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RESUMO

Os consumidores tém dado preferéncia a alimentos que para além das propriedades
nutricionais, também apresentem caracteristicas bioativas com efeitos benéficos para a
sua saude. A utilizacdo de plantas alimentares ndo convencionais (PANC) tem
representado uma mais valia para a industria do setor alimentar, ndo s6 devido a sua
abundancia, mas também por ndo competir com outras matrizes vegetais usadas para a
alimentacdo humana, e pelas suas propriedades nutricionais, gquimicas e bioativas.
Considerando 0 aumento crescente por esta procura por parte do consumidor, é premente
0 estudo de novas fontes alimentares, assim como o estudo da sua aplicagdo para o
desenvolvimento de novos produtos de alto valor acrescentado. O presente trabalho teve
como objetivo o estudo de trés sementes de plantas alimentares ndo convencionais,
nomeadamente Guizotia abyssinica (L.f.) Cass., Panicum miliaceum L. e Phalaris
canariensis L., conhecidas comumente como niger, painco e alpiste, respetivamente,
iniciando pelo estudo da sua granulometria e indice de absorcdo de agua. PropOs-se
também a caracterizacdo do seu valor nutricional por métodos AOAC, determinacao, por
métodos cromatograficos, dos teores em acucares livres (HPLC-RI), &cidos gordos (GC-
FID), &cidos orgéanicos (UPLC-DAD), tocofer6is (HPLC-fluorescéncia) e compostos
fenolicos (HPLC-DAD/ESI(MS) e, o estudo do seu potencial antioxidante, hepatotoxico
e antimicrobiana. Finalmente, foram desenvolvidos produtos de panificacdo com
substituicdo parcial de 20% da farinha de trigo, pelas farinhas elaboradas a partir das
sementes. Um delineamento estatistico experimental pelo método simplex centroide foi
aplicado para perceber o efeito da aplicacdo das farinhas de PANC nas caracteristicas
fisico-quimicas finais dos pées obtidos. As trés sementes em estudo apresentaram elevada
granulometria, associada a elevados indices de absorcao de agua, que no caso do alpiste
e paingo indica que o seu uso teria de ser complementado com outras farinhas para
aplicacdo em produtos de panificacdo. Todas as sementes revelaram baixos valores de
humidade, e de cinzas, mas no que respeita ao valor nutricional e quimico, foi a semente
de niger a que mais se destacou apresentando um maior contetido em gordura total, PUFA
(acido linoleico), agticares, tocoferois (a-tocoferol) e compostos fendlicos (derivados do
acido caféico). Todas as sementes apresentaram valores de ICso e CMI relativamente
baixos para a inibicdo da peroxidacéo lipidica e também para atividade antimicrobiana,
respetivamente. De ressalvar que os resultados obtidos para a atividade antifingica nos

extratos hidroetandlicos de niger e paingco foram menores quando comparados com 0s
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controlos positivos utilizados (E211 e E224). As trés amostras nao apresentaram
hepatotoxicidade, aferindo a sua seguranca e potencialidade para serem introduzidas em
novas matrizes. Pédes elaborados com substituicdo parcial de 20% de farinha de trigo por
farinha de painco e alpiste, foram os que apresentaram maior semelhanca ao pao controlo
(100% farinha de trigo), relativamente a textura, volume especifico e cor. Os pdes com
substituicdo parcial por farinha de niger foram os que tiveram maior diferenca em relagéo
ao controlo, sobretudo no parametro L* (luminosidade). Este estudo permitiu apresentar
resultados inovadores em relacdo a caracterizacao nutricional, quimica e as propriedades
bioativas de sementes poucos estudadas e consumidas, mas com grande potencial para
serem aplicadas na industria alimentar. Considerando a sua composi¢do em compostos
bioativos, 0 uso destas sementes é de todo aconselhdvel no &mbito de uma dieta
fortificada, sendo fontes de compostos de alto valor nutricional e com efeitos benéficos

para a salde do consumidor.

Palavras-chave: Plantas alimentares ndo convencionais (PANC), valor nutricional,
caracterizacdo quimica, propriedades bioativas, produtos de panificacdo, delineamento
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ABSTRACT

Consumers have given preference to food products that, in addition to the nutritional
properties, also present bioactive characteristics with beneficial effects on their health.
The use of unconventional food plants (PANC) has been an asset for the food industry,
not only due to its abundance, but also because it does not compete with other vegetable
matrices used for human consumption, and for its nutritional properties, chemical and
bioactive potentiality. Considering the growing increase in this demand by the consumer,
the study of new food sources is urgent, as well as the study of its application for the
development of new products with high added value. The present work aimed to study
three seeds of unconventional food plants, namely Guizotia abyssinica (Lf) Cass.,
Panicum miliaceum L. and Phalaris canariensis L., commonly known as niger, millet
and birdseed, respectively, starting with the study of its granulometry and water
absorption index. It was also proposed to characterize its nutritional value by AOAC
methods, determination, by chromatographic methods, of the levels of free sugars
(HPLC-RI), fatty acids (GC-FID), organic acids (UPLC-DAD), tocopherols (HPLC -
fluorescence) and phenolic compounds (HPLC-DAD / ESI (MS) and, the study of their
antioxidant, hepatotoxic and antimicrobial potential. Finally, bakery products were
developed with partial replacement of the wheat flour (20% of the PANC’s flour). An
experimental statistical design using the centroid simplex method was applied to
understand the effect of applying PANC flours on the final physical-chemical
characteristics of the breads obtained. The three seeds under study showed high
granulometry, associated with high water absorption index, which in the case of birdseed
and niger indicates that their use would have to be complemented with other flours for
application in bakery products. All seeds showed low values of humidity and ash, but
with regard to nutritional and chemical value, it was the niger seed that stood out the most,
with a higher content of total fat, PUFA (linoleic acid), sugars, tocopherols (a-tocopherol)
and phenolic compounds (derivatives of caffeic acid). All seeds showed relatively low
ICs0 and MIC values for inhibition of lipid peroxidation and for antimicrobial activity,
respectively. It should be noted that the results obtained for antifungal activity in the
hydroethanolic extracts of niger and millet were lower when compared with the positive
controls used (E211 and E224). The three samples did not show hepatotoxicity, assessing

their safety and potentiality to be introduced into new food matrices. Breads made with
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partial replacement of 20% wheat flour by millet and birdseed flour, were the ones that
showed the greatest similarity to control bread (100% wheat flour), in terms of texture,
specific volume and color. Breads with partial replacement for niger flour were the ones
that had the greatest difference in relation to the control, especially in parameter L *
(luminosity). This study allowed to present innovative results in relation to the nutritional,
chemical and bioactive properties of seeds that have been little studied and consumed,
but with great potential to be applied in the food industry. Considering their composition
in bioactive compounds, the use of these seeds is highly advisable in the context of a
fortified diet, being sources of compounds of high nutritional value and with beneficial

effects for the health of the consumer.

Keywords: Non-conventional food plants (PANC), nutritional value, chemical

characterization, bioactive properties, bakery products, experimental design.
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1. Introdugéo

Produtos alimentares de origem vegetal ou a base de plantas sdo dos mais
consumidos em todo o mundo, havendo uma tendéncia cada vez maior por parte dos
consumidores para a escolha destes tipos de produtos. Os grdos e sementes de plantas
representam um nicho, de entre os produtos de origem vegetal, que também tém vindo a
ser cada vez mais consumidos, na sua forma natural ou processada, devido sobretudo ao
seu conteudo proteico e lipidico. Para além das escolhas cada vez mais conscientes por
produtos com elevado valor nutricional, os consumidores procuram também aqueles que
Ihes conferem um efeito benéfico para a salide e que, por isso, apresentam uma atividade
bioldgica associada. O desenvolvimento e/ou melhoramento de produtos alimentares que
colmatem deficiéncias nutricionais e que possuam efeitos benéficos para a salde do
consumidor, apresenta-se assim como uma area de estudo bastante promissora.

A utilizacdo de plantas alimentares ndo convencionas (PANC) pode ser uma das
respostas para o desenvolvimento de novos produtos alimentares ou para a melhoria de
produtos ja existentes, como é o caso dos produtos de panificacdo. O uso destas plantas
ndo s6 permite aumentar o leque da diversidade de plantas que podem ser consumidas,
como também permite reduzir a pressao sobre as espécies de plantas tdo abundantemente
consumidas hoje em dia, como € o caso do milho, trigo, entre outros. Como 0 consumo
das PANC ndo esta enraizado na cultura alimentar de muitas populacdes, sdo necessarios
estudos rigorosos de caracterizacdo e de, sobretudo, seguranca alimentar destas plantas,
de forma a poder assegurar uma correta utilizacdo das mesmas.

Neste sentido, o presente estudo pretende caracterizar o perfil nutricional
relativamente ao contetdo lipidico, proteico e hidratos de carbono, assim como o perfil
quimico em termos de composicao em acucares, acidos organicos, compostos fendlicos,
tocoferdis e acidos gordos de farinhas de trés sementes de PANC, Guizotia abyssinica
(L.f.) Cass., Panicum miliaceum L. e Phalaris canariensis L. Para além disso, pretende
analisar as propriedades bioativas dos extratos hidroetanélicos das sementes, em termos
da sua atividade antioxidante e antimicrobiana, e ainda hepatotoxica (avaliando a
seguranca das mesmas). Por ultimo, produtos de panificagéo irdo ser desenvolvidos com

base nas farinhas destas sementes, e avaliada as suas propriedades fisicas e de cor.



2. Revisdo bibliografica

2.1. Plantas alimentares ndo convencionais

Por definigéo, plantas que possuam uma ou mais partes ou mesmo subprodutos
que podem ser utilizados na alimentagdo humana sio ditas “plantas alimentares”. Ha, no
entanto, um grupo denominado de “Plantas Alimentares Ndo Convencionais” (PANC),
que ndo sdo habitualmente consumidas, mas que, devido as suas propriedades bioativas,
nutricionais e baixa toxicidade apresentam potencialidade para serem introduzidas numa
dieta regular. Na Figura 1 estdo representadas algumas espécies de plantas denominadas
de PANC. As plantas silvestres pertencentes a este grupo sao vulgarmente conhecidas
como “ervas daninhas”, “mato” ou “planta do mato” (Kinupp & Barros, 2004). A
introducdo das PANC numa base de dieta regular poderia levar a uma diversificacdo e
melhoria da qualidade nutricional alimentar considerando o nosso sistema agricola atual,
pois um numero muito pequeno de plantas esta disponivel para comercializacdo e

consumo (Leal, 2015).

Rumex acetosa L. Tropaeolum majus L. Acmella oleracea L. Solanum sessiliflorum

(Polygonaceae) (Tropaeolaceae) R.K.Jansen (Asteraceae) Dun. — (Solanaceae)

[~
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] ] Bryophyllum pinnatum
Eryngium foetidum L. Xanthosoma spp. Lam. P Ipomoea batatas L. Lam.
am. Pers.
(Apiaceae) (Araceae) (Convolvulaceae)
(Crassulaceae)

Figura 1. Exemplos de espécies de PANC.



Uma das mais completas lista de PANC foi descrita por Kunkel (1984), onde
foram listadas cerca de 12500 espécies consideravelmente boas para consumo, contendo
3100 géneros e aproximadamente 400 familias de plantas. No entanto, a maior parte das
especies de plantas produzidas para consumo humano provém de apenas 20 espécies,
ignorando toda uma diversidade de opg¢des alimentares existentes (Kinupp, 2007). Muitas
espécies de PANC sdo totalmente desconhecidas, de uso restrito, e distribui¢do geografica
limitada. No entanto, sdo plantas com grande resisténcia a fatores bidticos e abioticos,
caracteristicas de sabor bastante acentuadas e grande versatilidade culinaria (Kinupp,
2007).

Mundialmente sdo produzidas quantidades excedentérias de alimentos, que ndo
sdo depois reconduzidas para as popula¢fes mais necessitadas havendo assim uma ma
distribuicdo dos excedentes, resultando em grandes desperdicios e enormes perdas
econOmicas para os produtores. Para além disso, grande parte da populacéo néo utiliza ou
subutiliza algumas espécies de plantas com grande potencialidade para complementacéao
alimentar. Nos paises tropicais e subtropicais hd uma grande variedade deste tipo de
plantas com grande potencial para ser usado pela industria alimentar (Kinupp, 2007).
Essas plantas, na sua maioria, sao fontes de alimentos que ndo exigem o preparo de solos
e desmatamento para atribuicdo de novas areas, pois se desenvolvem em ambientes
naturais (Bressan et al., 2011). O consumo dessas plantas pode ser uma estratégia no
futuro para o consumo racional de alimentos. Se for realizada de forma sustentavel, que
ndo é uma dificuldade para essas espécies, podem ser considerados alimentos com baixo
impacto ambiental (Kinupp, 2007), visto que a degradacdo do solo nas areas agricolas
tem aumentado e consequentemente a produtividade diminuido devido ao grande nimero
de destruicdo de florestas e areas arborizadas para aumentar a comercializa¢do agricola
de acordo com o crescimento populacional (Wijnhoud, 2007).

Sendo reconhecido a atual necessidade da populagdo com grandes problemas de
salde como obesidade, hipertensdo, diabetes ou mesmo cancer, essas plantas podem
auxiliar na melhor distribuigdo de alimentos funcionais e nutracéuticos, que sao alimentos
ou ingredientes que além da sua composigdo nutricional, possuem outras substancias,
capazes de interferir em processos metabolicos, auxiliando o desenvolvimento de
algumas células do corpo humano, melhorando aspectos de salde e prevenindo o
surgimento extemporaneo de doengas degenerativas. Indiscutivelmente, o consumo

apenas desses alimentos ndo deve ser levado em consideragdo como solugdo para
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problemas de salde, mas sim como um complemento que a ciéncia tem posicionado
(Marangoni, 2007). As sementes de niger (Guizotia abyssinica (L.f.) Cass.), paingo
(Panicum miliaceum L.) e alpiste (Phalaris canariensis L.) sdo alguns dos exemplos de
PANC com grandes potencialidades para serem usadas como ingredientes ou como fontes

de compostos bioativos para aplicacdo na inddstria alimentar.

2.2. Sementes de Alpiste (Phalaris canariensis L.)

A familia das gramineas (Poaceae), é considerada a quinta maior familia de
plantas com flores no mundo, possuindo aproximadamente 11500 espécies e 768 géneros
(Soreng et al., 2017). A sua dispersdo geografica € imensa, sendo encontradas em todos
0s continentes e em todo o tipo de regides com grandes diferencas térmicas, desde zonas
tropicais, a zonas temperadas, mas também em regides do artico (Saarela et al., 2018).

De entre os membros da familia Poaceae, hé alguns como o trigo, arroz e sorgo
que produzem substancias denominadas de fitoalexinas (Figura 2) com diversas
estruturas quimicas, incluindo fenilamidas, flavondides e terpendides, que sdo compostos
sintetizados pela planta quando submetida a stress extrinseco, possuindo também
reconhecida atividade antimicrobiana (Ejike et al., 2013; Ube et al., 2019).
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Figura 2. Fitoalexinas da fenilamida no trigo (Ube et al., 2019).
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As plantas da familia Graminea sdo caracterizadas por possuirem caules finos e
longos, como o trigo, arroz, milho, sorgo e cevada, e nas quais 0s seus graos amilaceos
sdo usados para consumo humano e mesmo para producéo de farinhas e farelo (Sarwar et
al., 2013). Do ponto de vista econémico, € uma das familias mais importantes para a
industria alimentar, uma vez que inclui das sementes/grdos mais usadas e consumidas a
nivel mundial, mas também as espécies desta familia podem ainda serem usadas para a

producéo de bambu e biocombustiveis.



O alpiste (Phalaris canariensis L., Figura 3A) é uma planta da familia das
gramineas, de crescimento anual e com uma caracteristica cor de palha, pode crescer até
1 m de altura, e as suas folhas podem atingir até 40 cm de comprimento e 1 cm de largura
(Bilello et al., 2014). Produz pequenos grdos/sementes elipticos (Figura 3B) com

aproximadamente 4 mm de comprimento e 1,5 mm de largura (CDCS, 2018).

Figura 3. Parte aérea (A) e grdos/sementes (B) de Phalaris canariensis L.

