0.001 0.606 <0.001 <0.001 0.016 <0.001

Em cada linha, um asterisco (*) representa uma diferenca significativa, com um nivel de significancia de 0.05. Os
desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.

Na Tabela 17 estdo representadas as coordenadas da manteiga incorporada com
curcumina, o pH e aW, onde ¢é possivel perceber que a incorporagdo aumentou
significativamente o pH. Para as cores exteriores, foram detetadas interacdes
significativas, ndo permitindo tirar conclusdes, ainda que seja possivel perceber que
houve alteragdes induzidas pela adi¢do de curcumina, pela reducio de a* e aumento de

b*.
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Tabela 17. Coordenadas de cor, atividade da dgua e pH da manteiga com curcumina.

L* a* b* aW pH

Tempo 0 Dias 931 “4+1 23:3  0991%0,002  4.120,1

P”('?Ilf;"a 3Dias 942407 -4+ 24+4  097+0,01  4.1%0,1

p-value (n=6)  T-Student  <0.001  <0.001  <0.001 <0.001 <0.001
Tipo Controlo 93,7402 -2.6201 20,1204 0.9840,007 3,99+0,03*
I“c"r(‘;‘gacao Curcumina 931  -52403 267+0,9 0,97+0,01  424+0,03

<0.001<0
p-value (n=6)  T-Student 001 <0.001  <0.001 <0.001 <0.001
TPXTI 1=12)  p-value <0.001  <0.001  <0.001 <0.001 0.667

Em cada linha, um asterisco (*) representa uma diferenca significativa, com um nivel de significancia de 0.05. Os
desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.

Amaranthus caudatus L.

Finalmente, nas Tabelas 18 e 19 estdo representados os valores nutricionais e de
cores da incorporag¢do de Amaranthus caudatus L. na manteiga. Ao nivel da composi¢ao
centesimal, mais uma vez, ndo foram detetadas diferencas significativas entre as
amostras, a0 mesmo tempo que se detetaram interagdes significativas entre os dois fatores
(tempo e incorporagio). A semelhanga da incorporagio de curcumina, também na da AC
registaram-se subidas de pH, enquanto nas cores ndo se conseguiram definir os efeitos de
cada fator, ainda que tenha havido alteragdes de cores, contudo resultaram das interagdes

entre ambos os fatores.

Tabela 18. Composicao centesimal de manteiga incorporada com Amaranthus caudatus L., expressos em
g/100g de mf.

Hidratos de

Humidade Proteinas Gordura Cinza Kcal
Carbono
Tempo Prateleira 0 Dias 37+8 2,5+0,2 57+27 40+27 0,49+0,05 685+136
(TP) 3 Dias 63+38 3,0+0,6 62+10 35+11 0,24+0,08 709+50
p-value (n=6) T-Student <0.001 0.088 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
. . Controlo 71£29 3,0+0,6 52421 44421 0,38+0,08 659+136
Tipo Incorporacio Amaranthu
(TD) Araniius 59 01099 2,5+0,1 67+16 30+16 0,30,2 737480
caudatus L.
p-value (n=6) T-Student <0.001 0.051 <0.001 <0.001 0.123 <0.001
TPxTI (n=12) p-value <0.001 0.285 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Em cada linha, um asterisco (*) representa uma diferenca significativa, com um nivel de significancia de 0.05. Os
desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.
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Considerando as incorporacdes das trés plantas na manteiga, registaram-se algumas
alteracdes ligeiras nas proteinas, mas poucas diferengas significativas na cor, o que pode
acontecer por causa da manteiga ja ter uma cor alaranjada, o que dificulta a capacidade

de colorir, sobretudo usando corantes com gamas de cores semelhantes a cor da manteiga.

Tabela 19. Coordenadas de cor, atividade da dgua e pH da manteiga incorporada com Amaranthus caudatus
L..

L* a* b* aW pH

Tempo 0 Dias 84£10 610 1764 0,910,001  4,05:0,09
P”('?Il,‘;"a 3 Dias 87+8 69 1743 0,969+0,001  4,09+0,07

p-value (n=6)  T-Student  <0.001  <0.001  <0.001  <0.001 0.007
Tipo Controlo 93,7402 2,60, 20,120,4 0,984£0,007 3,990,03*

a th
Incorporagio  Amaranthus 5 3146107 139:07  0970,15  4,14£0,02
(TT) caudatus L.
p-value (n=6)  T-Student  <0.001  <0.001  <0.001  <0.001 <0.001
TPXTI 0=12)  p-value  <0.001 0302  0.150 <0.001 0.210

Em cada linha, um asterisco (*) representa uma diferenca significativa, com um nivel de significancia de 0.05. Os
desvio-padrao foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢des diferentes, assim, ndo devem ser vistos

como uma medida de precisdo, mas sim um intervalo de valores.

