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Resumo

A planta Sambucus nigra L., comumente designada como sabugueiro, é um arbusto
da familia Adoxaceae, que cresce espontaneamente em varios locais da Europa, Asia, Norte
da Africa e EUA, sendo os seus frutos particularmente conhecidos pela riqueza em
compostos fendlicos (em especial, acidos fendlicos, flavonoides e antocianinas), entre
outros metabolitos secundarios como glicosideos de iriddides, sesquiterpenos, triterpenos,
e fitosterdis. A presenca destas moléculas, confere a planta iniumeras propriedades
bioativas como antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, entre outras. As antocianinas,
componentes mais abundantes no fruto do sabugueiro constituem o maior grupo de
pigmentos sollveis em dgua, podendo ser incorporadas em diversas matrizes alimentares
como corantes naturais, tirando também partido dos seus efeitos benéficos para a salde
humana. O sumo de bagas de sabugueiro é tradicionalmente utilizado na preparacdo de
licores e compotas. Apds a extracdo do sumo, o bagago remanescente, maioritariamente
constituidos pela pelicula das bagas, podera também conter importantes quantidades de
compostos bioativos e com capacidade corante. Desta forma, a utilizacdo do bagaco de
sabugueiro pode revelar-se interessante para o desenvolvimento de corantes naturais, uma
vez que hd um interesse crescente na sua utilizacdo por parte de diferentes industrias,

principalmente a alimentar (devido a crescente restricdo do uso de corantes sintéticos).

Assim, este trabalho focou-se na caracterizagdo da bioatividade e perfil antocianico
de extratos de bagaco de sabugueiro. Estes extratos foram posteriormente incorporados
numa nova formulacdo de um produto de pastelaria bem conhecido, para avaliar a sua
utilizacdo como corante natural com propriedades bioativas. Para efeitos de comparacdo da
eficacia corante, foram preparadas formula¢des adicionais incorporando corantes
comerciais, bem como outras sem qualquer corante incorporado. Os produtos preparados
foram caracterizados quanto as suas propriedades fisico-quimicas e bioativas, tendo sido
verificado que o extrato de bagaco de sabugueiro apresenta elevado potencial como
corante natural neste tipo de produtos, apresentando um desempenho similar ao do

corante comercial.

Palavras-chave: Sambucus nigra L., antocianinas, bioatividade, corantes naturais,

alimentos funcionais.
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Abstract

The plant Sambucus nigra L., commonly known as elderberry, is a shrub of the

Caprifoliaceae family, which grows spontaneously in Europe, Asia, North Africa and USA.
Its fruits are particularly known for the richness in phenolic compounds (in particular,
phenolic acids, flavonoids and anthocyanins), among other secondary metabolites such
as iridoid glycosides, sesquiterpenes, triterpenes, and phytosterols, which provide
different bioactive properties, such as antioxidant, antimicrobial, antitumor, among
others.
Anthocyanins, the most abundant components in elderberry fruit, are the largest group
of water-soluble pigments, allowing their incorporation as natural dyes into several food
matrices, taking also advantage of their beneficial effects on human health. Elderberry
juice is traditionally used in the preparation of liqueurs and jams. After juice extraction,
the remaining pomace, mainly composed of berries’ skins, may also contain important
amounts of bioactive compounds with colouring ability. Thus, using elderberry may be
of interest to obtain natural dyes, since there is a growing interest in its use by different
industries, especially food industry (due to the increasing restriction of the use of
synthetic dyes).

Thus, this work focused on the characterization of the bioactivity and anthocyanin
profile of elderberry extracts. These extracts were then incorporated into a new
formulation of a well-known pastry product to evaluate its use as a natural dye with
bioactive properties. To compare the colouring capacity, additional formulations
incorporating commercial dyes, as well as others without any incorporated dye, were
also prepared. All samples were characterized regarding physicochemical and bioactive
properties, having been verified that the extract of elderberry has high potential as a
natural dye in this type of products, presenting a performance similar to commercial

dye.

Keywords: Sambucus nigra L., anthocyanins, bioactivity, natural dyes, functional
foods.
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Introducao

I. Introducao

1.1. Enquadramento

A populacdo comeca a procurar ter uma alimentacdo saudavel e a compreender

melhor a relacdo entre um estilo de vida saudavel e os habitos alimentares adequados.

Qualquer alimento fornece energia e nutrientes essenciais a vida, no entanto
alguns alimentos acrescentam efeitos benéficos a salde, os alimentos funcionais. Certos
compostos fendlicos presentes nos alimentos podem ajudar a limitar alguns danos
oxidativos atuando diretamente sobre espécies reativas de oxigénio ou estimulando os

sistemas de defesa endégenos.

O interesse pelas antocianinas, em virtude dos seus efeitos terapéuticos, tem
permitido definir novas perspetivas na obtencdo de produtos altamente valiosos. O
facto de poderem ser incluidas em diversos alimentos concede aos mesmos
caracteristicas mais saudaveis, naturais e funcionais, tornando-os mais apelativos ao
consumidor. Para além das suas propriedades bioativas, as antocianinas tém um poder
corante imenso, o que em muito pode contribuir para o desenvolvimento de produtos
alimentares mais apelativos para o consumidor, e, portanto, mais competitivos do ponto

de vista econdmico.

A producdo de corantes naturais tem demonstrado o quanto é interessante
investigar questdes relacionadas com viabilidade da sua producdo, em substituicdo aos
corantes sintéticos, e, ao mesmo tempo, tem permitido o desenvolvimento de técnicas
de pigmentacdo, que podem tornar estes corantes mais estaveis, facilitando e

ampliando as suas aplicagdes.

Neste sentido, e como consequéncia do crescente interesse nesta tematica, este
trabalho surge com o objetivo de desenvolver um alimento funcional e inovador com
subprodutos de sabugueiro e conhecer as suas caracteristicas fitoquimicas e

propriedades antioxidantes.

Desenvolvimento de um alimento funcional com subprodutos de sabugueiro: caracterizagdo quimica e bioativa
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1.2. Stress oxidativo, espécies reativas de oxigénio e antioxidantes

Entende-se por radicais livres qualquer espécie quimica, atomo, molécula ou ido,
gue contenha um ou mais eletroes desemparelhados na orbital de valéncia. Deste
modo, os compostos sdo altamente instaveis e apresentam uma forte reatividade com
a maioria das espécies quimicas. Estes derivam de trés elementos: azoto, oxigénio e
enxofre, criando assim as espécies reativas de oxigénio (ROS), azoto (RNS) e enxofre
(RSS) (Ferreira, et al., 2007) (Carocho, et al., 2012). No metabolismo celular normal, no
decorrer do processo de conversdo energética mitocondrial, ha formac¢do de ROS que
sdo prioritariamente eliminadas pelo sistema de defesa antioxidante da célula,
mantendo-se assim um equilibrio entre o estado oxidativo e os mecanismos protetores
antioxidantes, fundamental para o funcionamento normal do organismo (Teixeira, et al.,

2014).