As sementes de alpiste podem ser classificadas como sendo cereais, pois possuem
na sua constituicdo germe, endosperma e produzem farelo. Em 2015, o alpiste foi
aprovado para consumo humano no Canada e Estados Unidos, estando disponivel desde
2018, uma variedade de sementes de alpiste com casca amarela (mais adequada para
consumo humano) (CDCS, 2018). Antes da década de 1990, a principal desvantagem do
uso das sementes de alpiste para consumo era devido a presenca de alguns pélos na casca
das suas sementes (tricomas ou espiculas), conhecidos na época como “espiritos”, que
causavam irritacdo na pele e/ou no pulméo, afetando sobretudo os coletores desta planta
(Salas et al., 2014). Entretanto, através de técnicas de melhoramento de plantas, foi
desenvolvida no Canada uma semente de alpiste sem pelo (glabra), tornando-a mais
adequada para consumo. Esta semente apresenta-se assim muito promissora para 0
desenvolvimento de produtos de panificacdo, ndo s6 por ser uma alternativa saudavel,
mas também porque o teor de amido corresponde a mais de 55% do total de hidratos de
carbono (CDCS, 2018).



Thacker (2003) descreveu, num estudo realizado com suinos, que uma dieta a base
de sementes de alpiste foi eficiente para o crescimento dos animais e que fatores néo
nutricionais ndo estavam presentes em quantidades significativas para afetar de forma
negativa 0 desempenho dos suinos. Considerando que 0s suinos possuem um sistema
digestivo parecido com o do ser humano, este estudo poderd ser Gtil na avaliagdo das
propriedades nutricionais desta semente como alimento para consumo humano, no
entanto, os estudos ndo relatam parametros toxicologicos. Por outro lado, em um estudo
conduzido por Magnuson el al. (2014), ndo foi observada toxicidade aguda em ratos
provocada pelo consumo de uma dieta & base de 50% de semente durante 90 dias,

assegurando assim o uso da semente como um cereal promissor para consumo humano.

2.2.1. Composic¢éo nutricional e quimica do Alpiste

A nivel nutricional, a semente de alpiste apresenta uma composi¢do de
aproximadamente 60% de hidratos de carbono, 8% de lipidos, 7% de fibra alimentar e
20% de proteina (com grande percentagem de aminoacidos essenciais como cisteina,
triptofano e fenilalanina) (CDCS, 2018). E também uma boa alternativa para os
consumidores mais sensiveis, pois ndo possui glaten, apresenta ainda contetdos mais
elevados de ferro do que o trigo ou quinoa, maior contelldo em zinco do que qualquer
outro pseudocereal e ainda maior conteldo em folatos, fésforo, magnésio e manganés
comparativamente a aveia e trigo (Tabela 1). As sementes de alpiste podem ainda conter
uma média de 55,8 g de amido por 100 g de amostra (Aal et al., 2011). Possuem um teor
de &cidos gordos mais elevado que o trigo ou a cevada, por exemplo, sendo que 0s mais
representativos sdo o acido palmitico (&cido gordo saturado, 15%), acido oleico (acido

gordo monoinsaturado, 30%) e acido linoleico (acido gordo polinsaturado, 55%).

Tabela 1. Composic¢éo de micronutrientes de alpiste, trigo e aveia (mg/100 g).

Folato Fosforo Magnesio Manganés
Alpiste 0,12 660 213 6,4
Trigo 0,09 410 180 55
Aveia 0,07 340 140 5

Fonte: Adaptado de CDCS (2018).



A semente de alpiste é também uma fonte de esterois vegetais (aproximadamente
0,47 mg/qg), representado o B-sitosterol cerca de 43% do total de esterdis. Foi também ja

reportado a presenca de carotenoides, -caroteno, a luteina e zeaxantina (CDCS, 2018).

2.3. Sementes de Niger (Guizotia abyssinica (L.f.) Cass.)

A semente de Niger (Guizotia abyssinica (L.f.) Cass., Figura 4) pertence a familia
botanica Asteraceae. Esta familia € composta por aproximadamente 25000 espécies e
mais de 1500 géneros. E a maior familia de plantas com flores e esta distribuida por todo
0 mundo, & excecio da Antartida (Sell & Murrell, 2006). E uma familia de plantas de
elevado valor econémico, pois muitas delas sdo designadas de plantas aromaticas e
medicinais, e por isso usadas para consumo humano, mas também tém outras aplicacGes
como na apicultura, na producdo de inseticidas e também ornamentais (Beretta et al.,
2008). No estudo de identificagdo de PANC realizado por Barreira et al. (2015) em uma
regido de Minas Gerais - Brasil, a familia Asteraceae foi a com maior representatividade
(18,6%) dentre as plantas identificadas.

O género Guizotia compreende seis espécies, podendo alcangar até 2 m de altura.
As suas folhas nascem em lados opostos do caule, atingido 10 a 20 cm de comprimento
e 3 a5 cm de largura. Tem folhas distintas, podendo ser mais ou menos pontiagudas, e
variam de verde claro para verde escuro. E uma cultura anual, e é cultivada
principalmente pelo seu alto teor de fracdo lipidica (Getinet & Sharma, 1996). A semente
de niger é considerada uma das principais oleaginosas de grande importancia comercial,
cultivada em muitos paises de zonas tropicais e temperadas (Bhagya & Sastry, 2003). A
Etidpia e a india no que diz respeito as sementes, s&o os maiores produtores do mundo,
sendo na Etidpia cerca de 50 a 60% do 6leo comestivel do pais feito a partir dessas
sementes (Quinn & Myers, 2002).



Figura 4. Parte aérea (A) e graos/sementes (B) de Guizotia
abyssinica (L.f.) Cass.

2.3.1. Composic¢do nutricional e quimica do niger

As sementes de niger, a semelhanca de outras oleaginosas, sdo muito ricas em
acidos gordos. O perfil destas sementes assemelha-se muito aos do acafrédo e girassol,
possuindo um alto teor em &cido linoleico (aproximadamente 85% da sua composi¢do
total em &cidos gordos), mas também palmitico, estearico e oleico (representando cada
uma cerca de 6 a 11% dos acidos gordos totais) (Ramadan & Morsel, 2003; Getinet &
Sharma, 1996). Nutricionalmente, sdo ricas em proteina e fibra bruta, 30 e 23%,

respetivamente (Bhagya & Sastry, 2003).

2.4. Sementes de Pain¢o (Panicum miliaceum L.)

O Paingo (Panicum miliaceum L., Figura 5) é uma planta herbacea de
crescimento anual, pertencente a familia Poaceae, que é uma das maiores familias de
gramineas. O género Panicum possui cerca de 450 espécies de gramineas. O paingo é
também denominado de milho proso, milho de vassoura, milheto ou milho comum. Um
grupo de 35 espécies de gramineas pertencentes a familia botanica Poaceae inclui as
principais plantas produtoras de alimentos do mundo (Kalaisekar et al., 2016). Dos cereais
antigos mais utilizados, o pain¢o fica somente atras do trigo e da cevada (Kalinova &
Moudry, 2006). Atualmente, a planta é cultivada nos Estados Unidos, Africa e Europa
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(Kalaisekar et al., 2016; Patil, 2017). O pain¢o é usado para consumo humano
principalmente em paises em desenvolvimento. Na Europa, esta semente é normalmente
usada como racdo animal (Kalinova & Moudry, 2006). O uso eficiente do painco deve-
se a sua grande diversidade genética (Zhang et al., 2019).

As sementes de pain¢o tém um tempo de crescimento muito curto, cerca de 70 a
80 dias (Kalinova & Moudry, 2006; Patil, 2017), medem cerca de 3 mm de comprimento
e 2 mm de largura, e normalmente sdo em forma oval. Sdo sementes mais pequenas,
comparativamente as de outros cereais, como por exemplo, o sorgo (Kalaisekar et al.,
2016).

A B
Figura 5. Parte aérea (A) e grdos/sementes (B) Panicum miliaceum L.

2.4.1. Composicao nutricional e quimica do Painco

Nutricionalmente, o paingo, € uma semente muito rica em proteinas e
micronutrientes como o ferro e zinco em comparag¢éo com outros cereais (Amadou et al.,
2013). Contetdo de proteinas, representando aproximadamente 14% do seu conteudo
nutricional total, caracterizando-se assim por ser uma semente de qualidade superior com
o equilibrio ideal de aminoacidos essenciais, tendo grande quantidade de aminoacidos
gue contém enxofre (metionina e cisteina) (Kalinova & Moudry, 2006; Patil, 2017).
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2.5. Compostos e propriedades bioativas das sementes em estudo

2.5.1. Acidos gordos

Os é&cidos gordos sdo compostos que tém uma influéncia muito significativa na
saude do consumidor, sendo classificados em saturados (SFA), monoinsaturados
(MUFA) e polinsaturados (PUFA). Sao os principais componentes dos fosfolipidos e
triglicerideos, e os PUFA, como por exemplo o &cido linoléico e a-linolénico, como ndo
sintetizados pelo corpo humano, torna-se essencial o seu consumo através da alimentacao.
Os &cidos gordos em geral, contribuem para diversas fungdes metabdlicas de obtencédo de
energia, mas também funcgdes estruturais ao nivel celular, devendo por isso ser
consumidos diariamente (Chow, 2007; Tinoco et al., 2007). Os produtos carneos
apresentam teores elevados de SFA, enquanto os vegetais sdo ricas fontes em &cidos
gordos insaturados, com efeitos benéficos reconhecidos e amplamente documentados
para a salde do consumidor (Azevedo, 2014).

As sementes estudadas nesse trabalho possuem potencial para serem promissoras
em relagdo ao contetido de acidos gordos. O paingo, por exemplo, esta descrito como uma
boa fonte de acidos gordos, contendo nomeadamente &cido palmitico, palmitoléico,

araquidico e predominantemente o acido linoleico (Silva, 2014).

2.5.2. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo compostos de metabolismo secundario de plantas,
uma vez que ndo estdo diretamente relacionados as fungbGes de crescimento e
desenvolvimento do tecido vegetal, ainda assim sdo compostos essenciais para as plantas,
pois atuam como agentes de defesa das plantas contra o0s ataques aos seus tecidos, bidticos
ou abioticos, como exemplo condigdes desfavoraveis de temperatura, luz e pH, inibigéo
de oxidacdo lipidica e ainda ataques de patogenos, inibindo o crescimento de bactérias e
fungos (Buchanan et al., 2015). S&do encontrados em grandes quantidades em frutos,
vegetais e seus derivados, conferem cor, adstringéncia, aroma e estabilidade (Soethe et
al., 2016). S&o classificados de varias maneiras (Figura 6), por exemplo, de acordo com

os grupos funcionais ligados ao fenol, ou com base no nimero de unidades de fenol na
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molécula. Possuem varias subclasses, entre elas algumas das mais conhecidas como as
antocianidinas, os flavondides e isoflavonas. Como moléculas com um elevado potencial
antioxidante, os compostos fenolicos estdo sempre sendo associados a muitos efeitos
benéficos para a saude, diretamente correlacionado com a sua capacidade de funcionar
como agentes quelantes, e por isso inibirem a agdo oxidativas das espécies reactivas de
oxigénio (ROS) (Soutinho, 2012).

As sementes de alpiste, na cultura medicinal tradicional sdo muito utilizadas para
o tratamento de diabetes e hipertensdo (Salas et al., 2014), sabendo-se que é uma fonte
rica em compostos fenolicos (aproximadamente 67% sdo fenolicos livres) e de
carotenoides. No entanto, poucos estudos se debrugaram sobre a caracterizagéo do perfil

fenolico desta semente (Chen et al., 2016).

Compostos
fendlicos
]
I | | 1

Acidos fenélicos Flavonoides Estilbenos Taninos

— Antocianinas
— Isoflavonas

— Flavondis

— Antocianidinas

Figura 6. Diferentes classes de compostos fendlicos.

2.5.3. Propriedades antioxidantes

As sementes de cereais apresentam diversos efeitos benéficos para a saude quando
incorporados numa base de dieta regular, ndo s6 pelas suas caracteristicas nutricionais,
mas também por possuirem diversos compostos com variadas propriedades bioativas,
como por exemplo antioxidantes (Gan et al., 2017).

Distarbios de saude relacionados com o stress oxidativo sdo causados pela
acumulacdo de radicais livres no organismo, sendo estes compostos considerados como

um dos fatores primarios para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares como a
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arteriosclerose, doencgas neurodegenerativas nomeadamente, Alzheimer e Parkinson,
causando ainda a morte celular e lesdes nos tecidos resultantes de enfartes do miocardio,
envelhecimento, processos inflamatérios e cancro. Existem varios factores que
contribuem para a formacdo destes radicais livres (Figura 7), destacando-se a
alimentacdo deficiente, stress fisico e oxidativo mediado por poluentes ambientais,
quimicos, toxinas, radiagdo, e mesmo stress psicolégico (Chorilli et al., 2007).

As moléculas antioxidantes por sua vez, por serem capazes de evitar o
desenvolvimento de processos oxidativos, possuem a fungdo protetora, atuando na
inibicdo e/ou eliminagdo da formacdo dessas espécies reativas. Varios fatores abioticos
sdo assim os responsaveis pela proliferacdo destas ROS, na qual os antioxidantes atuam
como neutralizadores do efeito deteriorador das ROS, desempenhando assim um papel
crucial na preservacao de funcGes celulares essenciais para a manutencdo de todos 0s

sistemas biolégicos (Neha et al., 2019).

Antioxidantes
ultravioletas
radicais livres
- —
poluigao -
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& 14 % profecgao
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4 { Y ' ]
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; célula = "= chlula
destruida normal

Figura 7. Factores que promovem a producéo de radicais livres (Leiner, 2014).

Estudos realizados na fracdo lipidica extraida da semente de alpiste,
demonstraram o potencial antioxidante e antibacteriano desta espécie de PANC, que pode
ser aplicado posteriormente como um produto agroalimentar, medicinal ou mesmo
cosmético (Salah et al., 2018).

O niger, por sua vez, estd descrito como uma fonte de tocoferois (Ramadan &
Morsel, 2003), os quais em sinergismo com os fosfolipidos da membrana plasmatica,
apresentam elevada capacidade no controlo da oxidacéo lipidica, e atuam na prevencéo
de diversas doencas, possuindo capacidade para atuar como antimicrobianos, antivirais e
auxiliam na estabilidade da fracdo lipidica da semente (Cui & Decker, 2016; Pimentel et
al., 2016; Getinet & Sharma, 1996). Esta fracéo lipidica, para além dos tocoferdis, possui
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também niveis elevados de triacilglicerois, aos quais sdo atribuidos efeitos pro e
antioxidantes (Rathjen & Steinhart, 1997).

O painco também é classificado como uma boa fonte de compostos antioxidantes,
como por exemplo acidos fenolicos e flavonoides glicosilados, também conhecidos pelas
suas capacidades prebidticas e no auxilio ao funcionamento dos probidticos com
beneficios para a saude do consumidor (Amadou et al., 2013).

2.5.4. Potencial citotéxico

O desenvolvimento de um processo cancerigeno cancro € complexo e com
diferentes estagios de desenvolvimento e propagacdo (Ide et al., 2001) que pode ser
iniciado por erros na molécula de ADN, por exemplo, ap0s exposicdo a poluentes
ambientais, radiacdo UV ou espécies reativas de oxigénio formadas
endogenamente. Estes erros ao nivel do ADN podem levar a mutacdes que quando
acumuladas podem levar a transformacdo de células normais em células tumorais. Um
fator de risco adicional para o desenvolvimento de cancro pode ser a presenga de
inflamacéo (Multhoff et al., 2012).

Os estudos de citotoxicidade sdo muito prementes para determinar o potencial
toxico de extratos de plantas ou compostos biologicamente ativos isolados das mesmas.
E uma ferramenta também muito valiosa para a diferenciacio entre a capacidade de
provocar apoptose ou necrose nas células tumorais in vitro. Para além disso, permite a
determinacéo da cinética de dependéncia da dose e do tempo de morte celular, permitindo
uma previsao da toxicidade real dos extratos em estudo (Ahn et al., 2019). Para serem
utilizados em produtos para consumo humano, 0s compostos vegetais naturais e seus
derivados devem ser bio seguros, ndo apresentando toxicidade e genotoxicidade (Gateva
etal., 2019).

2.5.5. Potencial antimicrobiano

As propriedades antimicrobianas das plantas estdo relacionadas com a
capacidade de agir contra microrganismos patogénicos. Os compostos com potencial

antimicrobiano podem atuar de diferentes formas para grupos particulares de
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microrganismos, provocando diferentes danos consoante o microrganismo sobre o qual
estd a atuar (Shimamura et al., 2007), por exemplo para além de danificar os sistemas
enzimaticos celulares e comprometer o material genético de uma célula bacteriana e ou
fangica, pode também danificar a bicamada da membrana celular (Sanchez et al., 2010).