5.4. Analise sensorial

Os resultados obtidos relativos a analise sensorial das amostras em estudo
encontram-se expressos na Tabela 22. Verificou-se que na populagdo-alvo, a cor rosa
(AC) aparece, de modo geral, como a cor com melhor avalia¢do, destacando-se ainda a
docura no “cheesecake” e no gelado. Adicionalmente, o cheesecake foi mencionado pela
sua melhor aparéncia quando corado com extrato de AC, apresentando-se ainda como a
amostra com melhor odor entre as amostras em estudo. A cor amarela (curcumina) foi
mencionada como a mais apelativa, nomeadamente nas amostras de gelado. Ja a cor
laranja (paprica) destaca-se pela persisténcia do sabor e pelo seu odor mais intenso nos

trés tipos de amostras em estudo.
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Tabela 20. Preferéncias na cor, caracteristicas de sabor, olfativas e aspeto geral.

Cheesecake Manteiga Gelado

n Yo n | Yo n | Y%
Qual é o mais doce?
Rosa 26 72.2 9 25.0 31 86.1
Cor de Laranja 11.1 17 47.2 3 8.3
Amarelo 16.7 10 27.8 2 5.6
Qual é o que tem sabor mais persistente?
Rosa 12 333 3 8.3 9 25
Cor de Laranja 16 44.4 23 63.9 21 58.3
Amarelo 8 222 10 27.8 6 16.7
Qual é o mais amargo?
Rosa 1 2.8 1 2.8 0 0
Cor de Laranja 21 61.1 22 61.1 23 63.9
Amarelo 14 38.9 13 36.1 13 36.1
Qual é 0 que tem um odor mais intenso?
Rosa 12 334 8 222 12 333
Cor de Laranja 19 52.8 21 58.3 20 55.6
Amarelo 5 13.9 7 19.4 4 11.1
Qual é que tem um odor mais desagradavel?
Rosa 3 8.3 15 41.7 21 58.3
Cor de Laranja 23 63.9 14 38.9 13 36.1
Amarelo 10 27.8 7 19.4 2 5.6
Qual é o que tem melhor aparéncia?
Rosa 35 97.2 8 222 7 19.4
Cor de Laranja 1 2.8 21 58.3 1 2.8
Amarelo 0 0 7 19.4 28 77.8

Caracterizacdo sociodemogrdfica da populag¢do amostra

Os resultados relativos a avaliagdo sociodemografica da populacdo-alvo (36

inquiridos) apresentam-se descritos na Tabela 23.
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Tabela 21. Caracterizacao da amostra.

N %
Sexo (n=36)
Feminino 24 66,7
Masculino 12 333
Escaldes etarios (n=36)
Até 35 anos 13 36,1
36 a 50 anos 13 36,1
Mais de 50 anos 10 27,8
Qual o seu tipo de alimenta¢ido? (n=36)
Dieta Normal 30 83,3
Vegetariana 6 16,7
E alérgico a algum alimento? (n=36)
Nao 31 86,1
Sim 5 13,9
E consumidor de docaria? (n=36)
Nao 10 27,8
Sim 26 72,2
Se sim, qual a frequéncia? (n=26)
Raramente 2 5,6
2 vezes por més 1 2,8
3 vezes por més 1 2,8
1 vez por semana 11 30,6
2 vezes por semana 3 8,3
3 vezes por semana 4 11,1
Diariamente 4 11,1
Sabe o que sio aditivos naturais? (n=36)
Nao 14 38,9
Sim 22 61,1
Se sim, diga algum (n=7)
Agafrao 3 33,3
Canela 2 22,2
Beterraba 2 22,2
Clrcuma 1 11,1
Mel 1 11,1
Se sim, diga a sua funcéo (n=13)
Conservante 5 38,5
Vitamina 2 154
Corante 2 15,4
Antioxidante 3 23,1
Adogante natural 1 7,7