Em concentracdes moderadas, os ROS podem ser benéficos, estando envolvidos
em varios processos fisioldgicos de sinalizacdo e de regulacdo. Porém quando existe um
desequilibrio entre a producdo de ROS e as defesas antioxidantes, devido a uma
producdo excessiva de ROS, ou por uma deficiéncia nas defesas antioxidantes da célula,
nestas situacdes os ROS em excesso podem oxidar e danificar lipidos celulares, proteinas
e DNA, levando a sua modificagdo e a sua inutilizacao, inibindo a sua fun¢dao normal,
correspondendo este desequilibrio ao chamado stress oxidativo (Gammella, et al., 2016)

(Ferreira, et al., 2007) (Poprac, et al., 2017).

As espécies reativas do oxigénio (ROS) estdo implicadas numa série de processos

degenerativos, gracas as suas propriedades de serem ou de originarem radicais livres.

Pela sua configuracdo eletrdnica, o oxigénio tende a receber um eletrdo de cada
vez formando assim compostos altamente reativos como o radical superdxido (027), o
peroxido de hidrogénio (H203) e o radical hidroxilo (HO') (Ferreira, et al., 2007) (Pisoschi,
et al.,, 2015).

O stress oxidativo pode ocorrer através de simples causas naturais mas também

por intermédio de causas ndo naturais como a presenca de xenobidticos no organismo.

Desenvolvimento de um alimento funcional com subprodutos de sabugueiro: caracterizagdo quimica e bioativa
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Introducao

A produc¢do nao controlada de radicais livres estd associada a diversas doengas
como: cancro, doencas cardiovasculares, diabetes, desordens do foro neuroldgico como
Alzheimer e também com o processo de envelhecimento (Pisoschi, et al., 2015) (Rani, et

al., 2016) (Wojtunik-Kulesza, et al., 2016).

Para evitar os danos causados pelos ROS, provenientes de diversas fontes, o
organismo desenvolveu diversos mecanismos de defesa, ou seja, desenvolveu
potenciais de neutralizagdo de ag¢des dos radicais livres, genericamente designados

como antioxidantes.
Os antioxidantes podem interagir com radicais livres através de mecanismos de:

- captagdo, quando o antioxidante age formando um radical livre em outro

menos reativo;

- quelatagao de I6es metalicos, para que ndao consigam gerar espécies reativas

ou decompor peroéxidos;

- quenching, quando previnem a formacgao de peroxidos;
- interrupgdo da cadeia auto-oxidativa;

- redugdo das concentragdes de O». (Oroian, et al., 2015)

Os antioxidantes podem ser classificados como enzimaticos ou ndo enzimaticos de
acordo cm a estrutura do agente antioxidantes (Carocho, et al., 2012) (Pisoschi, et al.,

2015).

Os antioxidantes enzimaticos encontram-se espalhadas por todo o organismo,
tanto no meio intracelular como no meio extracelular e agem evitando a acumulagao do
radical superdxido (0O;”) e do peroxido de hidrogénio (H20;). Alguns exemplos destas
defesas enzimdticas sdo o superdxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase e
glutationa redutase (figura 1). Em relacdo aos antioxidantes ndo enzimaticos destacam-
se compostos como a glutationa, o a-tocoferol (vitamina E), o acido ascérbico (vitamina
C), o acido lipdico, os carotendides, os flavondides entre outros (Ferreira, et al., 2007)

(Carocho, et al., 2012) (Pisoschi, et al., 2015).

Desenvolvimento de um alimento funcional com subprodutos de sabugueiro: caracterizagdo quimica e bioativa
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Figura 1- Visdo geral das reagOes que levam a formagdo de ROS. As setas verdes representam a

peroxidacdo lipidica, as setas azuis representam as reacdes de Haber-Weiss e as setas vermelhas

representam as reagoes de Fenton. SOD refere-se a enzima superoxido e CAT a enzima catalase.
(Carocho, et al., 2012)

Além destas defesas enddgenas, existem moléculas naturais e sintéticas com
propriedades antioxidantes que podem assumir um papel importante num sistema
exogeno de defesa, como os fitoquimicos. Os antioxidantes encontrados nos alimentos
assumem uma grande importancia como possiveis agentes protetores, uma vez que
podem interagir com radicais livres e reduzir os danos oxidativos (Ferreira, et al., 2007)

(Pisoschi, et al., 2015).

1.3. Caracteriza¢ao quimica e botanica do sabugueiro

Existem diversas espécies de sabugueiro, como o sabugueiro vermelho (Sambucus
racemosa), que possui bagas vermelhas brilhantes que amadurecem em julho; o
sabugueiro de bagas vermelhas, com casca escura (Sambucus pubens), ou o sabugueiro
ando (Sambucus ebulus), que apresenta frutos vermelhos acastanhados ndo

comestiveis.
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Em Portugal pode ser encontrado o sabugueiro negro (Sambucus nigra L.),
caracterizado pelas suas folhas verdes escuras, flores agrupadas (figura 2) que exalam
um aroma agradavel, e bagas de cor purpura agrupadas em infrutescéncias (figura 3)

(Santos, 2016).

Figura 2-Inflorescéncia de sabugueiro.

O sabugueiro-negro, vulgarmente conhecido apenas como sabugueiro, é uma
espécie bem disseminada, que cresce espontaneamente em bosques e terrenos nao
cultivados com exposicdo solar na maior parte da Europa, Asia, Norte da Africa e EUA. E
um arbusto pertencente a familia Adoxaceae (Viapiana, et al., 2017) de folha caduca,
podendo alcangar até 6 m de altura. No inicio do verdao apresenta pequenas flores
brancas hermafroditas em grandes corimbos. As drupas consistem em bagas
individuais inicialmente verdes, apresentando colora¢dao avermelhada apds o processo
de maturacdo e coloracdo negra a negra-azulada, quando completamente maduras,

atingindo um diametro maximo de 6 mm (Figura 3) (Veberic, et al., 2009) .
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Figura 3-Bagas de sabugueiro.

Os extratos de S. nigra possuem uma enorme quantidade de fitoquimicos,
conferindo a planta inimeras propriedades bioativas tais como: antioxidante,
antibacteriana, antitumoral, antiviral, anti-inflamatéria e ainda imunoestimulante
(Duymus, et al., 2014).

De forma geral, um antioxidante pode ser definido como uma substancia que,
mesmo em baixas concentracdes, retarda ou previne a oxidacdo. Assim, alimentos ricos
em antioxidantes tém demostrado um papel essencial na prevencdo de doencas como
cancro, doencgas neurodegenerativas e doencas cardiovasculares (Oliveira, et al., 2011).

As propriedades antioxidantes de S. nigra estdo relacionadas com a presenca de
flavonoides (flavonas, flavanonas, antocianinas e derivados de isoflavonas) que atuam
ao nivel da protecdo contra espécies reativas de oxigénio (ROS) tais como superdxido,
hidroxilo e peroxilo (Sharma, et al., 2012).As partes botanicas de sabugueiro ndo
apresentam apenas propriedades benéficas. As folhas, as sementes, a casca e as bagas
verdes acumulam compostos potencialmente téxicos, com destaque para a
sambunigrina (glicosideo cianogénico) (Figura 4) (Ulbricht, et al., 2014) (Senica, et al.,

2016).