Os compostos presentes nas plantas que normalmente apresentam este potencial
sd0 as saponinas, taninos, alcaloides, alcenilfendis, glicoalcaldides, flavonoides,
sesquiterpenos, lactonas e terpendides (Tajkarimi et al., 2010). Os compostos fendlicos
apresentam, na sua grande maioria, atividade antimicrobiana, tendo a capacidade de
penetrarem na membrana celular dos microrganismos, causando danos nas estruturas da
mesmas, provocando alteracGes na permeabilidade, pH intercelular da célula, potencial
de membrana e também na sintese de adenosina trifosfato (ATP), tudo isto podendo levar
a inibicdo do crescimento do microrganismo ou mesmo morte celular (Sanchez et al.,
2010).

2.6. Produtos de panificacéo

2.6.1. Importancia de aplicacdo de PANC na industria de panificagéo

As plantas e produtos de origem vegetal, representam uma grande parte dos
produtos alimentares consumidos regularmente por todo o mundo, sendo que graos e
sementes, que na sua forma, natural ou processados (farinhas por exemplo), estdo entre o
grupo de produtos de origem vegetal mais consumidos. Um estudo realizado por Biswas
& Rahmatullah (2011), demonstrou que num periodo de escassez de alimentos, as PANC
apresentam-se como uma alternativa viavel e eficiente para a substitui¢cdo dos produtos
alimentares que consumimos hoje em dia.

Com toda a potencialidade e as caracteristicas que as PANC apresentam, a sua
aplicabilidade em produtos alimentares é ilimitada. A inddstria da panificagdo apresenta-
se assim como uma das muitas areas a abordar para a aplicacdo destas sementes, uma vez
que apresentam uma grande variedade de produtos totalmente baseados no uso de
sementes transformadas em farinha, uma grande flexibilidade na modificacdo das
formulacdes e receitas dos mesmos, e também porque € transversal a todas as faixas
etarias de consumidores e por isso, 0 nicho de mercado para o desenvolvimento de novos

produtos alimentares € enorme (Islam et al., 2007)
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Este tipo de plantas e mais especificamente as sementes, podem também ser
usadas como fontes de 6leos e gorduras, usadas como especiarias, como substitutas do
sal, para o fabrico de bebidas, como tonificantes ou ainda em infusdes (Kinupp & Barros,
2004). Por outro lado, existem cada vez mais consumidores que possuem certas
intolerancias que ndo lhes permitem consumir produtos de panificagdo por conterem por
exemplo trigo ou sementes de elevado conteudo em glaten, sendo denominadas de
sensibilidade ndo celiaca ao gluten (NCGS - Non-celiac gluten sensitivity) ou
sensibilidade ao gluten (GS - sensitivity gluten), respetivamente. O crescimento da
procura por produtos com baixo ou nenhum contetdo em glaten, ou com farinhas
provenientes de sementes ndo convencionais, levou a inddstria alimentar a readaptar-se a
estes novos consumidores mais exigentes com os produtos alimentares que consomem
(Bulsa, 2015; Gao et al., 2018).

Estudos realizados com a substituicdo parcial ou integral de trigo por outras
sementes como o alpiste, soja ou cevada apresentaram diferencas nas caracteristicas
fisicas e nutricionais, como a diminui¢do de volume do produto obtido e modificacdo da
cor quer na crosta e no miolo (Aal et al., 2011; Islam et al., 2007; Gill et al., 2002). As
substituicdes devem ser considerados como uma boa alternativa, devido esse principal
ingrediente da panificacdo atualmente (farinha de trigo) possuir proteinas de baixa
qualidade nutricional, por causa da sua deficiéncia em aminoécidos essenciais (Borges et
al., 2012). No estudo realizado por Borges et al. (2012), verificaram mudancas na
composicao nutritiva de pées realizados com farinha de quinoa nas proporcdes 100:00,
90:10 e 85:15. A substituicdo por farinha de quinoa na formulacdo dos pées aumentou 0s
teores de cinzas, fibras alimentar total, lipidios e proteinas e reduziu os niveis de
carboidratos, os melhores resultados foram obtidos dos testes com maior concentracao da
farinha na mistura. Pode se observar também um discreto aumento nos teores de alguns
amino&cidos essenciais. Concluindo-se assim que a substitui¢do de uma porg¢éo da farinha
de trigo por farinha de uma semente alternativa pode fornecer as condicdes ideais para
melhorar as propriedades nutricionais do produto de panificacdo obtido (Islam et al.,
2007).
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3. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo principal a caracterizacdo de plantas
alimentares ndo convencionais (PANC): sementes de niger (Guizotia abyssinica (L.f.)
Cass.), paingo (Panicum miliaceum L.) e alpiste (Phalaris canariensis L.) e avaliar o
potencial da sua aplicacdo em produtos de panificacdo. Como objetivos especificos,
abaixo estdo descritas todas as metodologias implementadas no presente trabalho (Figura
8):

- Preparacéo das farinhas de alpiste, niger e pain¢o. Analise de granulometria e indice de
absorcdo de agua (IAA) das mesmas.
- Avaliacdo nutricional das farinhas das sementes por métodos AOAC, nomeadamente,
cinzas, gordura total, proteinas, hidratos de carbono e valor energético;
- Determinagdo da composicdo quimica em:
e Acucares por HPLC acoplada a um detetor RI;
e Acidos organicos por UFLC acoplado a um detetor DAD;
e Acidos gordos por GC acoplada a um detetor FID;
e Tocoferdis (vitamina E) por HPLC acoplado a um detetor de fluorescéncia;
- Preparacdo de extratos hidroetandélicos (80:20 v/v) a partir das farinhas de alpiste, niger
e paingo;
- Determinacdo do perfil fendlico das farinhas por HPLC-DAD/ESI-MS;
- Avaliacdo in vitro das propriedades bioativas de extratos hidroetanélicos obtidos a partir
das sementes em estudo:
e Antioxidante: inibicdo da peroxidacdo lipidica através do ensaio das espécies
reativas do cido tiobarbitarico (TBARS) e inibicdo da hemdlise oxidativa (OxHLIA);
e Hepatotdxico: avaliado utilizando cultura primaria obtida de células de figado de
porco - PLPZ2;
e Antimicrobiano: usando estirpes de bactérias e fungos alimentares ATCC através
do método da microdiluicéo;
- Desenvolvimento de produtos de panificacdo a base de farinhas de sementes de alpiste,
niger e paingo e desenvolvimento do p&o controle. Avaliagdo dos parametros fisicos de
cor (sistema CIELab), textura, massa e volume, em comparacdo com produto a base de
farinha de 100% trigo.
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Figura 8. Representagdo esquematica do plano de trabalhos desenvolvidos.
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MATERIAL E METODOS




4. Material e métodos

4.1. Padrdes e Reagentes

Para anélise de compostos fenolicos, o acetonitrilo (99,99%) de grau HPLC e
acido formico foram adquiridos na Fisher Scientific (Lisboa, Portugal) e Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA), respetivamente, os padrfes de compostos fenolicos (acido
clorogénico, acido caféico, apigenin-6-C-glucosido) na Extrasynthese (Genay, Franca).
A mistura padrdo de referéncia de éster metilico de &cidos gordos (FAME) 37 (padrdo
47885-U) foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), bem como os
isomeros dos acidos gordos individuais, tocoferdis (a-, B-, A- e d-isoformas), agucares
(D(+)-sacarose e D(+)- melezitose) e padrdes de &cidos organicos (acido oxalico, acido
chiquimico, &cido fumarico, e &cido quinico). O tocol racémico, 50 mg/mL, foi comprado
na Matreya (Pleasant Gap, PA, USA). Os solventes n-hexano (95%) e acetato de etilo
(99,8%) de grau HPLC foram adquiridos na Lab-Scan (Lisboa, Portugal). No ensaio de
inibicdo da hemdlise oxidativa o reagente dicloro-hidrato de 2,2'-azobis (2-
amidinopropano) (AAPH) foi adquirido na Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Para
0s ensaios hepatotoxicidade foram utilizados soro fetal de bovino (FBS), solucédo salina
balanceada de Hank (HBSS), tripsina, solucdo de penicilina/estreptomicina (100 U/mL e
100 pg/mL), RPMI-1640 (meio Insituto Memorial Parque Roswell) e meio DMEM (Meio
Eagle modificado por Dulbecco) adquiridos na Hyclone (Chicago, lllinois, EUA). O
acido acético, elipticina, sulforodamina B (SRB), dexametasona, lipopolissacarideo
(LPS), Azul de Trypan e Trisaminometano (Tris) foram fornecidos pela Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA). Para a formulacao dos paes, foi utilizada farinha de trigo especial,
obtida do moinho Rio Azul — PR/Brasil e os demais ingredientes foram adquiridos de
comércio local da cidade de Medianeira - PR/Brasil. A agua destilada utilizada foi tratada
num sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, model A10, Billerica, MA, USA).

4.2. Preparagéo das farinhas e avaliagdo de parametros fisicos

As sementes de niger (Guizotia abyssinica (L.f.) Cass), paingo (Panicum

miliaceum L.) e alpiste (Phalaris canariensis L.) foram adquiridas no comércio local da
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cidade de Medianeira - PR/Brasil e preparadas para farinhas (posteriormente utilizadas
para a preparacdo de produtos de panificacdo). As sementes foram entdo congeladas
durante 24 horas para solidificar a fracdo lipidica e facilitar o seu processamento no
moinho, no qual foram posteriormente reduzidas a p6 com um tamanho de
aproximadamente 35 mesh. Finalmente, foram armazenadas em local fresco e seco até

posterior analise (Figura 9).

A2

Figura 9. Sementes de G. abyssinica (Al), P. miliaceum (B1) e P. canariensis (C1), e
respetivas farinhas (A2, B2 e C2, respetivamente).

4.2.1. Andlise granulométrica

Para determinar o tamanho das particulas (classificacdo granulométrica)
utilizou-se um agitador de peneiras. Pesou-se aproximadamente 85 g de amostra de cada
farinha. As peneiras e os fundos, previamente pesados, foram montados na plataforma
vibratéria de forma decrescente (do maior mesh - 100 para o menor - 20). Utilizou-se o
conjunto de peneiras com 20, 30, 35, 50, 60 e 100 “Mesh Tyler” (abertura de 850, 600,
500, 300, 250 e 150 um, respetivamente) e a base. As amostras foram tratadas
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individualmente, sendo colocadas na primeira peneira (20 mesh), onde se entrelagou
borrachas na tampa das peneiras para total vedacao do conjunto de peneiras. O tempo de
peneira foi de 15 min. As quantidades retidas em cada peneira e base foram pesadas

separadamente e expressas em percentagem, conforme descrito por Germani et al. (1997).

4.2.2. Indice de absorc&o de agua

O indice de Absorcéo de Agua (IAA) de cada farinha foi determinado de acordo
com o método descrito por Okezie & Bello (1988). Pesou-se 0,5 g de cada amostra para
um tubo de falcon com tampa e adicionou-se 25 mL de agua destilada. O conteddo dos
tubos foi homogeneizado durante 1 min em agitador vortex e, em seguida, centrifugado
a 5300 rpm durante 20 minutos (centrifuga Cientec 5000R). O liquido sobrenadante foi
descartado, e o material remanescente pesado numa balanga semi-analitica. Finalmente,

0 IAA foi calculado de acordo com a equacao (1).

massa da amostra imida (g) — massa inicial da amostra (g) 1)

[AA =
massa da amostra imida (g)

4.3. Determinacdo do valor nutricional e composic¢éo quimica das farinhas

4.3.1. Andlise do valor nutricional

A composi¢do nutricional das farinhas foi determinada usando os métodos
oficiais descritos pela AOAC (2016). Para tal, foi determinado o teor de humidade,
proteina, gordura total, cinzas, hidratos de carbono e valor energético.

A determinacdo da humidade presente na amostra foi realizada colocando uma
quantidade conhecida de amostra (2 g) numa balanca de humidade digital (PMB series,
ae ADAM), por um periodo de aproximadamente 7 min. O teor de humidade foi
determinado por diferencga de peso da amostra e expresso em percentagem (%).

A analise do teor de proteinas foi realizada segundo o método macro-Kjeldahl
(AOAC 978.04), o qual se baseia na conversdo do azoto total. Na digestdo da matéria

organica, a amostra (0,5 g) foram adicionados 15 mL de acido sulfarico, que ira reter o
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azoto sob a forma de (NH4)2SO4. No aparelho de macro-Kjeldahl é adicionado NaOH,
por volumetria de retrocesso, que ira libertar o azoto sob forma de NHs, posteriormente
coletado por destilagéo a vapor numa solucéo de H>SO4 0,1N. Finalmente, é feita uma
titulagdo com NaOH 0,1N, usando vermelho de metilo como indicador para calcular a
quantidade de azoto, utilizando como fator de corre¢do N (quantidade de azoto) x 6,25, e
0s resultados expressos em g/100 g peso seco.

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

O teor de cinzas foi determinado por incineracdo de cerca de 0,5 g de amostra
em mufla a 600 °C (AOAC 923.03) e, finalmente, o teor de hidratos de carbono foi
calculado por diferenca de todos os parametros obtidos anteriormente. Em ambos, 0s
resultados foram expressos em g/100 g de peso seco.

O valor energético foi calculado segundo o descrito pelo Regulamento (UE) n

1169 (2011) e de acordo com a equacéo (2):

Energia (kcal) = 4 X (g proteina + g hidratos de carbono) + 9 X (g de gordura) 2)

4.3.2. Acucares livres

A partir da amostra utilizada para extracao de Soxhlet (no qual se retirou a fracdo
lipidica), foi pesado aproximadamente 1 g de massa e adicionou-se 1 mL de solucéo de
padrdo interno (melezitose, 25 mg/mL). Posteriormente procedeu-se a extracdo, no qual
foi adicionada a amostra 40 mL de etanol 80%, em banho-maria a 80 °C durante 1 hora e
30 min, com agitagdo intercalada a cada 15 minutos. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas (Centrifuga refrigerada K240R, Centurion, Sussex Ocidental, Reino
Unido) durante 10 min a 3500 rpm, filtradas, e 0 sobrenadante transferido para um bal&o
de vidro no qual se procedeu a evaporacdo do etanol a 50 °C sob pressdo reduzida
(Evaporador rotativo Biichi R-210, Flawil, Sui¢a). A agua obtida apds evaporacdo do
sobrenadante, foi entdo submetida a um processo de deslipidificacdo, onde foi lavada trés
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vezes sucessivas com 10 mL de éter etilico. As amostras foram colocadas a 40 °C para
remocao do éter etilico residual, e o residuo redissolvido em agua destilada para aferido
a5 mL e, posteriormente, filtrado em filtros de nylon de 0,2 um para vials para posterior
andlise do perfil em aclcares no sistema de HPLC.

A determinacdo cromatogréfica dos acUcares livres nas farinhas foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor de indice de refracédo
(HPLC-RI, Knauer, sistema Smartline 1000, Berlim, Alemanha), conforme descrito pelos
autores Barros et al. (2013). O sistema de HPLC (Knauer, sistema Smartline) usado esta
equipado com um detetor de RI (Knauer Smartline 2300) e uma coluna 100-5 NH>
Eurospher (4,6 x 250 mm, 5 um, Knauer). A fase mdvel utilizada foi acetonitrilo/agua
desionizada, 70:30 (v/v) com um caudal de 1 mL/min em modo isocréatico. A identificacdo
dos acucares foi realizada através da comparacdo dos tempos de retencdo relativos dos
picos da amostra com padrdes auténticos e a quantificacdo realizada pela normalizagao
interna da area do pico cromatografico usando o pico da melezitose (Pl) como padrdo. Os

resultados foram expressos em g por 100 g de peso seco da amostra.

4.3.3. Acidos organicos

Foram pesadas aproximadamente 1 g de massa de cada amostra seca de farinha
para um gobolé protegido da luz (previamente envolto em papel de aluminio) e adicionou-
se 25 mL de acido metafosforico (4,5%, v/v) numa concentracdo de 10 mg/mL, a uma
temperatura ambiente de cerca de 25 °C. A mistura foi colocada sob agitacdo magnética
durante 20 minutos e posteriormente filtrada para um tubo de ensaio de 20 mL. Para
analise cromatografica, as amostras foram filtradas para um vial ambar (1,5 mL) através
de filtro de nylon de 0,2 um para posterior analise em HPLC.