Idade — Média 41,97 anos (DP 12,41); Min: 21; Max: 24

Dentre a populagdo inquirida, a maioria ¢ do sexo feminino (66.7%), com uma
média etaria de 41.97+12.41 anos. Relativamente aos habitos alimentares, verifica-se que
a grande maioria (83.3%) tem uma dieta normal, sendo os restantes 16.7% vegetarianos.
Quando questionados relativamente a alergias alimentares, apenas 5 dos inquiridos
responderam afirmativamente, sendo essas alergias relacionadas com alimentos como
camardo, kiwi, ananas, frutos secos, lactose e morangos. Verificou-se ainda que 72.2%
dos inquiridos sdo consumidores de dogaria, sendo o seu consumo relativamente

frequente (61.1% consome no minimo uma vez por semana).
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Na Figura 9 podemos verificar que 61.1% da amostra referiu saber o que eram
aditivos naturais, e as respostas mais referidas fora: ser algo de origem natural, extraido

de um produto natural, algo que tem propriedade especificas e/ou benéficas.

O que sdo?
- Extraidos de produtos naturais

- Origem natural

- Propriedades especificas
- Beneficios T 6119,
, 170

= N3do Sim

Figura 11. Sabe o que sdo aditivos naturais?

Através da Tabela 24, ¢ possivel inferir que a maior parte dos inquiridos compraria
algum dos produtos que provou (61.1%), sendo que o cheesecake rosa (corante extraido
da AC) e a manteiga cor-de-laranja (paprica) sdo os produtos com maior predisposicao

para compra.

Tabela 22. Comportamento de compra.

n %
Compraria algum destes produtos que provou? (n=36)
Nio 14 38.9
Sim 22 61.1
Se sim. qual ou quais compraria? (n=22)
Cheesecake Rosa 8 36.4
Manteiga cor-de-laranja 5 22.7
Gelado Rosa 3 13.6
Gelado Amarelo 3 13.6
Manteiga Rosa 2 9.1

De acordo com os dados expressos na Tabela 25, verifica-se que existe uma relacao
estatisticamente significativa entre o sexo dos inquiridos e a avaliacdo das cores e na

intensidade do odor do cheesecake, existindo uma percentagem significativamente
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superior de mengdes ao cor-de-laranja no sexo masculino. Embora sem significancia
estatistica, ha que salientar que o gelado de cor rosa ¢ mais frequentemente mencionado
pelos inquiridos do sexo masculino como a sobremesa que tem um odor mais
desagradavel.

Em contraste, a andlise da influéncia da idade na avaliagcdo de cores, mostra que
ndo existe uma relacdo estatisticamente significativa entre estas variaveis (Tabela 26),
salientando-se apenas o gelado de cor rosa como 0 menos mencionado nos inquiridos de
idade superior a 50 anos.

J& os resultados expressos na Tabela 27 indiciam a existéncia de duas relagdes
estatisticamente significativas entre o consumo de dogaria e a avaliagdo das cores: nas
amostras de gelado, os consumidores de dogaria mencionam que o sabor mais persistente
corresponde ao cor-de-laranja; por outro lado. os que ndo consomem dogaria mencionam
um sabor mais proeminente no gelado amarelo. Relativamente a aparéncia das amostras,
os consumidores de docaria tendem a apontar o gelado amarelo como o mais atraente

entre as amostras em estudo.
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Tabela 23. Preferéncia de cor consoante género

Cheesecake Manteiga Gelado
GENERO Feminino Masculino Feminino Masculino Feminino Masculino
n % n % p n % n % p n % n % p