Desenvolvimento de um alimento funcional com subprodutos de sabugueiro: caracterizagdo quimica e bioativa

6



<. VNiVERSiDAD
3 2P SALAMANCA

]
; I INSTITUTO POLITECNICO

DE BRAGANCA

LENCE

Introducao

A ingestdo deste componente em doses elevadas pode causar disturbios
gastrointestinais como nauseas, vomitos, ou ainda fraqueza, tonturas e taquicardia
(Ulbricht, et al., 2014). Assim sendo, é recomendada a ingestao das bagas processadas
termicamente ou fermentadas, durante as quais estes compostos sao neutralizados

(Wilson, et al., 2016).

OH

Figura 4- Estrutura quimica da sambunigrina.

N3o sdo conhecidas interacdes entre o sabugueiro, componentes de alimentos e
outras plantas medicinais. No entanto, é importante referir que as plantas medicinais
contém muitos componentes que podem interagir com medicamentos convencionais.
Ndo existem estudos sobre a interacao de S. nigra com medicamentos porém é
recomendada especial atencdo na utilizacdo de sabugueiro com medicamentos
antidiabéticos, diuréticos, morfina, fenobarbital e drogas imunolégicas (Sidor, et al.,
2015). Devido a falta de informagao sobre a sua toxicidade ndo é recomendada a
ingestdao de sabugueiro em mulheres gestantes ou que se encontrem em periodo de

amamentacao (EMA, 2013).

Tal como ja referido, a espécie S. nigra é rica em compostos fendlicos, incluindo
acidos fendlicos, flavonoides, catequinas, antocianinas e proantocianidinas (Kinoshita,
etal., 2012), para além de outros metabolitos secundarios como glicosideos de iriddides,

sesquiterpenos, triterpenos, e fitoesterdis (Thole, et al., 2005) (Salvador, et al., 2015).
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1.4. Compostos fendlicos

As plantas sintetizam uma grande variedade de metabolitos secundarios, nos
quais se inclui uma grande diversidade de compostos fendlicos. Do ponto de vista
guimico consideram-se compostos fendlicos todas as estruturas que possuem pelo
menos um nucleo benzénico com um ou mais hidroxilos livres ou envolvidos em ligagdes
éster, éter ou heterdsido. Porém, esta definicdo possui algumas exce¢des como os
alcaldides e terpenos que apresentam anéis aromaticos e um atomo de azoto. Desta
forma, consideram-se compostos fendlicos todos aqueles que ndo sendo azotados tém
um anel (ou mais) aromatico e sdao principalmente derivados do metabolismo do

chiquimato e/ou do acetato (Cunha, 2014).

Entre os principais grupos fendlicos destacam-se os flavonoides, pois apresentam
grande variedade de efeitos farmacoldgicos. Sdo moléculas de baixo peso molecular que
se encontram amplamente distribuidas no reino vegetal (Cunha, 2014), sendo
considerados os antioxidantes mais abundantes na dieta, quer pela sua capacidade de
doar hidrogénio ou eletrdes, quer pela existéncia de radicais intermediarios estaveis que
tém a finalidade de impedir a oxidacdo de diversos componentes presentes nos

alimentos, particularmente de lipidos (Sucupira, et al., 2012) (Sangeetha, et al., 2016).

Os flavonoides sdo constituidos por um grande nimero de familias de compostos
como os flavondis, flavonas, flavandis, flavanonas, antocianidinas e isoflavonoides
(Tabela 2) (Santos, et al., 2014). A maioria dos flavonoides presentes nas plantas
encontra-se na forma conjugada, principalmente ligados a um ou mais agucares através

de um ou mais grupos fendlicos (Cunha, 2014).

Todos os flavonoides tém por base a estrutura da flavona (2-fenil-benzopirona)
podendo ser encontrados em diferentes formas: na forma de aglicona, de glicosideos
ou como derivados metilados (Cunha, 2014). A sua estrutura é derivada de uma
benzopirona e a sua base C6-C3-C6 é caracterizada por dois anéis fenilo (A e B), ligados

através de um anel pirano (C) (Tabela 2) (Vieira, 2015).
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Tabela 1- Estrutura bdsica de alguns compostos fendlicos.

Classe

Esqueleto basico Estrutura basica

Fendis simples

CG =

Acidos fendlicos

Acidos hidroxicindmicos

CG—CS @\/\’(w
o

Estilbenos Cs-C2-Ce ‘\/\‘
0.
Flavonoides Ce—C3—Cs
(0]
OH
o]
Lignanos (C6-C3)2 P o
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Tabela 2- Principais classes de flavonoides.

Flavonoide Estrutura basica Exemplos

° Apigenina, baicaleina,
Flavonas c diosmina, luteolina,
tangeritina.
(0]

N Hesperidina,
Flavanonas c naringenina,
pinocembrina.

[0}

(o]
. Azaleatina, galangina
Flavondis c ,g. gina,
quercetina.
OH
0]

Flavanondis Astilbina, taxifolina.

@ ¢ Daidzaina, genisteina,
Isoflavonas .
prunetina.
(o]

Epicatequina,

. . 0. . . .
Flavanois ou catequinas proantocianidinas,
c teaflavinas.

. Cianidina, delfinidina,

BN « Mmalvidina, pelargonidina,
¢ peonidina, petunidina.
F

R7

Antocianidinas
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1.5. Antocianinas

As antocianinas sdo flavonoides, mais concretamente, glucésidos derivados de sais

flavilicos polihidroxilados e polimetoxilados (Figura 5).

Rs

OH

O X Re
Rz

Figura 5-Estrutura geral das antocianinas.

A biossintese das antocianinas é um dos ultimos estados de oxidacdo no

mecanismo de diferenciacdo dos flavonoides, formando-se a partir de chalconas

(Figura 6).
HO o) HO o}
—~ 1. —~
OH
OH O (O] OH O
chalcona flavanona di-hidroflavonol

]
HO 0 HO
AN
-
Zon

OH

antocianidina

Figura 6-Biossintese de antocianinas.
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Desde a estrutura base até a formagao de compostos antocianicos ocorrem muitas
reacOes de modificacdo e ligacdo de radicais através de enzimas como flavona-3-
hidroxilase, dihidroflavonol-4-redutase, ou 3-O-glucosiltranferase. Dependendo dos
radicais que se ligam a molécula, da posicdo e do numero de aminodcidos aromaticos

ou alifaticos obtém-se antocianinas distintas (Cunha, 2014).

Até a data, mais de 600 estruturas antocianicas foram encontradas, das quais a
cianidina-3-0-glucdsido é a mais abundante em todo o reino vegetal (Figura 7) (Dias,

2011).