A determinacdo cromatografica do perfil em &cidos organicos foi realizada por
cromatografia liquida ultra-rpida acoplada a um detetor de diodos (UFLC-DAD;
Shimadzu Coperation, Kyoto, Japdo) como previamente descrito por Barros et al. (2013).
A separacdo dos compostos foi efetuada através de uma coluna de fase reversa Cig (250
mm x 4,6 mm, 5 um, Phenomenex), termostatizada a 35 °C. A detecdo ocorreu através de
um detetor de diodos (DAD) programado para adquirir os cumprimentos de onda
predefinidos de 215 nm e 245 nm. O solvente de elui¢do utilizado em modo isocréatico
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foi o &cido sulfdrico (3,6 mM, H2S04). A identificacdo dos &cidos organicos e a respetiva
quantificacdo foi determinada por comparagéo dos tempos de retencéo e espetros UV com
padrdes comerciais. A quantificacdo foi realizada por comparacao da area do pico no
comprimento de onda programado com o padrdo comercial correspondente, utilizando
retas de calibragdo de 7 niveis do: Acido oxalico (y= 9x10%x + 45973, R?=0,9901, LOD
= 6,3 pug/mL; LOQ = 20,8 pug/mL); Acido quinico (y = 610607x + 46061, R?=0,9995,
LOD = 11,3 pg/mL; LOQ = 37,6 pug/mL); acido chiquimico (y= 7x10’x + 175156,
R?=0,9999, LOD = 10,2 ng/mL; LOQ = 56,5 ug/mL); e &cido fumarico (y= 154862x +
1x108, R?=0,9977, LOD = 42,5 ng/mL; LOQ = 141,7 pg/mL). Os resultados foram

expressos em g por 100 g de peso seco da amostra.

4.3.4. Acidos gordos

Para a determinacdo do perfil de &cidos gordos, o extrato lipidico obtido ap6s
extracdo por Soxhlet (ver seccao 4.3.1.) foi submetido a um processo de derivatizacdo
para obtencdo de &cidos gordos passiveis de volatilizacdo, denominados FAME (Fatty
acid methyl ester — ésteres metilicos de acidos gordos). Para isso, ao extrato lipidico foi
adicionado 5 mL de uma solucéo de metanol/acido sulfurico/tolueno na proporcéo 2:1:1
(v/viv), e colocado em banho-maria a 50 °C durante 12 horas sob agitacédo de 160 rotacdes
por minuto (rpm). Ap6s o qual, com o intuito de potencializar a separacdo das fases, foi
adicionado 3 mL de 4gua destilada e 3 mL de éter etilico no qual se dissolveram os FAME.
Para eliminar qualquer residuo de agua, o sobrenadante foi colocado em contacto com
uma pequena porcdo de sulfato de sodio anidro, recuperando-se a amostra e filtrando-a
(filtro de nylon 0,2 um) para um vial com tampa de membrana de teflon. Os acidos gordos
foram determinados por cromatografia gasosa acoplada a um detetor de ionizagdo por
chama (GC-FID, instrumento DANI modelo GC 1000, Mildo, Italia), conforme descrito
por Barros et al. (2013).

A identificacdo do perfil de &cidos gordos foi feita através de um sistema GC
(Modelo DANI GC 1000) equipado com um injetor split/splitless, detetor de ionizacdo
de chama (FID, 260 °C) e uma coluna Macherey Nagel (30 m x 0,32 mm x 0,25 pum ds).
O forno foi programado com os seguintes parametros: a temperatura inicial da coluna foi

100 °C, durante 2 min; em seguida, aumentou-se a temperatura a 10 °C/min até 140 °C, 3
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°C/min até 190 °C, 30 °C/min até 260 °C durante 2 min. O hidrogénio (gés de transporte)
tinha um caudal de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A injec¢éo split (1:50) foi
realizada a 250 °C. Para cada andlise injetou-se 1 uL. da amostra. A identificacdo de acidos
gordos foi feita com base nos tempos de retencéo relativos dos picos da mistura padréo
de 37 FAMEs e das amostras. Para o processamento dos resultados utilizou-se o programa
software Clarity 4.0.1.7 (DataApex, Podohradska, Republica Checa), tendo sido

expressos os resultados em percentagem relativa (%) de cada acido gordo detetado.

4.3.5. Tocoferois

Para a extracdo dos tocoferdis, pesaram-se 0,5 g de amostra seca para um tubo
de falcon, ao qual se adicionou 100 pL de butil-hidroxitolueno (BHT, 10 mg/mL em
hexano), 400 uL de tocol (50 pg/mL em hexano, padrdo interno) e 4 mL de metanol. A
mistura foi colocada sob agitacao durante 1 minuto no vértex, apds o qual foi adicionado
4 mL de hexano e 2 mL de solugdo aquosa concentrada de cloreto de sodio (NaCl), e
agitado novamente no vartex. Centrifugou-se a mistura durante 5 minutos a 4000 rpm e
transferiu-se o sobrenadante para um vial de vidro, ao qual tinha sido adicionado duas
colheres de sulfato de sodio anidro, e a amostra foi re-extraida mais duas vezes com 4 mL
de hexano e 2 mL de solu¢cdo aquosa concentrada de cloreto de sddio (NaCl). A cada
extragdo o sobrenadante foi recolhido para o vial de vidro.

O extrato obtido foi entdo seco e concentrado em corrente de azoto para remocao
do n-hexano, e redissolvido novamente em 2 mL de hexano. Foi filtrado para vial ambar
(1,5 mL) através de filtro de nylon de 0,22 um para posterior analise em HPLC.

Os tocoferois foram determinados utilizando o procedimento de extracdo e
caracterizacdo cromatografica, seguindo o procedimento descrito pelos autores Barros et
al. (2013). A analise cromatogréafica foi realizada num sistema HPLC acoplado a um
detector de fluorescéncia, e uma coluna em fase normal de Poliamida Il (250 x 4,6 mm,
5 pum, YMC da Waters) a 35 °C (forno 7971 R Grace), sendo que o sistema foi
programado para excitagdo ao comprimento de onda de 290 nm e emisséo a 330 nm. A
fase madvel consistiu numa mistura de n-hexano e acetato de etilo (70:30 v/v), e um caudal
de 1 mL/min. A analise dos resultados foi efetuada através do software Clarity 2.4

(DataApex), a quantificacdo foi baseada no sinal de fluorescéncia por comparagao
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cromatografica com tocol (padrdo interno). A identificacdo e quantificacdo foram
baseadas na resposta do sinal de fluorescéncia de cada padrao, usando o0 método padrao
interno (tocol) e usando curvas de calibracdo obtidas a partir de padrdes comerciais de

cada composto. Os resultados foram expressos em mg por 100 g de peso seco.

4.4, Avaliacdo do potencial bioativo e perfil em compostos fendlicos

4.4.1. Preparacdo dos extratos hidroetandlicos

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

capacidade antioxidante e perfil fendlico.

4.4.2. Avaliagdo da atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos foi realizada através de dois
métodos distintos: Inibicdo da peroxidacdo lipidica através de substancias reativas do
acido tiobarbitarico (TBARS) e inibicdo da hemolise oxidativa (OxHLIA). Na analise de
TBARS avalia-se a capacidade do extrato atuar contra os oxidantes presentes na fragcdo
lipidica das células de cérebro de porco (Martins et al., 2016), por sua vez, no ensaio
OxHLIA, avalia-se a capacidade do extrato penetrar nas membranas dos eritrocitos de
ovelha de forma a neutralizar os oxidantes responsaveis pela sua destrui¢do (Takebayashi
etal., 2012).
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4.4.2.1. Inibicdo da peroxidacdo lipidica através de substancias reativas do acido
tiobarbiturico (TBARS)

Para a analise da atividade antioxidante através do método TBARS, utilizou-se
o0 protocolo descrito por Sarmento et al. (2015). Os extratos hidroetandlicos liofilizados
foram redissolvidos em etanol:agua (80:20, v/v) para obtencdo de uma solucdo mée de
0,5 mg/mL, diluindo-se sucessivamente para obtencao de seis concentracdes abaixo da
mesma.

Paralelamente, foi preparada uma suspencao de cérebro de porco (Sus scrofa) no
qual foi adicionado uma porcdo de cérebro juntamente com tampdo Tris-HCI (20 mM,
pH 7,4) numa proporcado de 1:2 (m/v), centrifugando-se a mistura a 3500 rpm durante 10
min a uma temperatura de 10 °C para evitar a rancificacdo da mistura.

Em tubos eppendorf foi colocado 200 pL de cada uma das solucBes de extrato
hidroetandlico, as quais se adicionaram 100 pL de acido ascérbico (0,1 mM), 100 pL de
sulfato de ferro (FeSO4 — 10 mM) e 100 pL do sobrenadante do homogeneizado de
cérebro de porco e incubou-se a 37,5 °C durante 1 hora. Ap6s incubacdo, foi adicionado
500 pL de &cido tricloroacético (28% m/v) para parar a reacdo e 380 pL de &cido
tiobarbitarico (2% m/v, TBA), e os tubos foram colocados em banho maria a 80 °C
durante 20 minutos, de forma a promover a reacdo entre 0 TBA e o malondialdeido (MDA
— espécie reativa de oxigénio resultante da peroxidacdo lipidica que ocorre no tecido
cerebral do porco). Posteriormente, centrifugou-se a mistura a 3500 rpm durante 5 min,
para separar os residuos do sobrenadante. A medicdo da intensidade da cor do complexo
MDA — TBA fez-se a 532 nm. A percentagem de inibicdo da peroxidacdo lipidica foi

calculada através da seguinte equacéo (3):

B
% inibi¢do da peroxidagio lipidica = x 100 (3)

onde A e B dizem respeito a absorvancia do controlo (agua) e da solucdo de extrato,
respetivamente. A concentracdo de extrato correspondente a 50% de inibicdo da
peroxidacdo lipidica (ICso) foi calculada a partir do gréfico da percentagem de inibic&o
da formacédo de TBARS em func¢éo da concentragdo de extrato. Como controlo positivo

foi usado o trolox e os resultados foram expressos em pg/mL.
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4.4.2.2. Inibicdo da hemdlise oxidativa (OxHLIA)

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

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

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

foi calculada segundo a seguinte equacéo (4):

P (%) = (St- CHo / So - CHo) x 100 4)
onde S; e So correspondem a densidade Otica da amostra aos tempos t e 0 min,
respetivamente, e CHo € a densidade 6tica da hemdlise completa a 0 min. Os resultados

foram expressos como tempo de atraso da hemolise (At), o qual foi calculado de acordo

com a seguinte equacao (5):
At (min) = Htsp (amostra) - Htso (controlo) (5)
onde Htsg corresponde ao tempo hemolitico de 50% (min) obtido graficamente a partir da

curva de hemolise de cada concentracdo de amostra de antioxidante. Os valores de At

foram posteriormente correlacionados linearmente com as diferentes concentragdes de
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amostra, a partir das quais foi calculada a concentragdo com capacidade de retardar a

hemdlise em 60 min (ICso (60 min), pg/mL).

4.4.3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

4.4.3.1. Atividade antibacteriana

Para a determinacdo da atividade antibacteriana (Carocho et al., 2015), trés
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus - ATCC 11632; Bacillus cereus -
isolado clinico; e Listeria monocytogenes - ATCC 7973) e trés bactérias Gram-negativas
(Escherichia coli - ATCC 25922; Salmonella typhimurium - ATCC 13311; e
Enterobacter cloacae - ATCC 35030) foram estudadas. As seis estirpes de bactérias
foram adquiridas pelo Laboratério de Micologia do Departamento de Fisiologia Vegetal
do Instituto de Investigagdo Bioldgica “SiniSa Stankovi¢” da Universidade de Belgrado
na Sérvia. Usando o método de microdiluicdo, foi determinada a concentragfes minima
inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB) para cada bactéria sob cada
extrato.

A concentracdo das culturas bacterianas foi ajustada espectrofotometricamente a
625 nm até uma concentracdo de 1x10° UFC/mL. Os indculos diluidos foram cultivadas
em meio solido para verificar a auséncia de contaminacdo. As diferentes diluicdes do
extrato hidroetanolico foram pipetadas para uma placa de pogos contendo 100 uL de caldo
de soja triptico (TSB) e, em seguida, adicionou-se 10 pL de inoculo. Incubaram-se as
microplacas por 24 h a uma temperatura de 37 °C. Para a determinacdo da concentracdo
minima inibitéria (CMI - menor concentragdo que produziu uma inibicdo significativa
(em torno de 50%) do crescimento da bactéria em comparacdo com o controle positivo)
foram adicionados 40 pL de cloreto de p-iodonitrotetrazélio (INT) (0,2 mg/mL) e
incubou-se a 37 °C durante 30 min. As concentra¢cBes minimas inibitorias obtidas no teste
de suscetibilidade de varias bactérias ao extrato foram determinadas também por um
ensaio colorimétrico de viabilidade microbiana baseado na reducdo da cor do INT e
comparado com um controle positivo para cada estirpe bacteriana. A concentragédo
minima bactericida (CMB) foi determinada por subcultura em série, colocando 10 pL de

cada pogo que ndo apresentou mudanga de cor em 100 pL. de TSB. A menor concentragao
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que ndo apresentou crescimento apos essa subcultura foi considerada como a CMB. Os
compostos E211 (benzoato de sodio) e E224 (metabissulfito de potéssio), ambos usados
como aditivos alimentares, foram os controlos positivos, e o dimetilsulféxido (DMSO,
5%) usado como controlo negativo. Os resultados de CMI e CMB foram expressos em
mg por mL.

4.4.3.2. Atividade antifungica

Para a determinacdo da atividade antifingica (Carocho et al., 2015), seis estirpes
fangicas (Aspergillus fumigatus - isolado humano; Aspergillus niger - ATCC 6275;
Aspergillus versicolor - ATCC 11730; Penicillium funiculosum - ATCC 36839;
Trichoderma viride - 1AM 5061; e Penicillium verrucosum var. ciclopium - isolado
alimentar) foram utilizadas. Os fungos foram adquiridos pelo Laboratério de Micologia
do Departamento de Fisiologia Vegetal do Instituto de Investigagdo Biologica “SiniSa
Stankovi¢” na Universidade de Belgrado na Sérvia e mantidos em meio malte agar (MA),
armazenados a 4 °C e sub-cultivadas uma vez por més. Os esporos flngicos foram lavados
da superficie das placas de 4gar com solucéo salina estéril a 0,85 % contendo Tween 80
a 0,1 % (v/v). A suspensdo de esporos foi ajustada com uma solucdo salina estéril para
uma concentragdo de aproximadamente 1,0 x 10° num volume final de 100 pL por pogo.
Os in6culos foram armazenados a 4 °C. As dilui¢c@es dos indculos foram cultivadas em
MA s6lido para verificar a auséncia de contaminacéo do indculo.

Através da técnica de diluicdo sucessivas em microplacas de 96 pocos,
determinou-se a concentracdo minima inibitoria (CMI). Adicionou-se ao meio de malte
com o indculo fangico a amostra de extrato e as microplacas foram incubadas durante 72
h a uma temperatura de 28 °C. As concentracGes mais baixas sem crescimento visivel
(usando um microscopio binocular) foram definidas como CMI. As concentra¢es
minimas fungicidas (CMFs) foram determinadas por subcultura em série de 2 pL de cada
pogo que ndo apresentou mudanga de cor, em microplacas contendo 100 pL de caldo de
malte por pocgo e posterior incubadas durante 72 h a 28 °C. A menor concentragdo sem
crescimento visivel foi definida como CMF, indicando 99,5% de morte do indculo
original. Os compostos E211 (benzoato de sddio) e E224 (metabissulfito de potassio),

ambos usados como aditivos alimentares, foram os controlos positivos, e o
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dimetilsulfoxido (DMSO, 5%) usado como controlo negativo. Os resultados de CMI e

CMF foram expressos em mg por mL.

4.4.4. Avaliacdo da atividade hepatotoxica

Para a avaliacdo in vitro do potencial hepatotdxico foi utilizado o ensaio da
Sulforrodamina B (SRB) descritos pelos autores (Abreu et al., 2011). Os extratos foram
analisados em concentraces de 8 a 0,125 mg/mL. As células ndo tumorais foram
preparadas a partir de figado de porco obtido no matadouro local, tendo sido designadas
por PLP2. O tecido de figado foi lavado com solu¢cdo HBSS (Hank's balanced salt
solution) contendo 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e dividido em
explantes. Alguns destes explantes foram colocados em frascos de tecido de 25 cm?, com
meio DMEM suplementado com sérum fetal de bovino 10%, 2 mM de aminoacidos nao
essenciais e 100 U/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina e incubados a
temperatura de 37 °C com atmosfera humidificada com 5% de CO. Fez-se um
acompanhamento do crescimento celular, renovando-se 0 meio a cada dois dias.
Posteriormente foram transferidos para as microplacas de 96 pogos 190 pL da cultura
celular com densidade adequada (1,0x10* células/poco), e a analise efectuada para cada
uma das diluigdes do extrato seguindo o ensaio SRB. Para cada linha celular testada foram
obtidas curvas de dose-resposta tendo sido calculados os valores de Glso, correspondentes

a concentracao de extrato que inibe 50% da proliferacdo celular (Abreu et al., 2011).