Qual é o mais doce?
Rosa 16 66.7% 10 83.3% 0.392 7 29.2% 2 16.6% 0.291 20 73.4% 11 91.7% 0.648
Cor de Laranja 4 16.7% 0 0% 9 37.5% 8 66.7% 2 8.3% 1 8.3%
Amarelo 4 16.7% 2 16.7% 8 33.3% 2 16.7% 2 8.3% 0 0%
Qual é o que tem sabor mais persistente?
Rosa 8 33.3% 4 33.3% 0.310 2 8.3% 1 8.3% 0.965 6 25% 3 25% 0.617
Cor de Laranja 37.5% 7 58.3% 15 32.5% 8 66.7% 13 54.2% 8 66.7%
Amarelo 7 29.2% 1 8.3% 7 29.2% 3 25% 5 20.8% 1 8.3%
Qual é o mais amargo?
Rosa 1 4.2% 0 0% 0.211 1 4.2% 0 0% 0.401 0 0% 0 0% 0.273
Cor de Laranja 16 66.7% 5 41.7% 16 66.7% 6 50% 14 58.3% 9 75%
Amarelo 7 29.2% 7 58.3% 7 29.2% 6 50% 10 41.7% 3 25%
Qual é o que tem um odor mais intenso?
Rosa 11 45.9% 1 8.3% <0.05 4 16.7% 4 33.3% 0.526 7 29.2% 5 41.7% 0.301
Cor de Laranja 8 33.3% 11 91.7% 15 62.5% 6 50% 13 54.2% 7 58.3%
Amarelo 5 20.8% 0 0% 5 20.8% 2 16.7% 4 16.7% 0 0%
Qual é que tem um odor mais desagradavel?
Rosa 2 8.3% 1 8.3% 0.811 10 41.7% 5 41.7% 0.948 11 45.8% 10 83.3% 0.090
Cor de Laranja 16 66.7% 7 58.3% 9 37.5% 5 41.7% 11 45.8% 2 16.7%
Amarelo 6 25% 4 33.3% 5 20.8% 2 16.7% 2 8.3% 0 0%
Qual é o que tem melhor aparéncia?
Rosa 24 100% 11 91.7% 0.333 6 25% 2 16.7% 0.765 6 25% 1 83% 0.200
Cor de Laranja 0 0% 1 83% 14 58.3% 7 58.3% 0 0% 1 83%
Amarelo 0 0% 0 0% 4 16.7% 3 25% 18 75% 10 83.3%
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Tabela 24. Preferéncia de cor consoante a idade

Cheesecake Manteiga Gelado
ESCALOES ETARIOS Até 35 anos 36 a 50 anos Mais de 50 anos Até35anos 36 a50 anos Mais de 50 anos | Até 35anos 36 a 50 anos Mais de 50 anos
n % n % n % p n % n % n % p n % n % n % p
Qual é o mais doce?
Rosa 9 662% 12 923% 5 50.0% 0062 2 154% 6 462% 10.0% 0.197 12 923% 11 84.6% 8 80.0% 0.807
Cor de Laranja 0 0.0% 1 7.7% 3 30.0% 8 615% 5 385% 40.0% 1 7.7% 1 7.7% 10.0%
Amarelo 4 308% 0 0.0% 2 20.0% 3 23.1% 15.4% 50.0% 0 0.0% 1 7.7% 1 10.0%
Qual é o que tem sabor mais persistente?
Rosa 154% 7 53.8% 3 30.0% 0.135 0 0.0% 3 23.1% 0.0% 0215 2 154% 5 385% 2 20.0% 0.368
Cor de Laranja 615% 5 385% 3 30.0% 9  692% 53.8% 70.0% 7 538% 7 538% 7 70.0%
Amarelo 23.1% 1 7.7% 4 40.0% 4 308% 3  23.1% 30.0% 4 30.8% 7.7% 10.0%
Qual é o mais amargo?
Rosa 0.0% 1 7.7% 0 0.0% 0.691 0 0.0% 7.7% 0 0.0% 0.701 10 769% 7 538% 6 60.0% 0.451
Cor de Laranja 53.8% 8 61.5% 6 60.0% 9 692% 53.8% 6 60.0% 3 231% 6 462% 4 40.0%
Amarelo 462% 4 30.8% 4 40.0% 4 308% 5 385% 4 40.0% 0 00% 0 0.0% 0 0.0%
Qual é 0 que tem um odor mais intenso?
Rosa 30.8% 6  385% 3 30.0% 0562 2 154% 4 308% 2 20.0% 0.746 7 538% 4 30.8% 10.0% 0.077
Cor de Laranja 61.5% 7 53.8% 4 40.0% 8 61.5% 46.2% 7 70.0% 6 462% 8 61.5% 60.0%
Amarelo 1 7.7% 1 7.7% 3 30.0% 3 231% 3 23.1% 1 10.0% 0 0.0% 1 7.7% 3 30.0%
Qual é que tem um odor mais
desagradavel?
Rosa 15.4% 1 7.7% 0 0.0% 0.653 6 46.2% 46.2% 3 30.0% 0468 7 538% 9 692% 5 50.0% 0.622
Cor de Laranja 61.5% 9  69.2% 6 60.0% 6 462% 3  231% 5 50.0% 6 462% 3 23.1% 40.0%
Amarelo 23.1% 3 23.1% 4 40.0% 1 7.7% 30.8% 2 20.0% 0 0.0% 1 7.7% 10.0%
Qual é o que tem melhor aparéncia?
Rosa 12 923% 13 100.0% 10 100.0% 0.899 4 308% 3 23.1% 1 10.0% 0447 3 231% 2 154% 2 20.0% 0.703
Cor de Laranja 77% 0 0.0% 0 0.0% 7  53.8% 46.2% 8 80.0% 1 77% 0 0.0% 0.0%
Amarelo 0 0.0% 0 0.0% 0 0.0% 2 15.4% 30.8% 1 10.0% 9 692% 11 84.6% 80.0%
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Tabela 25. Avaliagdo da cor consoante as caracteristicas organoléticas