HO

OH

Olltte

H

Figura 7- Estrutura da cianidina-3-0-glucésido.

Na natureza, encontram-se associadas a moléculas de acucares, sendo a forma
livre (aglicona) denominada como antocianidinas. Para além da ligagdao a agucares, as
antocianinas estdao muitas vezes também associadas a dcidos organicos (Novello, 2011).

As principais antocianidinas encontradas nas plantas sao a cianidina, a delfinidina,
a peonidina (Silva, et al., 2015), a pelargonidina, a petunidina e a malvidina (Tabela 3)
(Marcgo, et al., 2008) (Ge, et al., 2013).

No sabugueiro, as antocianinas mais abundantes sao derivadas das cianidinas,
como é o caso da cianidina-3-0O-glucésido (Figura 7), cianidina-3-O-sambubidsido, e
cianidina-5-0-glucdsido. No entanto, é possivel encontrar também a pelargonidina-3-0O-

glucésido e a delfinidina-3-0-rutindsido (Sidor, et al., 2015).
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Tabela 3- Estrutura basica das principais antocianidinas
Antocianidina  Férmula Estrutura basica Cor Amax (nm)
OH
OH
Cianidina Ci5H1106" "o /O+ Magenta 535
\ OH
OH
OH
OH
Delfinidina CisH1107 "o /O+ oH Roxo 546
\ OH
OH
CH,
o/
OH
Malvidina Ci7H1507+  wo O o Roxo 542
\ OH
OH
OH
HO /O*
Pelargonidina  Ci5H1105* Vermelho 520
\ OH
OH
OCH,
OH
Peonidina C16H1306" Ho /o* Magenta 532
\ OH
OH
OH
OH
Petunidina CisH1106" Ho /O OCH Roxo 543
\ OH
OH
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Naturalmente, a coloragdo das antocianinas é diretamente influenciada pela
substituicdo dos grupos hidroxilo e metoxilo na molécula. O aumento do nimero de
grupos hidroxilo tende a tornar a coloragdo azulada; porém, o aumento do numero de
grupos metoxilo aumenta a intensidade da coloracdo vermelha. Esta coloracdo das
antocianinas depende também do seu pH, variando de vermelho em meio acido a azul
em meio basico, sendo mais estdveis em meio acido. A glucose é o monossacarido mais
comum ligado a aglicona, mas a galactose, arabinose e xilose também aparecem
frequentemente. Os di- e trissacarideos mais encontrados nas antocianinas sdo a

rutinose e a sambubiose (Fernandes, 2014).

As antocianinas sdo intensamente coloridas sob condi¢des acidas, tendo uma
absorgdo na faixa visivel entre 465 e 550 nm (Fernandes, 2014). Muitas apresentam uma
extraordinaria estabilidade na cor devido ao efeito intramolecular da acila¢do do acido
hidroxicinamico. No entanto, a sensibilidade ao pH é o principal fator limitante no
processamento e utilizacdo das antocianinas, afetando a cor e a estabilidade quimica

(Cunha, 2014).

As antocianidinas sdo menos estdveis do que as antocianinas. A cianidina-3-O-
glucdsido, por exemplo, apresenta um tempo de semi-vida em acido citrico 0,01 M (pH
2,8) de 65 dias, enquanto a sua aglicona livre alcanca apenas 12 horas nas mesmas
condicOes. A temperatura é outro fator importante na estabilidade das antocianinas,
uma vez que a medida que se submetem a temperaturas superiores a ambiente a sua

degradacdo é maior (Lopes, et al., 2007).

O grau de hidroxilacdo tem também um efeito importante na estabilidade destes
compostos: um maior niumero de grupos hidroxilo causa uma diminuicdo na sua
estabilidade, enquanto o aumento do numero de grupos metoxilo aumenta a

estabilidade (Lopes, et al., 2007).
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1.5.1. Aplicagdes de antocianinas na industria

As antocianinas comp&em o maior grupo de pigmentos soluveis em agua do reino
vegetal e sdo estudadas em todo o mundo como agentes de coloracdo natural em
alimentos, sendo responsaveis pelos tons entre a coloragao vermelha e a azul em muitos

frutos, legumes e hortalicas (Lopes, et al., 2007).

Estas moléculas podem assim ser importantes no controlo do sabor e aspeto de
varios produtos, o que pode refletir-se num aumento dos lucros, pois os precos das
frutas e vegetais dependem em grande medida do seu aspeto exterior (Teixeira, et al.,

2008).

Pode mesmo considerar-se que a industria alimentar encontra nas antocianinas
um importante substituinte aos corantes artificiais, indo de encontro a um publico cada
vez mais disposto a consumir alimentos isentos de produtos sintéticos, dando
preferéncia ao natural e ao, alegadamente, saudavel. Além do mais, sdo utilizados na
industria farmacéutica para o fabrico de fitoterdpicos, devido ao seu potencial
terapéutico (Margo, et al., 2008) (Augusta, 2011), e na industria cosmética, onde podem
ser usadas em formulacbes, principalmente na forma de extratos naturais. A sua
atividade antioxidante pode retardar o processo de peroxidagao lipidica o que aumenta

o interesse do ponto de vista cosmético (Augusta, 2011).

Para qualquer destas utilizacdes industriais, é crucial a implementacdo de
métodos de extracao mais eficientes, econémicos, passiveis de ser aplicados em larga
escala, e que permitam a obtencdo de extratos com elevada pureza, e que a0 mesmo

tempo preservem a atividade biolégica das moléculas-alvo (Almeida, 2016).

1.5.2. Antocianinas - um corante natural

A intensa coloracao das antocianinas, associada a sua alta solubilidade em agua e
aos relatos crescentes dos seus beneficios para a saude, atraem inimeros estudos sobre
a viabilidade do seu uso como corantes na industria alimentar (Ulbricht, et al., 2014)

(Ge, et al., 2013) (Hamerski, et al., 2013).

Desenvolvimento de um alimento funcional com subprodutos de sabugueiro: caracterizagdo quimica e bioativa

15



2, VNIiVERSiDAD
£ B SALAMANCA

2ipb
\ é INSTITUTO POLITECNICO

DE BRAGANCA

Introducao

A substituicdo dos corantes artificiais por naturais ainda apresenta dificuldades
em questdes relacionadas com a estabilidade. O sucesso para o uso de corantes naturais
reside em saber como controlar e processar a matéria-prima nas etapas de extracao,
purificacdo e formulacdo do corante, para obter alto rendimento e qualidade do

produto final (Concencgo, et al., 2015).

Apesar de existirem mais de 400 tipos de antocianinas em diversas fontes vegetais
tais como: uva (Vitis vinifera L.), cereja (Prunus avium L.), morango (Fragaria vesca L.)
couve-roxa (Brassica oleracea L.), beringela (Solanum melongena L.) entre outras,

poucas delas se apresentam como fonte comercial desse corante (Augusta, 2011).