4.4.5. Determinacdo do perfil em compostos fendlicos

Para a andlise cromatografica foi utilizado um sistema Dionex Ultimate 3000
UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) equipado com uma bomba quaternaria,
um injetor automatico (a 5 °C), um desgasificador e um compartimento de coluna com
termdéstato automatizado. A dete¢do dos compostos foi efetuada com detetor de diodos
(DAD), usando os comprimentos de onda de 280 nm, 330 nm e 370 nm. Para a separacao
dos compostos, utilizou-se uma coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2 de fase reversa Cis
(4,6 x 150 mm, 3 um; Milford, EUA) termostatizada a 35 °C. A fase movel utilizada foi

(A) &cido formico/agua (0,1%) e (B) acetonitrilo. O gradiente de eluig&o estabelecido foi
32



isocratico: 10% a 15% B até 5 min, 15-20% B até 5 min, 20-25% B 10 min, 25-35% B
10 min, 35-50% B 10 min e reequilibracao da coluna por 10 min, sendo definida uma taxa
de fluxo de 0,5 mL/min. O sistema de HPLC descrito encontrava-se também interligado
a um espectrometro de massa (MS).

A detecdo de MS foi feita utilizando uma espectrémetro de massa lon Trap Linear
LTQ XL (ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA), equipada com uma fonte ESI (fonte de
ionizacao electrospray). O gés de arraste utilizado foi azoto (50 psi). O sistema trabalhou
com uma voltagem de spray de 5 kV, a uma temperatura inicial de 325 °C e tensdo capilar
de -20 V. A voltagem do tube lens offset foi mantida a -66 V. Os espetros foram gravados
em modo de ido negativo entre 100 e 1500 m/z. A energia de colisdo utilizada foi de 35
(unidades arbitrarias). Os dados foram recolhidos e analisados utilizando o programa
Xcalibur® (Thermo Finnigan, San Jose, CA, EUA). Para a identificacdo dos compostos
procedeu-se a comparacao dos dados obtidos (tempos de retencédo, espectros UV-Vis e
espectros de massa) com dados disponiveis na literatura e, quando disponiveis, com 0s
padrdes. Para andlise quantitativa, obtiveram-se as curvas de calibracdo por injecao de
solugBes-padrdo com concentragdes conhecidas: Acido clorogénico (y = 168823x -
161172, R2 = 0,9999, LOD = 0,20 pg/mL; LOQ = 0,68 pg/mL); Acido cafeico (y =
388345x + 406369, R? = 0,9939, LOD=0,78 ug/mL; LOQ = 1,97 ng/mL); Apigenina-6-
C-glucésido (y = 107025x + 61531, R2 = 0,9989; LOD = 0,19 pg/mL; LOQ = 0,63
pg/mL), baseadas nos sinais UV-Vis e utilizando o comprimento de onda méximo de
absorcéo de cada composto padrdo. Nos casos em que néo se verificou disponibilidade
de padrdes para 0s respetivos compostos, a quantificacao foi feita através de curvas de
calibracdo de compostos do mesmo grupo fendlico. Os resultados foram expressos em

mg de composto por mg/g de extrato.

4.5. Aplicagéo das farinhas de PANC em produtos de panificagéo

Para elaboragéo dos pées foram feitas duas formulag¢Ges, uma para o pao controlo
e outra para as demais amostras (Tabela 2). Utilizou-se uma Panificadora Doméstica
Britania Multipane 2P, ajustada na opcéo Il para 900 g e cor escura, com programagao no
ciclo 11, indicado para preparar pdes com a casca mais fina e macia. Esta opcéo prepara
a massa na etapa de mistura, fermenta a massa e finalmente, coze o péo, totalizando 3

horas para elaboracdo dessas trés etapas. Apos a cozedura, os paes foram desenformados
33



a frio e deixados em repouso durante 1 h para total arrefecimento e posterior analises. No
pdo controlo ndo foi adicionado farinha de PANC. Nas demais formulagdes, usou-se
farinhas de PANC (farinha de niger, painco e alpiste) como substituicéo parcial da farinha
de trigo (20%). Em testes preliminares, o uso de mais de 20% da farinha de PANC afetava
severamente a qualidade do pdo, tendo sido utilizado 20% como a propor¢do maxima de

farinha de PANC para a realizacdo deste estudo.

Tabela 2. Formulacédo para preparo do pdo controle e paes com farinha de PANC.

Ingredientes Controlo (g) 20% de PANC (g)
Farinha de trigo 375,00 300,00
Farinha de PANC 0 75,00

Agua 217,50 217,50

Oleo 33,75 33,75
AcUcar 22,50 22,50

Sal 7,50 7,50
Fermento bioldgico seco 7,50 7,50

4.5.1. Delineamento de misturas

Para avaliar o efeito combinado dessas trés variaveis (farinha de niger, painco e
alpiste) nas caracteristicas fisicas, foi aplicado um delineamento estatistico experimental
pelo método simplex centroide {3,2} conforme Scheffé (1963) aumentado com pontos
interiores (Figura 10). A metodologia descreve o comportamento de um sistema no qual
estdo combinadas as varidveis independentes (xi; Xj; xk) e a variavel dependente ou
resposta (Yi). A resposta € uma funcdo dos niveis nos quais estes fatores foram
combinados e definidos.

De acordo com Cornell (2011), cada resposta (Y) foi modelada como uma

funcdo de fatores codificados (xi; xj; xk) pela média da equacéo (6).

Y= Z Bix; + Zi Bijxix; + Z Z 23: BijkXiXjXK (6)

3
i=1 i<j i<j<k
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Niger

Alpiste O Painco

Figura 10. Método simplex centroide {3,2} para delineamento de misturas.

As composicoes foram formuladas empregando a metodologia de delineamento
de misturas do desenho experimental conforme Calado & Montgomery (2003). As
combinagdes das misturas de acordo com o delineamento das farinhas e a quantidade em
massa que foi adicionada de cada farinha de PANC encontram-se na Tabela 3. Portanto,
0 delineamento para trés componentes foi composto de 7 ensaios, sendo a Amostra 1
(20% niger), Amostra 2 (20% pain¢o), Amostra 3 (20% alpiste), Amostra 4 (10% niger e
10% painco), Amostra 5 (10% niger e 10% alpiste), Amostra 6 (10% paingo e 10%
alpiste) e Amostra 7 (6,6% niger, 6,6% painco e 6,7% alpiste).

Tabela 3. ComposicGes de PANC nas farinhas obtidas através do planejamento em
simplex centroide aumentado.

Amostra Niger (%) Massa (g) Painco (%) Massa (g) Alpiste (%) Massa (g)

Controlo 0 - 0 - 0 -
Amostra 1 100 75 0 - 0 -
Amostra 2 0 - 100 75 0 -
Amostra 3 0 - 0 - 100 75
Amostra 4 50 37,5 50 37,5 0 -
Amostra 5 50 37,5 0 - 50 37,5
Amostra 6 0 - 50 37,5 50 37,5
Amostra 7 33,3 25 33,3 25 33,4 25

4.5.2. Caracteristicas fisicas dos paes

A cor do miolo do péo foi determinada em fatias de aproximadamente 25 mm

através de um colorimetro (modelo CR-400, Konica Minolta Sensing Inc) utilizando os
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parametros de cor L* (luminosidade, L = 0 é preto e L = 100 é branco), a* (vermelhiddo
ou verde, a =- 60 é verde e a = 60 € vermelho) e b* (amarelo ou azul, b =-60 é azuleb
= 60 é amarelo) (Ayadi et al., 2009).

O volume total dos paes foi obtido pelo método de deslocamento de sementes
(Método 10-05 - AACC, 2001). Para andlise do volume total, cada pdo foi previamente
pesado em balanca analitica de precisdo, e em seguida, utilizando o método de
deslocamento de sementes, colocou-se o pao dentro do recipiente com volume conhecido
e preencheu-se 0 volume restante utilizando as sementes. Medindo o volume da semente
utilizada pode-se encontrar o volume total do pdo através da diferenca entre o volume do
recipiente e o volume das sementes utilizadas para preencher o mesmo. Para estabelecer
o volume especifico do pdo, dividiu-se o volume total do pdo (cm®) pela sua massa (g)
apos a cozedura (Chen et al., 2019).

Finalmente, a anlise de textura dos pées foi realizada ap6s a cozedura pelo teste
de compressdao do miolo (Método 74-09, AACC, 2001). Para tal, um texturémetro
TA.XT.plus (Stable Micro Systems, UK), equipado com uma célula de carga de 5 kg e
uma sonda cilindrica de 36 mm de didametro foi utilizado. Os péaes foram cortados em
fatias com uma altura de 25 mm, e em seguida, a textura do pao foi determinada no modo
de inicio e retorno. Os parametros utilizados foram velocidade de pré-teste: 1 mm/s,
velocidade do teste: 1,7 mm/s, velocidade de pos-teste: 10 mm/s. As fatias de paes a serem
analisadas foram ajustadas no equipamento. A forca de contato foi ajustada para5 g e a
distancia de retorno para 30 mm. A sonda cilindrica foi usada para comprimir a amostra
em 40% da sua altura original. A analise foi efetuada ap6s recolha de dados pelo software

de anélise de texturas Exponent Connect Lite conectado ao texturémetro.

4.6. Analise estatistica

Para cada analise com a amostra seca e respetivo extrato hidroetanélico, todos 0s
ensaios foram realizados em triplicado, sendo que os resultados foram expressos como
valores médios e desvio padrdo (DP). As diferengas significativas entre amostras foram
analisadas através da analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do teste HSD
de Tukey com p = 0,05 utilizando o IBM SPSS Statistics for Windows, Versao 23.0.
(IBM Corp., Armonk, Nova York, EUA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO




5. Resultados e Discussao

5.1. Analise granulométrica e indice de absorcéo de 4gua das farinhas de PANC

Os resultados referentes a granulometria das particulas das trés farinhas obtidas a
partir de sementes de niger, painco e alpiste estdo descritos na Tabela 4. De acordo com
Silva et al. (2009), o estudo granulométrico das farinhas usadas para panificacdo é dos
pontos mais relevantes nas propriedades fisicas das mesmas, uma vez que o tamanho das
particulas constituintes da farinha interferira em diversos parametros de qualidade, tais
como no indice de absor¢do de &gua e, por consequéncia, na textura, na qualidade

sensorial, e no aspecto visual do pao.

Tabela 4. Granulometria e indice de absor¢do de agua (IAA) das farinhas de PANC.

Abertura % Retido
Malha . - -
(mm) Niger Painco Alpiste

20 0,850 24,36 17,17 7,90
30 0,600 34,73 19,94 19,37
35 0,500 31,84 30,85 45,88
50 0,300 7,84 16,14 10,25
60 0,250 0,40 2,15 1,99
100 0,150 0,14 10,22 12,98
Fundo <0,150 0,70 3,54 1,63
IAA (%) 61,63 53,77 52,24

Foi possivel observar que a maior percentagem de massa de farinha de niger ficou
retida na peneira de malha 30, 34,73%, enquanto que para as farinhas elaboradas com
sementes de paingo e de alpiste a maior porcentagem de massa retida ficou na peneira de
malha 35, 30,85% e 45,88% respetivamente. Clerice e El-Dash (2008) realizaram um
estudo semelhante com farinha integral produzida a partir de gréos de arroz, no qual
apresentou 63% de retencdo em malha 60 e 80, e 37% em malha acima de 100. Em
comparacdo com o presente trabalho, as farinhas de PANC tiveram uma grande
percentagem de retencdo em malhas de maior abertura (niger, painco e alpiste
apresentaram respetivamente 91%, 68% e 73% de retencdo entre as malhas de 20 e 35),
0 que significa que as particulas obtidas sdo de maior calibre quando comparadas com a

farinha de arroz integral, mas ainda assim sdo designadas de solidos finos. Estas
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diferencas entre farinhas estdo relacionadas com as caracteristicas dos gréos,
principalmente devido & sua resisténcia mecénica referentes as fibras alimentares (Zhang
et al., 2018). Parametros como dureza do grdo e preparacdo da matéria prima antes do
processo de trituracdo podem interferir no tamanho das particulas da farinha (Greffeuille
etal., 2007; Hruskova et al., 2006). E de ressalvas que o método utilizado para a trituragio
do grdo também vai influenciar no didmetro das particulas, tanto em relacdo ao
equipamento utilizado como as condic¢des adotadas (Marangoni, 2007).

Também foi aferido o indice de absorcéo de agua (IAA) nas farinhas de PANC
(Tabela 4), sendo que este indice indica a integridade dos gréos de amido e a capacidade
dos mesmos de absorverem agua quando gelatinizados. Nas amostras em estudo este
indice foi de 61,63%, 53,77% e 52,24% para niger, paingo e alpiste, respetivamente. Pode
também ser observado que existe uma relacdo entre o IAA e o tamanho das particulas, no
qual o IAA diminui em tamanhos de particulas menores. A semente de niger que
apresentou maior granulometria, como descrito anteriormente, apresentou também o
maior indice de absor¢do de agua. Comparativamente com a farinha de trigo,
convencionalmente usada para a preparacdo de produtos de panificacdo, os valores
obtidos sdo um pouco mais baixos, tendo sido descritos indices de absorcao de agua de
aproximadamente 77% (Manupriya et al., 2020). Teoricamente, os valores obtidos para a
amostra de niger sdo favoraveis, uma vez que de acordo com o Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (ICTA), as farinhas que apresentem valores de absor¢do de dgua
menores que 55% ndo sdo as mais indicadas para a panificacdo, mas sim para a preparacao
de biscoitos ou em misturas com outras farinhas (menor atividade de 4gua). Com baixos
IAA as farinhas tém pouca capacidade de absor¢édo e consequentemente, de dissolucao
dos ingredientes e de unido das particulas ao gluten (molécula necessaria para a estrutura
do pdo). Ainda, as farinhas que possuem um elevado teor de fibras dietéticas podem
aumentar o indice de absorcdo de &gua e por conseguinte, estes dois aspectos juntos
alteram de forma negativa o desenvolvimento de pées (Zhang et al., 2018). As sementes
de painco e alpiste necessitariam por isso de serem misturadas com outras farinhas para

um desenvolvimento melhor de produtos de panificagéo.
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5.2. Perfil nutricional de farinhas de sementes de niger, paingo e alpiste

Os resultados do perfil nutricional das sementes de niger, painco e alpiste estdo
apresentados na Tabela 5. Como era expectavel, todas as amostras de semente em estudo
apresentaram niveis muito baixos de humidade, 11,3 + 0,4 g/100 g ps na amostra de
alpiste, 10,9 + 0,59/100 g ps na amostra de paingo e 6,9 + 0,2 g/100 g ps na amostra de
niger. Os hidratos de carbono foram identificados como o0 macronutriente maioritario para
as amostras de paingo (76,5 £ 0,3 g/100 g ps) e alpiste (64,9 + 0,3 g/100 g ps), seguido
pelas proteinas, 16,60 + 0,04 e 22,5 + 0,4 g/100 g ps, respetivamente. No entanto, para as
sementes de niger, ndo foi verificado o mesmo perfil, apresentando as gorduras totais
como 0s compostos maioritarios em termos de valor nutricional (37,5 £ 0,1 g/100 g ps),
seguido pelos hidratos de carbono (36,5 + 0,3 g/100 g ps) e proteinas (22,9 + 0,3 g/100 g
ps). Em consequéncia deste elevado contetdo em gordura total, foi também na amostra
de sementes de niger que se obteve o maior valor energético (575 + 1 kcal/100 g ps). Esta
grande diferenca das sementes de niger esta de acordo com o0s autores que reportam que
as sementes de niger sdo das principais oleaginosas de grande importancia comercial, com
um elevado contetido em gordura (Bhagya & Sastry, 2003; Ramadan & Médrsel, 2003;
Getinet & Sharma, 1996) e com uma percentagem de proteina cerca de 30% do contetdo
em macronutrientes (Bhagya & Sastry, 2003). As cinzas tiveram baixa representatividade

em todas as amostras estudadas.