Cheesecake Manteiga Gelado
E CONSUMIDOR DE DOCARIA? Nio Sim Nio Sim Nio Sim
n % n % p % n % p % n % p
Qual é o mais doce?
Rosa 7 70.0% 19 73.0%  0.920 10.0% 8 30.7% 0.567 80.0% 23 88.4%  0.815
Cor de Laranja 1 10.0% 3 11.5% 60.0% 11 42.3% 10.0% 2 7.7%
Amarelo 2 20.0% 4 15.5% 30.0% 7 26.9% 10.0% 1 3.8%
Qual é o que tem sabor mais persistente?
Rosa 3 30.0% 9 34.6%  0.785 0.0% 3 11.50%  0.533 30.0% 6 23.1%  <0.05
Cor de Laranja 4 40.0% 12 46.2% 70.0% 16 61.50% 20.0% 19 73.1%
Amarelo 3 30.0% 5 19.2% 30.0% 7 26.90% 50.0% 1 3.8%
Qual é o mais amargo?
Rosa 0 0.0% 1 3.8% 0.821 0.0% 1 3.80% 0.800 70.0% 16 61.5% 0473
Cor de Laranja 6 60.0% 15 57.7% 60.0% 16 61.50% 30.0% 10 38.5%
Amarelo 4 40.0% 10 0.% 40.0% 9 34.60% 0.0% 0 0.0%
Qual é 0 que tem um odor mais intenso?
Rosa 3 30.0% 9 34.6%  0.946 20.0% 6 23.10%  0.980 30.0% 9 34.6%  0.946
Cor de Laranja 6 60.0% 13 50.0% 60.0% 15 57.70% 60.0% 14 53.8%
Amarelo 10.0% 4 15.4% 20.0% 5 19.20% 10.0% 3 11.5%
Qual é que tem um odor mais desagradavel?
Rosa 6 60.0% 15 57.7%  0.879 30.0% 12 46.20%  0.535 60.0% 15 57.7%  0.659
Cor de Laranja 4 40.0% 9 34.6% 40.0% 10 38.50% 40.0% 9 34.6%
Amarelo 0 0.0% 2 7.7% 30.0% 4 15.40% 0.0% 2 7.7%
Qual é o que tem melhor aparéncia?
Rosa 1 10.0% 2 7.7% 0.546 30.0% 5 19.20%  0.762 40.0% 3 11.5%  <0.05
Cor de Laranja 5 50.0% 18 69.2% 50.0% 16 61.50% 10.0% 0 0.0%
Amarelo 4 40.0% 6 23.1% 20.0% 5 19.20% 50.00% 23 88.5%
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6. CONCLUSAO E PERSPETIVAS

Tendo em conta a elevada procura por produtos alimentares incorporados com
corantes naturais em alternativa ao uso de corantes artificiais, este estudo contribui para
aprofundar o conhecimento relativamente a estabilidade dos ingredientes corantes em
estudo, uma vez que foram capazes de corar os alimentos em estudo (manteiga, gelado e
cheesecake) e foram ainda capazes de manter a coloragdo dos alimentos ao longo do
tempo de prateleira.

A incorporagdo destes ingredientes ndo afetou significativamente as caracteristicas
organoléticas dos produtos, uma mais-valia importante, uma vez que os aditivos
adicionados aos alimentos ndo devem causar alteracdes neste sentido, nem afetar a
composi¢ao dos alimentos. Relativamente as caracteristicas fisicas, os valores de pH e
aW também nao sofreram alteracdes significativas. Estes resultados sdo promissores, uma
vez que variagdes no pH nos alimentos estdo usualmente associadas a alteracdes de
textura e outras caracteristicas organoléticas que devem ser evitadas na investigagdo de
novos aditivos alimentares.