A producdo de corantes naturais tem demonstrado o quanto é interessante
investigar questdes relacionadas com a viabilidade da sua produg¢ao, de modo a serem
inseridos na industria alimentar, em substituicdo dos sintéticos. Ao mesmo tempo, o
conhecimento dos parametros que afetam a estabilidade dos corantes naturais, tem
permitido o desenvolvimento de técnicas de pigmentacdo, que podem tornar estes

corantes mais estaveis, facilitando e ampliando suas aplicagdes (Hamerski, et al., 2013).

Considerando a possivel incorporacdo das antocianinas em alimentos, é
imprescindivel explorar e avaliar a cinética de degradacao dessas moléculas em
resultado de operagbes industriais ou até mesmo domésticas, como cozimento,
congelamento, pasteurizacdo, entre outros (Hamerski, et al., 2013) (Sun-Waterhouse,
et al.,, 2013) (Oliveira, et al.,, 2015). Na verdade, e a semelhanca de muitos outros
corantes naturais, as antocianinas ndo sao estaveis e sao facilmente degradados apés
exposi¢cdo a luz, calor ou pH, durante o armazenamento ou o processamento dos
alimentos. A degradacao n3o causa apenas o desvanecimento da intensidade de cor,
mas também a perda do seu valor nutricional (Shen, et al., 2014) (Arici, et al., 2015).
Durante a preparacdao e processamento dos alimentos, o conteldo de antocianinas
pode mesmo decrescer até 50%, quer durante a lavagem com dagua devido a sua
solubilidade, quer pela remoc¢do de porcbes dos alimentos que sejam ricas em

flavonoides.
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Em relagdo a sua aplicagdo em alimentos, a descoberta das antocianinas aciladas
contribuiu para o avanco no uso destes pigmentos em alimentos processados, uma vez
que estudos mostraram que interagdes moleculares entre antocianinas e outras

moléculas estabilizam a cor (Hamerski, et al., 2013) (Cunha, 2014).

Tem sido demonstrado que as antocianinas interagem com a pectina através de
pontes de hidrogénio ou interacdes hidrofdbicas e que o uso de goma-arabica melhora
a cor natural das antocianinas, que sdo suscetiveis a degradag¢do por acido ascérbico,

resultando numa maior estabilidade (Chung, et al., 2016).

Do ponto de vista dietético, a ingestdo didria de antocianinas foi estimada entre
3-215 mg por dia, embora as estimativas mais recentes indiquem que a ingestdao média
de antocianinas na Europa e nos Estados Unidos estd apenas na escala de 10 mg por dia

(Fernandes, 2014).

1.6. Corantes

Ha milhares de anos que o Homem utiliza os corantes naturais provenientes de
vegetais ou de animais. Porém, com o processo de industrializacdo e desenvolvimento
da industria quimica, surgiram, no século XIX, os corantes sintetizados quimicamente,
substituindo em larga escala os denominados naturais (Freitas, 2013). Os corantes
usados nos alimentos fazem com que estes sejam mais apelativos e assim obtenham
uma maior adesao por parte do consumidor. A sua funcao é conceder ao alimento uma
cor diferente da natural, ou restabelecer a cor perdida por circunstancias do seu

processamento (Hamerski, et al., 2013).
Os corantes podem ser classificados em dois grandes grupos:

- Corantes organicos naturais, obtidos a partir de vegetais, ou eventualmente,

de animais, cujo corante tenha sido isolado através de processos tecnoldgicos
adequados. Neste grupo podem incluir-se os corantes inorganicos, que sao obtidos a
partir de substdncias minerais e submetidos a processos de elaboracdo e purificacdo

adequados a utilizacdo em alimentos.
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- Corantes organicos_sintéticos, obtidos por sintese organica mediante a

utilizacdo de processos tecnoldgicos adequados. Este ultimo grupo engloba corantes
artificiais, que sdo corantes organicos sintéticos nao encontrados em produtos naturais
e corantes organicos sintéticos idénticos aos naturais, cuja estrutura quimica é a

mesma do principio ativo isolado de corante organico natural (Hamerski, et al., 2013).

Esta classe de compostos tem sido estudada quanto a seguranca alimentar, ja que
nas ultimas décadas muitas restri¢des ao uso de corantes sintéticos foram estabelecidas
por organismos internacionais, como a Food and Drug Administration (FDA) e a entidade
europeia equivalente (European Food Safety Authority - EFSA) (Johann, et al., 2014)
((EFSA), 2013).

Antes de ser autorizado o uso de um aditivo, deve ser feita a adequada avaliacdao
toxicoldgica, considerando qualquer efeito cumulativo, sinérgico ou de prote¢do. Os
aditivos alimentares devem ser mantidos sob observacdo e ser reavaliados, com base

na informacao cientifica que surja sobre o tema (Silva, et al., 2015).

De qualquer forma, a aparéncia visual € um dos primeiros atributo que os
consumidores usam para avaliar a qualidade dos alimentos, preferindo um produto
visivelmente mais apelativo, o que obriga os produtores a exercem um esforco para
melhorar a cor do produto por adicdo de corantes naturais ou sintéticos (Souza, 2012)

(Arici, et al., 2015).

Os corantes naturais tém sido bastante utilizados na industria alimentar sob a
forma de extratos, obtidos a partir de vegetais que passaram ou nao por tratamento
prévio. Para se obter extratos ou isolar compostos organicos com este potencial, deve
ter-se em consideracdo as caracteristicas quimicas das moléculas a serem purificadas e

adequar as metodologias de extracdo e purificacdo (Soares, et al., 2015).

Para a preparacdao dos extratos onde estdo presentes misturas complexas de
metabolitos secundarios, utilizam-se diversos solventes como etanol, metanol, hexano,
agua, entre outros, assim como numerosas técnicas de extracdo como infusdo,

decoccgdo, Soxhlet, micro-ondas ou ultrassons (Soares, et al., 2015).
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1.6.1.Corantes naturais vs corantes sintéticos

A toxicidade apresentada pelos corantes artificiais é a principal desvantagem do
seu uso, o que os torna numa espécie de aditivo indesejavel para o consumidor (Adeel,
et al., 2017) (Concengo, et al., 2015). Alguns estudos sugerem mesmo que o consumo
excessivo de alimentos com corantes sintéticos pode provocar diversas manifestagdes
clinicas desde hipersensibilidade, dermatites, eczema, prurido, diarreia, nausea,

vomitos, anafilaxia, asma e até mesmo cancro (Freitas, 2013) (Arici, et al., 2015).

Por outro lado, os fabricantes preferem adicionar corantes artificiais uma vez que
sdo mais econdmicos, mais brilhantes, conferem uma coloracdo mais intensa e sdo mais
estaveis do que os corantes naturais. No entanto, com a consciencializacdo e
sensibilizacdo ecoldgica por parte dos consumidores, os corantes naturais surgiram
como uma importante alternativa aos corantes sintéticos, sendo que, as cores naturais
estdo presentes numa grande variedade de fontes vegetais, tais como raizes, sementes,

folhas, frutos e flores (Barrozo, et al., 2013).