Tabela 5. Valor nutricional das sementes de niger, paingo e alpiste (MD + DP).

Niger Painco Alpiste
Humidade (g/100 g ps) 6,9 +0,2° 10,9 + 0,5 11,3+0,4°
Gordura total (9/100 g ps) 37,5+£0,1° 4,3+0,1° 6,9 +0,3"
Proteina (g/100 g ps) 229+0,3° 16,60 + 0,04° 22,5 +0,4°
Cinzas (g/100 g ps) 32+0,2° 2,6 £0,4° 57+0,3
Hidratos de carbono (g/100 g ps) 36,5+0,3° 76,5+0,3° 64,9 +0,3"
Valor energético (kcal/100 g ps) 575+ 12 411 +1° 412 + 2°

ps- peso seco; em cada linha letras diferentes significam diferencas significativas (p<0,005).

Os teores de humidade das trés amostras analisadas revelaram-se menores ao
valor maximo permitido pela legislagéo vigente em Portugal (DRE, 2003), que €é de cerca

de 14,5%. Este parametro é considerado um dos principais responsaveis pelas alteracdes
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nas caracteristicas nutricionais, organolépticas, fisicas e microbioldgicas das farinhas,
sendo um fator de aceleracéo de reagdes quimicas (Costa et al., 2008). E por isso relevante
para conservacao das farinhas e tempo de prateleira estimado do produto final.

Em estudos anteriores com sementes de alpiste, realizado por Batista et al.
(2020), os resultados relativamente ao seu valor nutricional foram concordantes com 0s
apresentados neste trabalho, apresentando os hidratos de carbono como os principais
macronutrientes (65,99 £ 0,2%) e cinzas com a menor representatividade (6,31 + 0,13%).
Aal et al. (2011) apresentou niveis concordantes para as proteinas (22,7 g/100 g ps) em
duas cultivares de sementes de alpiste, com pélo e sem pélo. O mesmo autor, faz também
uma comparagdo com sementes de trigo, onde os teores de proteinas e cinzas sao menores
do que os obtidos neste estudo, mas maiores relativamente aos teores de gordura.

Relativamente as amostras de painco, Saleh et al. (2013), no seu artigo de revisdo
sobre a qualidade nutricional do paingo, seu processamento e potenciais beneficios para
a saude, revela niveis de hidratos de carbono, gorduras, proteinas e energia (63,8 g; 3,5
0; 12,5 g; 364 kcal /100 g, respetivamente) menores do que as obtidas no presente estudo.
No entanto, o macronutriente maioritario foram também os hidratos de carbono, seguidos
das proteinas. O teor em cinzas apresentou-se em menor quantidade.

Finalmente, Bhagya & Sastry (2003) descreveu teores de composicao nutricional
de sementes de niger, muito semelhantes as aqui descritas, nomeadamente no teor,
proteina (24,0 g/100 g ps) e cinzas (3,1 g/100 g ps). Fatima et al. (2015), no seu estudo
com duas espécies de niger (uma importada e outra cultivada no EUA) revelou teores de
gordura semelhantes as aqui descritas, no entanto distintos entre as cultivares (36,5 - 38,2
g/100 g ps) os quais demonstram a diferenga obtida em analises feitas com diferentes

espécies.

5.3. Perfil em acgucares, acidos organicos, acidos gordos e tocoferois

Os resultados da composigdo em aguUcares livres e acidos organicos das sementes
de niger, paingo e alpiste estdo presentes na Tabela 6. Os agucares interferem em diversos
processos durante o ciclo de vida das plantas, armazenando sobretudo energia para
auxiliar na sintetizacao de outros compostos organicos (Shah et al., 2019). Em relacéo ao
perfil em agUcares livres, foi apenas identificado um dissacarideo (sacarose) nas trés

amostras, sendo a amostra de niger a que revelou maior contetdo, 1,90 + 0,01 g/100 g ps.
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Nos estudos realizados por Ramadan & Morsel (2003) com semente de niger,
identificaram apenas a glucose como agucar, estando o seu teor altamente dependente do
gendtipo e tempo de germinacédo da semente (Ceccaroni et al., 2020). A semente de alpiste
apresentou um teor para a sacarose de 0,54 + 0,01 g/100 g ps, valor menor do que 0
descrito por Aal et al. (1997), no qual revela outros agucares soliveis como a frutose e
glucose, estando a sacarose como aglcar maioritario. A semente de paingo revelou o
menor teor de acucar (0,37 £ 0,01 g/100 g ps), no entanto a sua presenca ja tinha sido

descrita por outros autores (Ceccaroni et al., 2020).

Tabela 6. Composicao de agucares livres e acidos organicos das sementes das sementes
de niger, painco e alpiste (MD + DP).

Acucares Livres (g/100 g ps) Niger Paingo Alpiste
Sacarose 1,90 + 0,01° 0,37 £0,01¢ 0,54 +0,01°
Acidos Organicos (g/100 g ps)

Oxalico 0,324 + 0,003° 0,32 +0,01° 0,35+ 0,022
Quinico 0,050 + 0,003° 24+0,1° 2,70 £ 0,032
Chiquimico 1,04 £ 0,04 nd nd
Fumarico 0,0010 + 0,0001 Vg nd
Total 1,41 +0,05¢ 2,7+0,23P 3,0+0,1°

ps — peso seco; nd — n&o detetado; vg- quantidades vestigiais; Curvas de calibragio para acidos organicos: Acido oxalico
(y= 9x10% + 45973, R?=0,9901, LOD = 6,3 ug/mL; LOQ = 20,8 ug/mL); Acido quinico (y = 610607x + 46061,
R?=0,9995, LOD = 11,3 pug/mL; LOQ = 37,6 pug/mL); acido chiquimico (y= 7x107x + 175156, R?>=0,9999, LOD = 10,2
pg/mL; LOQ = 56,5 ug/mL); e &cido fumarico (y= 154862x + 1x10°, R?=0,9977, LOD = 42,5 ug/mL; LOQ = 141,7

pg/mL). Em cada linha letras diferentes significam diferengas significativas entre espécies (p<0,05).

A par dos agUcares, também os acidos organicos desempenham func@es muito
importantes no metabolismo das plantas, tanto como produtos intermediarios ou finais,
como parte importante das interacbes microbianas e producao de energia (Chahardoli et
al., 2020), para além de contribuirem para as caracteristicas organolépticas como sabor e
aroma devido aos seus grupos acidos (Vallarino & Osorio, 2019). Foram identificados no
total quatro acidos organicos, nomeadamente, quinico, oxalico, chiquimico e fumarico.
Foi apenas na amostra de sementes de niger que se observaram 0s quatro compostos, no
entanto foi a amostra que revelou menor quantidade em &cidos orgéanicos totais (1,41 +
0,05 g/100 g ps). As amostras de paingo e alpiste revelaram teores muito semelhantes em
acidos organicos totais (apesar das diferencas estatisticas significativas), 2,7 £ 0,2 e 3,0
+ 0,1 g/100 g ps, respetivamente, sobretudo devido a presenca de acido quinico, 2,4 + 0,1
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e 2,70 £ 0,03 g/100 g ps, respetivamente, que representou mais de 89% do total. O acido
quinico tem sido descrito como tendo muitas propriedades benéficas para a satde do
consumidor, entre as quais, efeitos anti-inflamatorio e antioxidante (Jang et al., 2017), o
que revela a importancia do uso destas sementes na industria alimentar e na sua aplicagédo
em novos produtos que vao de encontro as preocupagdes do consumidor.

Na Tabela 7 estdo descritos o perfil em &cidos gordos e tocoferois (compostos
mais lipossoluveis, correspondendo a fracéo lipidica das amostras) das sementes de niger,
paingo e alpiste. No geral, entre as trés amostras, foram identificados 13 acidos gordos.
Como foi dito anteriormente, a semente de niger é das oleaginosas mais importantes em
todo o mundo a nivel comercial devido ao seu alto contetldo em 6leo e os efeitos benéficos
a ele associado, e neste estudo pudemaos verificar precisamente essa tendéncia, revelando
ndo s6 o mais alto teor em gordura total, mas também o mais alto teor em acidos gordos
polinsaturados (PUFA), com 78,1 + 0,7% relativa. Esta alta percentagem de PUFA deve-
se sobretudo a presenca de acido linoleico (C18:2n6c, 78,1 + 0,7%), seguido de &cido
palmitico (C16:0; 12,1 + 1,4%) e 4cido estearico (C18:0; 9,74 £ 1,4%). De ressalvar que
nas amostras de niger foram identificados somente 4 acidos gordos. Nas amostras de
painco, os valores ficaram divididos entre o contetido em &cidos gordos saturados (SFA)
e monoinsaturados (MUFA), 44,97 + 1,01 e 44,4 + 0,8%, respetivamente, sobretudo
devido a presenca de acido oleico (C18:1n9c, 44,4 + 0,7%), e em seguida de &acido
palmitico (C16:0; 26,1 + 0,4%), acido linoleico (C18:2n6¢c; 10,6 + 0,3%), acido
heptadecanoico (C17:0; 10,4 + 0,6%) e acido estearico (C18:0; 5,4 £ 0,2%). A amostra
de alpiste, foi aquela que, infelizmente, revelou maiores teores em &cidos gordos
saturados (52,48 + 0,02%), e em seguida de MUFA (46,1 + 0,1%), no entanto é um
MUFA que surge como 0 composto maioritario, o acido oleico (C18:1n9c, 45,59 +
0,11%), precedido de dois SFA’s com concentra¢des significativas, acido palmitico
(C16:0, 34,51 + 0,13%) e &cido heptadecanoico (C17:0, 9,6 = 0,1%), que elevam a
concentracdo deste tipo de moléculas na amostra. Os outros acidos gordos identificados
nas trés amostras revelaram concentragdes particularmente baixas, abaixo dos 5%.

A amostra de niger, mesmo sendo a amostra com a menor quantidade de acidos
gordos encontrados, foi a que se destacou entre as trés amostras estudadas. Os acidos
gordos polinsaturados sdo compostos essenciais para a saude humana, por
desempenharem funcges significativas como neurogénese e memoria, mas também no

desenvolvimento e manutengdo da estrutura cerebral durante o estagio embrionério e

43



adultos (Khan & He, 2017). De acordo com alguns estudos, a ingestao insuficiente de
acidos gordos polinsaturados esta diretamente relacionada com uma maior possibilidade
de aparecimento de doencas cardiovasculares, cerebrais, inflamatorias e até mesmo
cancro (Kraic et al., 2018). Por isso, a fracdo lipidica da semente de niger apresenta-se

nutricionalmente valiosa, como jé tinha sido referido.

Tabela 7. Composicdo em acidos gordos (%) e tocoferdis das sementes de niger, pain¢o

e alpiste (MD + DP).

Niger Paingo Alpiste
Acido caproico (C6:0)* nd 1,7+0,2 1,18 +£0,03
Acido caprilico (C8:0)* nd 0,96 + 0,03 0,82 + 0,04
Acido caprico (C10:0) nd nd 0,11 +0,01
Acido hendecandico (C11:0)* nd 0,23 +0,02 0,19+0,01
Acido tridecanoico (C13:0) nd nd 0,055 + 0,001
Acido miristico (C14:0)* nd 0,19+0,01 0,515 + 0,002
Acido pentadecilico (C15:0) nd nd 0,145 +0,01
Acido palmitico (C16:0) 12,1+1,4° 26,1 +0,4° 34,51+0,132
Acido margarico (C17:0)* nd 10,4 +£0,6 9,6+0,1
Acido estearico (C18:0) 9,7+14° 5,4 + 0,22 5,3+0,22
Acido oleico (C18:1n9)* nd 44,4 +0,7 4559 + 0,11
Acido linoleico (C18:2n6) 78,1+0,7° 10,6 +0,3° 1,45+0,13°
/(A(\.;:ZI(;(:')]-():IS-].].-EICOSEI’IOICO nd nd 0.478 + 0,002
SFA 21,8+ 1,4° 44,97 +1,01° 52,48 + 0,022
MUFA* nd 44,4 +£0,8 46,1+£0,1
PUFA 78,1+0,7° 10,6 £0,3° 1,45+0,13°
Tocoferois (mg/100 g ps)
a-Tocoferol 93,18 +0,18% 0,12 +£0,01° 0,08 +0,01°
B-Tocoferol 1,06 +0,01° 0,07 £0,01° 0,52 +0,01°
y-Tocoferol 1,15 +0,29° 3,00 +£0,03? 0,12 +0,01°
d-Tocoferol 0,70 £ 0,142 0,67 £0,03? 0,19 £0,19°
Total 96,09 + 0,33? 3,85+ 0,04° 0,91 +£0,01°

ps — peso seco; nd — ndo detetado; SFA — saturated fatty acids (&cidos gordos saturados); MUFA —
monounsaturated fatty acids (acidos gordos monoinsaturados); PUFA — polyunsaturated fatty acids (&cidos
gordos polinsaturados). Em cada linha letras diferentes significam diferencas significativas entre espécies
(p<0,05). *valor de p > 0,001 pelo teste de t-student.

Estudos anteriores também evidenciaram os &cidos linoleico, palmitico e
estedrico, como os acidos maioritarios em sementes de niger (Fatima et al., 2015; Sarin
etal., 2009). J& para as sementes de painco, a literatura cita o acido linoleico como o acido
em maior quantidade, seguido dos acidos oleico e palmitico, (Kalinova, 2007). Em

estudos realizados com a semente de alpiste, também foram identificados os acidos oleico
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e palmitico como os compostos maioritarios, entretanto, para além desses dois a literatura
também cita como principal acido gordo o &cido linoleico (Aal et al., 2020; Salah et al.,
2018). As diferencas encontradas a nivel de perfil em &cidos gordos com a literatura,
podera ser devido a diferenca geografica das amostras estudadas, variedade,
processamento e armazenamento das amostras, mas também ao grau de maturagdo das
mesmas.

Todas as isoformas de tocoferdis (o, B, y € 6) foram detetadas nas sementes de
niger, alpiste e pain¢o. Novamente, as sementes de niger, foram as que revelaram maiores
teores de tocoferdis (96,09 £ 0,33 mg/100 g ps), sobretudo devido a presenca de a-
tocoferol (93,18 + 0,18 mg/100 g ps), seguida de y-tocoferol, B- e &-tocoferol, que
totalizaram uma concentracédo de 2,91 mg/100 g ps. Na amostra de painco, a molécula de
y-tocoferol foi a mais abundante (3,00 £ 0,03 mg/100 g ps). Ja para a amostra de alpiste,
a isoforma de B-tocoferol foi a molécula em maior quantidade (0,52 £ 0,01 mg/100 g ps).

O elevado teor em tocoferois encontrado nas amostras de niger € confirmado
pelo descrito por Mariod et al. (2017), que descreve aproximadamente 90% da
composicao total em tocoferdis devido a presenca da isoforma o-tocoferol. Existem
poucos estudos na literatura sobre o perfil de tocoferdis nas amostras de semente de niger
inteiras. No entanto, num estudo com o 6leo da semente, realizado por Marini et al.
(2003), o valor transformado para mg/100 g variou entre os 76,2 a 82,3 mg/100 g que,
comparado com a semente inteira € menor do que o aqui descrito. Entretanto, Ramadan
& Modrsel (2004) descrevem valores superiores para o teor de B, y e d-tocoferol na fracéo
lipidica da semente de niger (33,1; 57,0; e 18,5 mg/100 g, respetivamente) e valor inferior
de a-tocoferol (86,1 mg/100 g) . As sementes de paingo também apresentaram um
contetdo consideravel em tocoferdis. Em estudos anteriores realizados com o 0leo de
outra variedade de paingo foi descrito um maior contetdo em y-tocoferol (48,79 mg/100
g 6leo) (Liang et al., 2010). Algumas diferencas de valores sdo justificadas pelos
diferentes métodos de extracdo e diferentes partes da planta analisada, bem como pelo
facto de que os tocoferdis sdo facilmente oxidaveis pela agdo de alguns fatores, como por
exemplo, o calor e presenca de luz e humidade (Bhavsar et al., 2017).