Relativamente a analise sensorial realizada na populacdo-alvo, 2/3 referiram poder
vir a adquirir pelo menos um dos produtos alimentares em estudo, sendo estes resultados
pouco significativos dada a reduzida amostra populacional.

Assim, foi possivel desenvolver com sucesso trés produtos distintos coloridos com
corante amarelo, laranja e cor-de-rosa, sem impacto negativo nos produtos finais,
realgando o seu potencial corante e aplicabilidade na industria alimentar.

A validagdo do uso destes corantes a nivel industrial serd conseguida através das andlises
microbioldgicas que se encontram em curso e ainda através da sua aplicacdo noutras

matrizes alimentares, nomeadamente noutros produtos de pastelaria.
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Formulario de avaliagao sensorial

0O meu nome é Sandra Marcelino, estudante do Mestrado em Farmacia e Quimica de
Produtos Naturais.

Venho solicitar a sua colaboragao nesta prova sensorial de um conjunto de alimentos por
forma a recolher dados para o projeto de investigagao 'Corantes e conservantes naturais e

inclusdo numa dieta saudavel'. As suas respostas serdo confidenciais, garantindo-se o
total anonimato.

Agradego a sua participagao

Qual o seu tipo de alimentagao?
Marcar apenas uma oval.

Dieta Normal

~_ Vegan

Vegetariana

E alérgico a algum alimento?

Marcar apenas uma oval.

Se sim, a qual?

Sexo
Marcar apenas uma oval.

Feminino

_ Masculino
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5.

6.

Idade

E consumidor de dogaria?
Marcar apenas uma oval.
) Sim

) Nio

Se sim, qual a frequéncia?
Marcar apenas uma oval.

) Raramente
1 vez por més
2 vezes por més
3 vezes por més
1 vez por semana
) 2 vezes por semana
) 3vezes por semana

Diariamente

Sabe o que sao aditivos naturais?

Marcar apenas uma oval.
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9. Se sim, diga algum ou a sua fungao.

10. Sesim,oqueé?

Parametros
de prova
sensorial

Cheesecake

Serao dados 9 alimentos a provar, nomeadamente cheesecakes, manteigas e
gelados de trés cores diferentes (rosa, vermelho e laranja). Solicita-se que nos
fornega a sua apreciagao de acordo com a sua cor. Serdo avaliados diferentes
parametros (sabor, caracteristicas olfativas e aspeto geral).
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11. Caracteristicas do sabor

Marcar apenas uma oval por linha.

Rosa Rosa Cor de
i Amarelo
Claro Escuro Laranja
Qual é o mais doce? - . ) B
Qual é o que tem um sabor mais — — > —_
persistente? — — — —
Qual é o mais amargo? )
12. Caracteristicas olfativas
Marcar apenas uma oval por linha.
Rosa Rosa Cor de
A Amarelo
Claro Escuro Laranja
Qual é o que tem um odor mais N N
intenso?
Qual é que tem um odor mais — \ —= —
desagradavel? — — ~— —
13. Aspeto Geral
Marcar apenas uma oval por linha.
Rosa Rosa Corde
g Amarelo
Claro Escuro Laranja

Qual é o que tem melhor
aparéncia?
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16. Aspeto Geral

Marcar apenas uma oval por linha.

Rosa Rosa Cor de
Claro Escuro Laranja

Qual é a que tem melhor
aparéncia? @ O O o)

Amarelo

Gelado

Vamos dar-lhe a provar os gelados.

17. Caracteristicas do sabor

Marcar apenas uma oval por linha.

Rosa Rosa Cor de
. Amarelo
Claro Escuro Laranja
Qual é a mais doce? @) ) )

Qual é a que tem um sabor mais )
persistente?

O

-
o O
Co

O

Qual é a mais amarga? C>)




18. Caracteristicas olfativas

Marcar apenas uma oval por linha.

Rosa Rosa Cor de
. Amarelo
Claro Escuro Laranja
Qual é a que tem um odor mais
(
intenso?
Qual é a que tem um odor mais — — — —
\ /: ,/: ) \
agradavel? ~— — = =
19. Aspeto Geral
Marcar apenas uma oval por linha.
Rosa Rosa Cor de
A Amarelo
Claro Escuro Laranja

Qual é a que tem melhor ssg y
aparéncia? — _/

20. Compraria algum destes produtos que provou?
Marcar apenas uma oval.

() Sim

21. Se sim, qual ou quais compraria?
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