Deve ainda ter-se em consideracdo que o uso dos corantes naturais pode
aumentar o custo final dos alimentos processados, apesar de, a partida, permitir
produtos mais sauddveis e menos toxicos. Além do mais, durante a extragao, os corantes
naturais sdo passiveis de sofrer oxidacao, isomerizacao, ou formacdao de complexos com
metais (Souza, 2012). Sendo menos intensos, poderd também ser necessdario utilizar
maiores quantidades, o que pode causar alteracées no género alimentar (Carochoa, et

al., 2015).
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1.7. Bio-residuos

O processamento de frutas e legumes gera normalmente uma quantidade
apreciavel de subprodutos, tais como cascas e sementes. Num esforgo continuo para
reduzir ou reutilizar a quantidade de residuos e com a crescente preocupacdo em
proteger o ambiente, a utilizacdo desses materiais secunddrios do processamento de
frutas, além de diminuir o desperdicio e evitar a contaminagao ambiental pela
eliminacdo desses residuos, poderd facilitar o acesso da populagdo a alimentos
funcionais. Estes ingredientes alimentares, além de apresentarem baixo, custo
destacam-se também, por apresentarem propriedades bioativas interessantes (Teixeira,
et al., 2014) (Kaimainen, et al., 2015). Nesta perspetiva, estes procedimentos sdo de
elevado interesse econdmico, sobretudo para paises com abundancia de residuos e
subprodutos, visto que podem ser utilizados como matérias-primas de baixo custo
(Brito, 2014). A utilizacdo de bio-residuos de frutos ou legumes tem-se alargado e sao
inimeros os estudos que relatam a pratica como sendo benéfica a nivel econdmico e
ambiental, podendo ser aplicadas a varias industrias (Brito, 2014) (Farias, et al., 2014)
(Davi, et al., 2014) (Melo, et al., 2015) (Teixeira, et al., 2014). Assim, os residuos da
extracao de sumo de baga de sabugueiro também podem ser uma fonte alternativa de
compostos fendlicos bioativos de baixo custo para posterior aplicacdo nas industrias

farmacéutica, alimentar e cosmética (Silva, et al., 2016).

1.8. Alimentos funcionais

A alimentacdo tem sido discutida e estudada como uma das grandes fontes de
prevencao de doencas. Desta forma, a relacdo entre alimentacdo e saude tem levado a
estudos mais aprofundados com a finalidade de descobrir os possiveis efeitos benéficos
para o funcionamento metabdlico e fisiolégico, descobrir beneficios para a saude fisica
e mental e prevenir doengas créonico-degenerativas pelo consumo de determinados

alimentos (Chaves, 2014) (Gongalves, 2014) (Rodrigues, et al., 2012).
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O conceito de alimento funcional foi desenvolvido na década de 1980, no Japao,
pela industria alimentar, com a finalidade de descrever alimentos enriquecidos com
ingredientes que representam beneficios para a saude (Khan, et al., 2013). Um alimento
é considerado funcional apds demonstrar funcdes benéficas para o organismo,
promovendo a saude, além de desempenhar o seu papel nutricional basico (Chaves,
2014). Muitas outras denominacbes sdo atribuidas aos alimentos que possuem
caracteristicas iguais ou similares aos alimentos funcionais, entre as quais o0s
nutracéuticos e os suplementos alimentares, que possuem como conceito central a
promoc¢do do bem-estar, da saude ou, ainda, a reducdo dos riscos de doencas crénicas

(Cardoso, 2016) (Basho, et al., 2010).
Os alimentos funcionais podem ser classificados em quatro grupos distintos:

- Alimentos naturalmente ricos em compostos bioativos ou os seus

subprodutos;

- Alimentos que, apesar de o conhecimento cientifico a respeito da sua
constituicao quimica ser conhecido, ndo possuem validagao cientifica dos seus efeitos

benéficos para a saude;

- Alimentos enriquecidos, que visam aumentar os teores de um componente

associado a prevencdo ou tratamento de vdrias patologias;

- Alimentos integrais, associados a reducdo do risco de doengas como as

relativas ao trato gastrointestinal (Teixeira, et al., 2013).

Em relacdo ao sabugueiro enquanto alimento funcional, as bagas frescas,
congeladas ou secas, estdo em crescente procura, pela sua riqueza em vitaminas,

antocianinas e pelas suas propriedades bioativas (Wilson, et al., 2016).
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1.9. Incorporagdo de antocianinas em produtos de confeitaria

Existe um grande interesse no estudo das antocianinas em diversas areas, uma vez que
compdem o maior grupo de pigmentos sollveis em agua do reino vegetal e sdo estudadas em

todo o mundo como agentes da coloracdo natural em alimentos (Lopes, et al., 2007).

A industria alimentar podera ter nas antocianinas um importante substituinte aos
corantes artificiais, atendendo um publico cada vez mais disposto a consumir alimentos
isentos de produtos quimicos sintéticos, dando preferéncia ao natural e, em principio,

mais saudavel (Margo, et al., 2008) (Augusta, 2011).

As bagas de sabugueiro contém niveis elevados de antocianinas. Na verdade, e em
especial na Europa, as flores e frutos mais maduros de sabugueiro sdo muito utilizados
na confecdo de tortas, geleias, gelados, iogurtes e bebidas, tais como vinho, cha, licor e

sumos (Senica, et al., 2016).

A extracdo do sumo das bagas origina um volume considerdvel de bio-residuos
(essencialmente constituidos por peliculas e sementes), nos quais remanesce uma
quantidade aprecidvel de antocianinas. Este “bagaco” pode assim ser utilizado como
matéria-prima para a extracdo de compostos de interesse, podendo estes extratos ser
depois incorporados em formulacdes melhoradas de produtos alimentares, em especial
naqueles casos em que esse produto ndao apresenta propriedades reconhecidamente
benéficas para a saude, como é o caso dos produtos de confeitaria. Estes produtos sdo
considerados como uma boa fonte de energia (Kamiloglu, et al., 2017), mas o seu
potencial bioativo é praticamente nulo, pelo que requerem melhorias na sua formulacao
(Kamiloglu, et al., 2017) (Karakaya, et al., 2016) (Chavez-Santoscoy, et al., 2016). Em
estudo anteriores, as vantagens de incorporacdo de extratos vegetais em produtos de
confeitaria, foram ja avaliadas. Num estudo realizado com subprodutos de cenoura
preta (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens), por exemplo, constatou-se que o
bagaco de cenoura preta, um produto com preco bastante acessivel, pode ser utilizado
como fonte de polifendis para enriquecer produtos alimentares de confeitaria

mantendo as caracteristicas e estabilidade dos mesmos (Kamiloglu, et al., 2017).
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Outro estudo realizado utilizando sementes de feijdo preto incorporadas em
bolachas sem gluten e em tortilhas, concluiu que a adicdo destas sementes pode ser
uma estratégia para aumentar os niveis de antocianinas naqueles produtos, embora se
tenha observado que as percentagens de retencdo de bioativos foram mais significativas
nos tortilhas. Estas percentagens possivelmente estao relacionadas com os ingredientes
presentes nas bolachas assim como o seu processamento térmico (Chavez-Santoscoy,

et al.,, 2016).