A vitamina E, como dito anteriormente, possui quatro tipos de isoformas (o -
alfa, B - beta, y - gama e 6 — delta). Esta abundantemente descrito que a isoforma o é
responsavel por 50% da agdo antioxidante atribuida a estas biomoléculas, enquanto que,

a isoforma f possui entre 25-50% e as isoformas y e 6 ronda os 10-35% (Ramadan et al.,
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2013). Desta forma, sendo a isoforma a-tocoferol a mais ativa biologicamente, o corpo
humano tem maior necessidade de obté-la através da dieta. Desta forma, a vitamina E €
importante por ser eficiente na prevencédo de doencas além de se mostrar como composto
com potencial antinflamatorio e potenciador imunologico (Azzi, 2018). Pode-se por isso
observar que as sementes estudadas, principalmente as sementes de niger, sdo importantes

fontes deste tipo de compostos bioativos.

5.4. Avaliacdo das propriedades bioativas

5.4.1. Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo compostos que inibem ou previnem o stresse oxidativo,
através de mecanismos como inibicdo da peroxidacao lipidica e eliminacdo de radicais
livres, dependendo do agente oxidativo (Carocho et al., 2014). Ha diversos métodos in
vitro com o objetivo de identificar a capacidade antioxidante de uma amostra. Neste
trabalho propos-se a avaliagdo das propriedades antioxidantes in vitro por inibigdo da
peroxidacao lipidica em tecidos cerebrais de porco através da formacao de substancias
reativas do acido tiobarbitdrico (TBARS) e inibicdo da hemdlise oxidativa em eritrocitos
isolados do sangue de ovelha (OxHLIA). Os resultados dos ensaios de atividade
antioxidante estdo apresentados na Tabela 8 e sdo expressos em ICso (ug/mL). Nos
resultados descritos, encontra-se a concentracdo do extrato hidroetan6lico necessario para
inibir 50% da peroxidacédo lipidica no tecido lipidico do cérebro de porco e para proteger
50% da populacdo de eritrocitos (provenientes de sangue de ovelha) da acdo hemolitica
causada pelo agente oxidante. Assim, quanto menor a concentracdo de 1Cso, maior a
capacidade de inibicdo da formacdo de TBARS e maior a acdo anti-hemolitica e das
amostras.

Os trés extratos hidroetandlicos testados revelaram capacidade antioxidante para
0 ensaio de TBARS. Todas as amostras apresentaram elevada atividade no ensaio com
diferengas significativas entre si. A amostra de alpiste foi a que revelou melhor
capacidade com um ICso de 0,092 £ 0,002 pg/mL, seguida de pain¢o com I1Csg de 0,187
+ 0,001 pg/mL e niger com ICso de 2,31 £ 0,03 pg/mL. Todas as amostras testadas

apresentaram um ICso inferior ao apresentado pelo padréo utilizado neste ensaio (Trolox;
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3,73 £ 1,9 pg/mL), indicando que essas sementes sdo fontes promissoras de compostos
com capacidade para inibir a peroxidacao lipidica. No ensaio de OxHLIA, amostra de
paingo nado revelou atividade. Enquanto a amostra de niger e alpiste apresentaram alguma
atividade antioxidante com um ICsode 81 £ 5 e 488 + 0,2 pg/mL, respetivamente. No
entanto, comparativamente com o controlo positivo (Trolox; 21,8 pug/mL) as duas

amostras apresentaram baixa capacidade anti-hemolitica.

Tabela 8. Atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos das sementes de niger,
paingo e alpiste (MD £ DP).

Niger Painco Alpiste Trolox
Atividade antioxidante (ICso,
pg/mL)
TBARS 2,31+0,03* 0,187+0,001® 0,092 +0,002° 3,73+19
OxHLIA 81 £ 5* sa 488 + 0,2* 21,8+0,2

sa—sem atividade. Os valores de I1Cso correspondem a concentracao do extrato que atinge 50% de atividade
antioxidante ou 0,5 de absorvancia na reducdo do ensaio de poténcia. Em cada linha letras diferentes
significam diferencas significativas (p<0,005). *valor de p > 0,001 pelo teste de t-student.

Poucos sdo os estudos realizados em relacdo a atividade antioxidante destas
sementes. Ha trabalhos descritos na literatura com outras partes e/ou extratos destas
plantas, como por exemplo, com as fragcdes proteicas, leite e 6leo extraido das sementes
e com outros tipos de ensaios, como por exemplo DPPH (Salah et al., 2018; Valverde et
al., 2017). Além das técnicas celulares para a analise da atividade antioxidante, também
se podem realizar testes quimicos para avaliar esta atividade. O ensaio da atividade
captadora de radicais DPPH — 2,2-difenil-1- picrilhidrazilo, baseia-se na descoloragao do
radical estavel (DPPH) de cor violeta pela reducdo ocasionada por compostos
antioxidantes (dadores de um atomo de hidrogénio) a hidrazina, composto de coloragédo
amarela (Musa et al., 2016). Valverde et al. (2017) descreveu as fracdes proteicas e 0
potencial nutracéutico do leite de sementes de alpiste. Através de ensaios como o DPPH,
a fracdo de peptideos revelou alta atividade antioxidante. Num outro estudo (Salah et al.,
2018), onde foi analisada a parte lipidica da semente de alpiste, € relatado que o 6leo pode
ser usado como um agente antioxidante natural. As propriedades presentes na fracdo
lipidica podem contribuir para minimiza¢do do risco de doencas cardiovasculares e
cancro. A amostra de painco, apesar de ndo ter revelado atividade para o ensaio de
OxHLIA, apresenta-se como uma semente com bastante potencial, tendo Park et al.

(2020) descrito atividade antioxidante nas sementes pelo ensaio do DPPH. Da mesma
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forma, conforme abordado por Fatima et al. (2015), o uso das sementes de niger também
apresentam um uso auspicioso, por terem a capacidade de ser uma fonte de antioxidantes

para consumo na dieta humana.

5.4.2. Atividade antimicrobiana

Muitos estudos tem sido realizados nos ultimos anos com a intencdo de
identificar e explorar agentes antimicrobianos para combater a resisténcia microbiana a
antibiodticos quimicos de largo espetro. Desta forma, os extratos hidroetan6licos de niger,
paingo e alpiste, foram submetidas a analise da atividade antimicrobiana em doze estirpes
no total, com a finalidade de encontrar a concentracdo minima inibitéria (CMI) e
concentracdo minima bactericida (CMB). As bactérias Gram-positivas: Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes, assim como as bactérias Gram-
negativas: Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Enterobacter cloacae e os fungos
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus versicolor, Penicillium
funiculosum, Trichoderma viride e Penicillium verrucosum var. cyclopium foram
utilizados a fim de determinar a potencial atividade antibacteriana e antifingica. Os
valores referentes as concentracdes encontradas, estdo descritos na Tabela 9 e estdo
expressos em mg/mL. A atividade antimicrobiana associada a cada uma das amostras é
maior quanto menor for o valor da concentracdo minima inibitoria (CMI).

De modo geral, as trés amostras apresentaram valores baixos de concentracdo
minima inibitoria tanto para atividade antibacteriana como para antifingica. Revelando
por isso, potencial contra todas as estirpes bacterianas e fangicas testadas. A amostra de
painco foi a que mais se destacou na atividade antibacteriana, contra as bactérias B. cereus
e E. coli (0,75 mg/mL), e L. monocytogenes e E. cloacae (1,5 mg/mL). Na atividade
antifangica, ndo houve nenhuma amostra que mais se destacasse, no entanto, 0s extratos
hidroetandlicos de niger e paingo revelaram valores semelhante de CMI para todas as
estirpes fungicas. De ressalvar que os resultados obtidos para a atividade antifingica nos
extratos hidroetandlicos de niger e paingco foram menores quando comparados com 0s
controlos positivos utilizados (E211 e E224). Estes resultados sdo de extrema
importancia, pois as estirpes fungicas em causa sdo as principais causadoras de
deterioracdo microbiana em produtos de panificagcdo (Nionelli et al., 2020) e por isso a

introdugdo destas farinhas de semente, para além de adicionar valor, funcionaria também
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como aditivo conservante do préprio produto final. Outras culturas de plantas da familia
Poaceae, como o0 arroz, milho e sorgo ja sdo conhecidas por possuirem um boa atividade
antimicrobiana contra microrganismos patogénicos, devido a sua composicdo em
fitoalexinas, compostos com elevada capacidade conservante (Ejike et al., 2013),
podendo este estudo ser indicador da necessidade da introducdo destas farinhas na

indUstria alimentar, mais concretamente, na panificagéo.
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Tabela 9. Atividade antibacteriana e antifungica dos extratos hidroetanélicos das sementes de niger, paingo e alpiste (mg/mL).

Niger Paingo Alpiste E211 E224
Atividade antibacteriana (mg/mL) CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus 3 6 3 6 3 6 4 4 1 1
Bacillus cereus 15 3 0,75 15 15 3 0,5 0,5 2 4
Listeria monocytogenes 3 6 15 3 3 6 1 2 0,5 1
Bactérias Gram-negativas
Escherichia coli 15 3 0,75 15 15 3 1 2 0,5 1
Salmonella typhimurium 15 3 15 3 15 3 1 2 1 1
Enterobacter cloacae 3 6 15 3 3 6 2 4 0,5 0,5
Atividade antifingica (mg/mL) CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF
Aspergillus fumigatus 0,75 1,5 0,75 1,5 0,75 15 1 2 1 1
Aspergillus niger 0,75 1,5 0,75 1,5 1,5 3 1 2 1 1
Aspergillus versicolor 0,75 15 0,38 0,75 0,75 15 2 2 1 1
Penicillium funiculosum 0,75 15 0,75 15 0,75 15 1 2 0,5 0,5
Penicillium verrucosum var. cyclopium 0,38 0,75 0,75 15 0,75 15 2 4 1 1
Trichoderma viride 0,75 1,5 15 3 0,75 1,5 1 2 0,5 0,5

CMI - concentragdo minima inibitoria; CMB - concentracdo minima bactericida; CMF- concentragdo minima fungicida; Controlos positivos: E211 (benzoato de sédio)
e E224 (metabissulfito de potassio).
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5.4.3. Hepatotoxicidade

Os resultados obtidos no ensaio de hepatotoxicidade ndo estdo presentes em
tabela, pois todos os extratos hidroetandlicos estudados ndo apresentaram atividade até a
concentracdo maxima testada (400 pg/mL). Significando isto, que as sementes de niger,
painco e alpiste ndo foram toxicas contra a linha celular ndo tumoral estudada, sendo um
resultado muito importante numa primeira validacdo destas farinhas para incorporacao

em matrizes alimentares sem que tal acarrete riscos para a saude do consumidor.

5.4.4. Determinacao do perfil fenolico

Os dados cromatograficos (tempo de retencdo — Tr, Amax Na regido do visivel, ido
molecular e principais fragmentos MS?), tentativa de identificacdo e quantificagdo (mg/g
de extrato) obtidos por HPLC-DAD-ESI/MS das amostras de niger e alpiste estdo
descritos na Tabela 10. O extrato hidroetandélico de painco nao revelou nenhum composto
fendlico @ maxima concentragdo testada de 50 mg/mL. As duas amostras de sementes
apresentaram um perfil em compostos fendlicos completamente distintos, sendo que na
amostra de alpiste as quantidades de fendlicos encontradas foram somente vestigiais. Na
amostra de niger 6 compostos fendlicos foram detetados, todos eles derivados do acido
cafeico ligados a outro grupo &cido. Na amostra de alpiste, dos 4 compostos identificados,
um foi um derivado do &cido caféico e trés derivados C-glicosilados de apigenina. A
tentativa de identificacdo dos compostos 1g/2g ([M-H] a m/z 353) e 49/5¢9/6g ([M-H] a
m/z 515) como é&cidos O-caffeoil e acidos O-dicaffeoilquinicos, respetivamente, foi
realizada segundo as chaves hierarquicas desenvolvidas por Clifford et al. (2003, 2005).
O pico 5g revelou ser o composto maioritario desta amostra com 8,2 + 0,1 mg/g extrato.
O pico 3g ([M-H] a m/z 559), foi tentativamente identificado como 3,9-diCOA (ou 4,9-
diCOA) - Acido di-cafeoil-2,7-anidro-3-deoxi-2-octulopiranosonico, tendo por base o
previamente descrito por Zhang et al. (2007) em Erigeron breviscapus (Vaniot) Hand.-
Mazz.
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Tabela 10. Tempo de retengao (Tr), comprimentos de onda da absor¢ao maxima na regido do visivel (Amax), dados de espetro de massa, tentativa de
identificacdo e quantificacdo (mg/g extrato) de compostos fendlicos dos extratos hidroetandlicos das sementes de niger e alpiste (MD + DP).

- 2
Pico (r;:irn) '2':;); [I(\/rIn—/I;I)] ('\r:/Sz) Tentativa de identificacéo Quantificacéo
Niger
19 6,7 326 353 191(100),179(7),173(5),135(5) Acido 3-O-Cafeoilquinico 5,87 £ 0,01
29 9,18 326 353 191(100),179(7),173(5),135(5) Acido 5-O- Cafeoilquinico 0,49 £ 0,01
515(4),455(2),397(100),379(2),335(9), 3,9-diCOA (ou 4,9-diCOA) Acido di-cafeoil-
39 1502 326 559 293(9),221(3),203(7),179(15) 2,7-anidro-3-deoxi-2-octulopiranosonico 2,69+0,04
49 18,46 324 515 353(43),191(39),179(70),173(100),135(11) Acido 1,3-O-diCafeoilquinico 1,36 + 0,04
59 19,79 327 515 353(21),191(100),179(44),173(9),161(5),135(15) Acido 3,4-O-diCafeoilquinico 8,2+0,1
6g 22,77 327 515 353(17),191(39),179(65),173(100),161(5),135(5) Acido 4,5-O-diCafeoilquinico 5,1+0,06
Total 23,79+ 0,02
Alpiste
1p 4,26 314 341 179(100),161(10) Hexosido do acido caféico V(g
2p 1556 340 563 443(9),413(100),311(5),293(55) Apigenina-C-hexdxido-O-pentdsido V(g
3p 16,01 340 563 443(8),413(100),311(6),293(49) Apigenina-C-hexoxido-O-pentdsido vg
4p 17,71 335 431 341(20),311(100) Apigenina-C-hexoxido vg
Total vg

vg — quantidades vestigiais. Curvas de calibracio padrdo: Acido clorogénico (y = 168823x - 161172, Rz = 0,9999, LOD = 0,20 pg/mL; LOQ = 0,68 pg/mL; picos 1g a 6g); Acido
cafeico (y = 388345x + 406369, R2 = 0,9939, LOD=0,78 pug/mL; LOQ = 1,97 ug/mL, pico 1p); Apigenina-6-C-glucésido (y = 107025x + 61531, R?2 = 0,9989; LOD = 0,19 pg/mL;
LOQ = 0,63 pg/mL, picos 2p, 3p, e 4p).
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Relativamente & amostra de alpiste, o pico 1p foi tentativamente identificado
como hexdsido de cido caféico, apresentando um ido pseudomolecular [M-H] a m/z 341
e fragmentos MS? a m/z 179 e 161 (quebras caracteristicas do &cido caféico),
correspondendo a perda de uma hexoxe. Os derivados C-gliosilados de apigenina,
apigenina-C-hexoxido-O-pentosido (2p/3p) e apigenina-C-hexdxido (4p), M-H]™ a m/z
563 e m/z 431, respetivamente, foram tentativamente identificados seguindo o

previamente descrito por Ferreres et al. (2018).

5.5. Aplicacdo em pées

Seguindo a tendéncia atual de fortificacdo de paes, devido a necessidade de
suprimir as deficiéncias em nutrientes disponiveis neste tipo de produto e também devido
as preocupaces dos consumidores de hoje (Benitez et al., 2018), nesta etapa do trabalho
foram elaborados produtos de panificacdo com misturas de farinha de trigo refinada e
farinhas de PANC. No total, foram elaborados 8 péaes de acordo com o delineamento
experimental utilizado, sendo um péo o controlo e os demais feitos com as substituicdes
de 20% de farinha de trigo por farinhas de PANC. Na Figura 11 estdo apresentadas as
fotos dos pées produzidos com 100% de farinha de trigo (controlo) e as substituicdes de
20% de farinha de trigo por: 20% de farinha de niger (amostra 1), 20% de farinha de
paingo (amostra 2), 20% de farinha de alpiste (amostra 3), 20% de farinha de niger e de
paingo (amostra 4), 20% de farinha de niger e alpiste (amostra 5), 20% de farinha de
painco e alpiste (amostra 6) e 20% da farinha da mistura de niger, alpiste e paingo
(amostra 7).