Em relagdo a questdo da estabilidade, um estudo realizado em produtos de
padaria (pdo de forma, pdo baguete e biscoitos) enriquecidos com antocianinas,
concluiu que o cozimento e o armazenamento (temperatura ambiente) ndo teve
influéncia na estabilidade das antocianinas mantendo assim as suas qualidades bioativas

(Karakaya, et al., 2016).

De uma forma geral, a viabilidade da aplicacdo de antocianinas em produtos
alimentares, deve ser acompanhada por estudos de estabilidade em diferentes
condi¢cdes de pH e temperatura. E também necessario saber como controlar e processar
a matéria-prima para obter alto rendimento e qualidade no produto final, uma vez que
o pH pode afetar a cor e a estabilidade das antocianinas, podendo estas ser degradadas
em maior percentagem, proporcionalmente ao aumento da temperatura (Lopes, et al.,

2007).
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1.10. Objetivos

O objetivo primordial deste trabalho é conhecer as caracteristicas fitoquimicas e
propriedades antioxidantes que estdo presentes nos residuos das bagas de sabugueiro
com vista a sua incorporacdo num alimento, tornando-o assim funcional. Para o estudo
destas mesmas propriedades foram realizados uma série de trabalhos experimentais
como extracdes dos compostos bioativos, avaliacdo da atividade antioxidante através
de ensaios como poder redutor, efeito captador de radicais livres (DPPH) e inibicdo da

descoloragdo do B-caroteno.

A atividade antitumoral foi avaliada em linhas tumorais humanas de cancro de
pulmao (NCI-H460), figado (HepG2), mama (MCF-7) e cervical (Hela), assim como a sua
toxicidade em células normais de figado de porco (PLP2), através do ensaio

colorimétrico da sulforrodamina B.

Apods a andlise das diferentes bioatividades foi selecionada a quantidade mais
apropriada de extrato a aplicar na preparacao de um alimento inovador, quer do ponto
de vista bioativo, quer da sua aparéncia visual. Assim, o objetivo especifico foi a
preparacao de uma nova variedade de profiterole com incorporacdo direta de extrato
de bio-residuos de sumo de sabugueiro. A colora¢dao conseguida foi controlada pela
avaliacdo dos parametros da cor, tendo ainda sido avaliados compostos quimicos
individuais (agucares livres e acidos gordos), a composicdo nutricional e o perfil em
antocianinas. Uma vez que era pretendido conseguir um corante natural de comprovada
eficacia, foram preparados também profiteroles aditivados com corante comercial de

cenoura preta, bem como outros sem qualquer adi¢ao de corante.

Em suma, pretendeu-se obter um produto de confeitaria com aspeto inovador e
apresentando potenciais efeitos benéficos sobre a salde, o que constitui uma

significativa melhoria em relacdo ao produto tradicional.

Desenvolvimento de um alimento funcional com subprodutos de sabugueiro: caracterizagdo quimica e bioativa

24



|Pb 283 VNIVERSIDAD
S 2> Tinstiuro PouTéCNico - ik, B SALAMANCA Material e Métodos
DE BRAGANCA :

Il. Material e Métodos

2.1. Padrdes e reagentes

Os padrdes utilizados na atividade antioxidante, acido galico e catequina, foram
adquiridos a Sigma (St. Louis, MO, EUA), o 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) foi
comprado a Alfa Aesar (Ward Hill, MA, EUA). O padrao utilizado nos ensaios de atividade
antioxidante (trolox: acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) foi
adquirido na Matreya (PA, EUA). Todos os restantes compostos quimicos e solventes
utilizados eram de grau analitico, tendo sido adquiridos a fornecedores especializados.
A dgua foi tratada através de um sistema de purificacdao Milli-Q (TGI Pure Water System:s,

EUA).

Para as analises cromatograficas, o acetonitrilo (grau de pureza HPLC) foi obtido
da Merck KgaA (Darmstadt, Alemanha). O acido féormico e o 4cido trifluoroacético foram
adquiridos a Prolabo (VWR International, Franca). Os padrées de compostos fendlicos

foram fornecidos pela Extrasynthese (Genay, Franca).

Nos ensaios efetuados com culturas celulares, o dimetilsulféxido (DMSO), de grau
analitico, foi comprado a Fisher Scientific (Paris, Franca). O soro fetal bovino (FBS), a L-
glutamina, a solucdo salina equilibrada de Hank (HBSS), as soluc¢des de tripsina-acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (100 U/mL) e de penicilina/estreptomicina (100
mg/mL) e os meios Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 e Dulbecco’s Modified
Eagle’s medium (DMEM) foram fornecidos pela Hyclone (Logan, EUA). Os outros
componentes utilizados, dcido acético, elipticina, sulforrodamina B (SRB), azul de
tripano, acido tricloroacético (TCA) e Tris, foram comprados a Sigma Chemical Co. (Saint

Louis, EUA).

O corante comercial utilizado para comparacao foi adquirido na C.H.R Hansen.
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2.2. Recolha e preparagao de amostras

As bagas de sabugueiro foram obtidas na orla do rio Fervenga em Braganga, tendo
sido apanhadas no estado de maturacdo completa (bagas pretas brilhantes). Apds a
obtengcdo do sumo por extragdo mecanica simples, os bio-residuos resultantes,
especificamente peliculas e sementes inteiras, foram congelados, liofilizados, triturados

(20 mesh) e guardados em local seco e ao abrigo da luz para posterior andlise.

2.3. Procedimentos de extragao das amostras

2.3.1. Maceragao

A extracdo das amostras (1 g) foi feita através de maceracao (dgua) (30 mL), sob
agitacdo magnética (150 rpm), a temperatura ambiente (25 °C) durante uma hora. O
preparado foi filtrado através de um filtro de papel Whatman N° 4 para repeticdo do

procedimento.

A solucdo extraida foi congelada, liofilizada e determinada a massa de extrato
obtido para a preparagdo de uma solugdo-mae (20 mg/mL), posteriormente diluida em
diferentes concentragdes: 10 mg/mL, 5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL, 0,625 mg/mL,
0,3125 mg/mL, 0,15625 mg/mL, 0,078125 mg/mL e 0,0390625 mg/mL) e

posteriormente submetidas aos diversos ensaios.