Com o objetivo de comparar as oito formulacdes e visualizar as diferencas

obtidas, realizou-se analises de cor: L*, a* e b*, firmeza e volume especifico.
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Caracterizacdo de plantas alimentares ndao convencionais Guizotia abyssinica (L.f.) Cass., Panicum miliaceum L. e Phalaris canariensis L. para aplicacdo na industria da panificacdo

Resultados e Discussao

Figura 11. Esquema dos ingredientes usados para a preparacao dos pées, contendo diferentes percentagens de farinha de trigo e farinhas de
sementes de alpiste, niger e pain¢o e imagens dos produtos finais apds cozedura.

Controlo Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Amostra 7

@

s 4
SRS ..;,:AM;WQ‘;‘

Ingredientes - Controlo 1: Farinha de trigo, agua, dleo, aglcar, sal e fermento bioldgico (BASE); Amostra 1: substituicdo de 20% farinha de niger + BASE; Amostra 2:
substituicdo de 20% farinha de paingo + BASE; Amostra 3: substitui¢cdo de 20% farinha de alpiste + BASE; Amostra 4: substituicdo de 10% farinha de niger e 10% farinha
de paingo + BASE; Amostra 5: substituicdo de 10% farinha de niger e 10% farinha de alpiste + BASE; Amostra 6: substituicdo de 10% farinha de alpiste e 10% farinha de
paingo + BASE; Amostra 7: substituicdo de 6,6% farinha de niger, 6,6% farinha de painco e 6,7% farinha de alpiste + BASE.
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5.5.1. Parametros de cor L*, a* e b*, firmeza e volume especificos dos pées

Com a aplicacéo do delineamento experimental de misturas simplex-centroide,
0s modelos cubicos especiais (Figura 12), sdo representados pelas equacbes 7, 8, 9, 10 e
11. Essas equacdes representam os parametros de firmeza (g), volume especifico (cm?3/g)
e cor L, a* e b* dos pdes, respetivamente, e 0s coeficientes de determinacdo ajustados
(R?) para as equac6es foram de 0,969055, 0,978378, 0,992596, 0,808081, e 0,947157,

respetivamente.

Yeirmeza = 501,530x; + 201,713x, + 195,707x3 — 251,647x,x, — 412,223x, %3 (7
+ 104,667x,x3 — 588,290x; x, x5
Yooresp = 3,543x1 + 3,990x; + 4,353x3 + 1,373x1x; + 2,713x,x3 — 0,020x5x3 (8)

+ 4,480x1x5x3

Y, = 45,617x; + 62,460x, + 64,620x3 + 12,753x1x, + 3,300x;x3 — 2,880x,x3 9)
— 14,380x1x,x3
Yoo = —2,600x; — 3,043x, —3,377x3 — 2,700x1x, — 0,700x;x3 — 1,200x,x3 (10)

+ 0,210x1x5x3
Yy = 14,367x; + 20,717x, + 21,843x3 + 0,607x;x, — 3,340x,x3 — 3,147 x,x5 (1)
—20,940x1x5x3

X1 =5 X [niger]; x2 = 5 x [paingo]; x3 = 5 x [alpiste]

Utilizou-se o modelo cubico para a representacao dos parametros fisico dos paes
analisados (Figura 12). Todos os pées elaborados apresentaram diferenca significativas
nos parametros fisicos quando comparado com o péo controlo, a exce¢do do parametro
de cor b*. O volume especifico dos pées variou de 3,54 a 4,63 cm3/g, valores menores do
que o péo controlo (5,22 cm?/g). Ha diversos parametros que influenciam na qualidade
do péo, entre eles, o nivel de crescimento do pao, que é um dos fatores mais importantes
em relacdo a qualidade, pois esté diretamente ligada a parametros como aparéncia, textura
e sabor do pao (Chen et al., 2019). Os resultados do volume especifico analisados nos
pées, estdo demonstrados na Tabela 11. Os valores encontrados mostram que a aplicagao

das farinhas de PANC influenciam no volume dos pées e no volume especifico, o qual
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foi menor que do p&o controlo em todas as amostras. O volume especifico do pdo controlo
foi de 5,22 cm?®/g, e quando adicionada a farinha de PANC os valores decresceram. O pao
com substituicdo parcial de 20% niger foi o mais afetado, o volume do pao diminuiu
32,2% em comparacdo ao pdo controle. O pdo com 20% de farinha de painco, foi o
segundo mais afetado, com uma diminuicao de 23,6% em relacdo a controlo. E a amostra
com substituicdo de 20% de farinha de alpiste teve uma diminui¢cdo menos drastica de
16,7%.

De acordo com Oliveira et al. (2008), um alto teor de fibras na farinha utilizada
na producdo de pées, podera reduzir o volume do mesmo, devido ao aumento da absorcéo
de &gua e menor tolerancia a fermentacdo. Isto deve-se ao facto de que as fibras, devido
a sua estrutura de forma alongada, afetam de forma negativa o aprisionamento dos gases
que sdo produzidos durante a fermentacdo, 0s quais auxiliam no maior volume do péo
(Vilhalva et al., 2011). Portanto, a diferenga no volume no pdo com 20% de farinha de
niger, é devido as propriedades que afetam o volume do pdo como fibras e o teor de
absorcéo de agua das sementes de niger serem relativamente altas (Bhagya & Sastry,
2003) e confirmadas no presente estudo (cerca de 64%). Nos estudos realizados por Chen
et al. (2019), também foi observado uma diminuic¢do grande de 43,7% no volume do péo
quando substituido 20% de farinha de trigo por farinhas de PANC (cascas de manga),
estando relacionado com o alto teor de fibras da farinha e alto poder hidrofilico. Alguns
autores referem que a utilizacdo de emulsificantes pode ajudar a estabilizacdo da interface
entre 0s gases e a massa e por isso ndo se perder volume especifico quando farinhas de
alto teor em fibra ou compostos lipofilicos sdo utilizadas (Tebben et al., 2018).

A andlise de variancia da regressdo polinomial demonstrou que apenas a
interacdo entre painco e alpiste (amostra 6) contribuiram significativamente para o
volume especifico. O pao desenvolvido com interacdo de niger e alpiste (amostra 5) foi o
que apresentou melhor desempenho em relacdo a este parametro (Figura 12A). Quanto
maior o volume especifico, mais volume o péo tera em relacdo a sua massa, ou seja, mais
alvéolos este pdo tera. Este facto pode ser associado com a textura do pao, mas também
com o potencial de incorporacdo de ar e caracteristicas hidrofilicas da farinha os quais
correlacionam ambos os fatores (Sciarini et al., 2010). Esta tendéncia pode ser observada
nos resultados obtidos para firmeza dos pées (Figura 12B), onde o pdo desenvolvido com

20% de niger (amostra 1) apresentou 0 menor valor de volume especifico e o maior valor
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para firmeza. Além da interacdo entre alpiste e paingo (amostra 6), a interacdo entre 0s
trés componentes (amostra 7) também contribuiu significativamente para firmeza.

A analise dos parametros de cor (Tabela 11), nomeadamente L*, a* e b*, séo de
todo relevantes, dado que estdo diretamente associados a potencial aceitacdo de novos
produtos por parte dos consumidores. Os parametros de cor dos pédes podem estar
relacionados com os ingredientes e as suas condic¢des de processamento. Atividades como
a reacdo de Maillard desenvolvem-se durante o processo, alterando a cor dos paes de
acordo com o teor de acUcares, proteinas presentes e a temperatura de cozedura (Shen et
al., 2018). Valores negativos de a* indicam tendéncia ao verde, valores positivos de b*
indicam tendéncia ao amarelo e o L* indica a luminosidade.

Quanto a luminosidade (L*), verificou-se que todas as amostras se apresentaram
menos brilhantes do que a amostra controlo. Os valores de L* diminuiram conforme o
aumento do vermelho e amarelo, tendo sido essa tendéncia confirmada por Protonotariou
etal., (2015) no seu trabalho com farinha de trigo integral. A amostra 1, pdo desenvolvido
com farinha de niger, foi a que apresentou uma menor tendéncia a cor verde, com o maior
valor de a* e com menor tendéncia ao amarelo, com o menor valor de b*, portanto, as
formulacdes desenvolvidas com niger (amostras 1, 4, 5 e 7) tenderam a ter menos
luminosidade. Os paes com substitui¢do parcial por farinha de niger foram os que tiveram
maior diferenca em relacdo ao controlo, sobretudo no parametro L* (luminosidade). As
amostras 5 e 7 contribuiram significativamente para o parametro a*, sendo que para o
parametro b* as interacGes nas amostras 4, 5, 6 e 7 foram significativas.

Este estudo permitiu perceber, com a substituicdo de 20% de farinha de trigo por
farinha de PANC, as alteracfes provocadas nas caracteristicas fisicas e de cor dos paes
desenvolvidos. No entanto, estudos futuros serdo necessarios para encontrar a formulacdo
que tenha as caracteristicas de firmeza, volume especifico e de cor mais semelhantes aos
paes elaborados com 100% de farinha de trigo, e que vao de encontro as preferéncias dos

consumidores.
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Tabela 11. Valores médios da firmeza do miolo (g), volume especifico (cm3/g) e pardmetros de cor (L*, a* e b*) para paes com diferentes
proporcdes de farinhas de sementes de niger, paingo e alpiste (MD + DP).

Amostra L* a* b* Firmeza Volume Especifico
Controlo 70,66 + 0,49 -5,44 +0,19¢ 17,40 + 0,59¢ 101,05 + 2,14f 5,22+ 0,15
1(1,0,0) 45,62 + 0,459 -2,60 £ 0,05* 14,37 +0,18° 501,53 £ 2,732 3,54 + 0,09
2(0,1,0) 62,46 £ 0,60° -3,04 £ 0,10° 20,72 £ 0,44° 201,71 £ 2,56° 3,99 + 0,04¢
3(0,0,1) 64,62 + 0,28° -3,38 £ 0,18° 21,84+ 0,512 195,71 + 2,76° 4,35+ 0,01°
4(0,5,0,5,0) 57,23 £ 0,98° -3,50 £ 0,06° 17,69 + 0,65° 288,71 + 2,73 4,11 +0,05¢
5(0,5, 0, 0,5) 55,94 + 0,39f -3,16 +0,31° 17,27 + 1,04¢ 245,56 + 4,81° 4,63 +0,04°
6 (0, 0,5, 0,5) 62,82 £+ 0,40° -3,51 £ 0,08° 20,49 +0,22° 224,88 + 6,231 4,17 +0,07¢
7 (0,33, 0,33, 0,34) 58,50 + 0,06 -3,51 £ 0,11° 17,55+ 0,52¢ 215,73 + 6,224¢ 4,58 +0,02°

Em cada coluna letras diferentes significam diferengas significativas (p<0,005).
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Fitted Surface; Variable: vol. esp Fitted Surface; Variable: firmeza

DV: vol. esp; R-sqr=,9849; Adj:,9784 DV: firmeza; R-sqr=,9783; Adj:,9691
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Figura 12. Superficie ajustada de volume especifico do pdo (A), firmeza (B) e parametros de cor para L* (C), a* (D) e b* (E) do miolo de paes com diferentes
proporcdes de farinhas de sementes de niger, paingo e alpiste Area experimental definida por pontos e expressa em componentes.
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CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS




6. Conclusdes e perspetivas futuras

As sementes das plantas alimentares ndo convencionais estudadas no presente
trabalho podem ser consideradas como tendo um alto valor nutricional, mas também
como fontes promissoras de compostos de alto valor adicionado para serem incorporados
em produtos alimentares.

Com o estudo da caracterizacdo nutricional, que incluiu a determinacdo da
percentagem de humidade, contetdo protéico e lipidico, teor de cinzas, hidratos de
carbono e valor energético, pode-se observar que 0s macronutrientes mais abundantes
foram os hidratos de carbono e proteinas nas sementes de paingo e alpiste, e para a
semente de niger foi o teor de gordura total, seguido de hidratos de carbono, evidenciando
um baixo teor de cinzas nas trés amostras.

Relativamente ao estudo de compostos de valor adicionado como os aglcares
livres, acidos organicos, tocoferois e acidos gordos, verificou-se que a sacarose foi o
unico acucar livre identificado nas trés amostras, estando de acordo com o previamente
descrito por outros autores. Foram ainda identificados quatro acidos organicos na amostra
de niger, tendo sido o acido chiquimico o maioritario, enquanto que para as sementes de
painco e alpiste foram somente identificados dois &cidos organicos com predominancia
do acido quinico. Quanto ao perfil em &cido gordos, a semente de niger apresentou uma
predominancia de &cidos gordos polinsaturados, em particular o &cido linoleico
(C18:2n6), enquanto que as sementes de paingo e alpiste apresentaram maiores
percentagens de acidos gordos saturados e monoinsaturados, com maior predominancia
para o &cido oleico (C18:1n9). Tendo em conta a avaliagdo do perfil em tocoferdis, todas
as isoformas (o, P, y e 6-tocoferol) foram detetadas nas sementes, com destaque para o
conteudo elevado de a-tocoferol na amostra de niger. Relativamente & composicao
fendlica das amostras, a amostra de paingco ndo revelou qualquer tipo de composto,
enguanto que para as amostras de niger e alpiste foram tentativamente identificados, com
maior destaque, derivados de acido caféico e derivados C-glicosilados de apigenina,
respetivamente. Em suma, no que concerne ao perfil nutricional e quimico das farinhas
das sementes em estudo, a amostra de niger foi a que mais se destacou, apresentando um
maior conteudo em gordura total, depois verificado por uma alta percentagem de PUFA,

muito benéficos para a saude do consumidor. A farinha desta semente apresentou também
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teores mais elevados de acUcares e de tocoferdis (como foi dito anteriormente, devido
sobretudo a altissima concentragdo em a-tocoferol).

No que diz respeito aos ensaios de bioatividade conduzidos no presente estudo, as
trés amostras apresentaram atividade antioxidante no método de avalia¢do da capacidade
de inibicdo da peroxidacdo lipidica (TBARS) e para a capacidade anti-hemolitica
(OxHLIA) a amostra de painco ndo revelou qualquer atividade. Este resultado pode ser
devido ao facto de ndo terem sido detetados quaisquer compostos fendlicos na sua
composicao, mas estudos de correlacdo seriam necessarios para confirmar esta teoria.

De modo geral, todos os extratos hidroetanolicos mostraram-se eficientes contra
todas as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas, mas também contra as
estirpes fangicas, apresentando também bactericida e fungicida contra os mesmos. De
ressalvar que os resultados obtidos para a atividade antifungica nos extratos
hidroetandlicos de niger e paingo foram menores quando comparados com 0s controlos
positivos utilizados (E211 e E224). Estes resultados promissores podem ser devidos a
composicdo em moléculas de elevado potencial bioativo, mas ndo é possivel estabelecer
uma relacdo sem um estudo aprofundado de correlagcdo entre compostos-bioatividade.
Para a atividade hepatotdxica, trés amostras ndo apresentaram atividade a méaxima
concentracéo testada, significando isto que as farinhas destas sementes sdo seguras para
consumo e aferem a sua potencialidade de serem introduzidas em novas matrizes
alimentares ou para melhoria de ja existentes.

Com estes resultados, pode-se desenvolver novos produtos de panificacdo
elaborados com farinha de PANC’s, as quais, depois de testados os parametros de cor,
textura e volume especifico dos paes elaborados, indicaram que estas farinhas possuem
uma boa capacidade de serem aplicadas na inddstria de panificacdo sem alteracGes
drésticas no comportamento fisico dos produtos elaborados.

De uma forma global, este estudo permitiu apresentar resultados inovadores em
relacdo a caracterizacdo nutricional, quimica e as propriedades bioativas de sementes
poucos estudadas e consumidas, mas com grande potencial para serem aplicadas na
indUstria alimentar. Considerando a sua composi¢cdo em compostos bioativos, 0 uso
destas sementes é de todo aconselhavel no &mbito de uma dieta fortificada, sendo fontes
de compostos de alto valor nutricional e com efeitos benéficos para a saude do

consumidor.
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COMO PERSPETIVAS FUTURAS DESTE TRABALHO SERIA IMPORTANTE O ESTUDO DA(S):

e Propriedades nutricionais e teores em compostos de alto valor
acrescentado dos produtos de panificagdo obtidos;

e Aceitacdo populacional através de uma analise sensorial dos produtos
elaborados;

e CondicGes de armazenamento e durabilidade das caracteristicas fisicas e
microbiologicas dos pées;

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

e Otimizacdo das misturas;

e Propriedades tecnologicas do amido das farinhas e das fibras, bem como
a sua aplicacdo em outros produtos a base de farinha, como alternativa
de substituicao da farinha de trigo;

e Caracterizacdo de outras plantas alimentares ndo convencionais.
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