2.3.2. Ultrassons

As amostras do bagaco liofilizadas e trituradas foram colocadas num gobelé (3 g)
juntamente com o solvente (dgua) (100 mL). A mistura foi extraida por ultrassom
(QSonica sonicators, model CL-334, Newtown, CT, USA), a diferentes frequéncias (250
kHz, 375 kHz e 500 kHz) e a diferentes tempos de extracdo (5 min, 10 min e 20 min).
Seguidamente a extracdo, as solucdes foram filtradas com auxilio de um papel de filtro

Whatman N°4 e congeladas para posterior analise.
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2.4. Ensaios de avaliagdo da atividade antioxidante

2.4.1. Poder Redutor

A cada uma das diferentes solug¢bes de extrato (0,5 mL) foi adicionada (0,5 mL)
uma solucdo tampao de fosfato de sédio (200 mmol/L, pH 6,6) e ferricianeto de potassio
1% (0.5 mL). Apds as misturas terem sido incubadas a 50 °C durante 20 minutos, foi
incorporado acido tricloroacético 10% (0,5 mL). A este sobrenadante foi retirado um
volume de 0,8 mL para uma microplaca, juntamente com agua desionizada (0,8 mL) e
160 pL de cloreto de ferro Il (0.1%).

Foi preparado um controlo com solvente de extracdo em vez da solucdo de extrato
para posterior comparagao.

A leitura das absorvancias foi realizada num leitor de microplacas ELX800 (Bio-Tek
Instruments, Inc.) a 690 nm. A concentracdao de extrato com correspondente a uma
absorvancia de 0,500 (ECso) foi calculada a partir do grafico de absorvancia a 690 nm em

funcdo da concentragdo do extrato.

Figura 8- Leitor de microplacas para leitura das absorvancias.
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2.4.2. Atividade captadora de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

De cada uma das diferentes solucdes de extrato (gama de 2,5 mg/mL a 0,0390625
mg/mL) foram retirados 30 pL e adicionados 270 puL de uma solugdo metandlica
contendo radicais de DPPH (6x10 mol/mL). Foi preparado um controlo com solvente
de extragcdo em vez da solugdo de extrato para posterior comparagdo. A mistura foi
preservada ao abrigo da luz e apés 60 minutos foi determinada a redug¢do do radical
DPPH no leitor de microplacas referido em 2.4.1. a 515 nm. A atividade captadora de
radicais (ACR) foi calculada através da percentagem de descolora¢do da solugdo de

DPPH usando a seguinte equagao:
%ACR = [(Apppy — As)/Apppu]x 100

As corresponde a absorvancia da solucdo de DPPH na presenca de diferentes

concentragdes de extrato e Apppr corresponde a absorvancia do controlo.

A concentragao de extrato que corresponde a 50% da atividade captadora de
radicais (ECso) foi calculada a partir do grafico de ACR em funcdo da concentragdo de

extrato.

2.4.3. Inibicdo da descoloragdo do B-caroteno

Foi preparada uma solugao de B-caroteno dissolvendo 2 mg do composto em 10
mL de cloroférmio. Desta solugdo foram pipetados 2 mL para um baldo e procedeu-se a
evaporacao do cloroférmio num evaporador rotativo a 40 °C. Aos 0,2 mg de B-caroteno
resultantes, foram adicionados 400 mg do emulsificador Tween 80, 40 mg de acido
linoleico e 100 mL de agua destilada, agitando vigorosamente até emulsionar.
Posteriormente, desta emulsao, foram transferidos 4.8 mL para um tubo de ensaio
contendo 0.2 mL das diferentes concentracbes do extrato (gama de 2,5 mg/mL a
0,0390625 mg/mL). Foi preparado também um controlo com solvente de extracdo em

vez da solucdo de extrato para posterior comparacao.
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Os tubos foram agitados (vortex) e incubados a 50 2C em banho-maria, sob
agitacdo (50 rpm). Logo que a emulsdo foi adicionada a cada tubo, a absorvancia foi
medida (tempo zero) a 470 nm (espetrofotometro Analytiklena 200-2004), tendo sido
novamente medida no final da incubacdo. A inibicdo da descolorac¢do do B-caroteno foi

calculada utilizando a equagao:

[(A470T120 / Aa70To )x100]

onde, As70 T120 corresponde ao valor de absorvancia obtido duas horas apds incubacao
e As70 To ao valor de absorvancia inicial. A concentragdo de extrato que corresponde a
50% de atividade antioxidante (EC50) foi calculada a partir do grafico de percentagem

da inibicdo da descoloracdo do B-caroteno em funcdo da concentracao da amostra.

2.5. Ensaio da atividade inibitoria do crescimento de linhas celulares tumorais

humanas

Para estes ensaios, o extrato de “bagaco” de sabugueiro foi inicialmente diluido
em agua de modo a obter uma concentracdo de 10 mg/mL e, em seguida submetido a

dilui¢Bes sucessivas (10-0,15625 mg/mL).

O ensaio da sulforrodamina B (SRB) é um dos processos mais utilizados para o
rastreio in vitro de citotoxicidade. Este método quantifica o nimero de células através
de marcac¢do do seu conteudo proteico, tendo a vantagem de permitir estudar células
isoladas sem a necessidade de testes em animais. O ensaio baseia-se na capacidade da
SRB (uma aminoxantina com cor rosa-brilhante) para se ligar a componentes proteicos
de células, que foram fixadas em placas de cultura, com a ajuda de acido triclorodcetico
(Vichai, et al., 2006). Utilizaram-se linhas tumorais Hela (carcinoma cervical), MCF-7
(adenocarcinoma da mama), NCI-H460 (cancro do pulmdo de células ndo-pequenas),

HepG2 (carcinoma hepatocelular) e ainda células normais de figado de porco (PLP2).

As células foram cultivadas numa incubadora de ar humidificado e com 5% de CO»,
em frascos de cultura de tecidos de 25 cm? e suplementadas com DMEM com 10% de

soro fetal bovino, 2 MM de aminoacidos ndo essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100
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mg/mL de estreptominicina. Foi efetuada uma monitoriza¢do continua das células
num microscépio de contraste de fase (Icon Eclipse Ts 100). Para preparar o ensaio,
comegou-se por retirar o meio de cultura do frasco de cultura com as células, e lavou-se
com solucdo salina (HBSS, 2 mL). Descartou-se o meio de lavagem e adicionou-se tripsina
(2,5 mL), para desagregar as células da caixa de cultura durante trés minutos em
incubacdo. De seguida adicionou-se meio de cultura (5 mL) de modo a neutralizar a agdo
da tripsina, e colocou-se a suspensdo da linha celular em tubos de Falcon estéreis para
centrifugar (5 min). Descartou-se o meio de cultura com tripsina, e retirou-se a
suspensao celular (75 plL) para um eppendorf a qual se juntou a mesma quantidade (75

uL) de azul tripano para se proceder a contagem de células numa camara de Neubauer.

Posteriormente, colocaram-se os extratos (10 yuL) em microplacas de 96 pogos
juntamente com o volume de suspens3ao celular calculado para a densidade
estabelecida, e perfez-se o volume do poco com meio de cultura. Apéds isto, as
microplacas armazenaram-se devidamente seladas durante 72 horas a 37 2C com
humidade e 5% de CO2. J& com as células devidamente aderidas, desprezou-se o
conteludo da microplaca, e deu-se inicio ao teste da SRB pela adicdo de &acido
tricloroacético frio (10%, 100 pL) a cada um dos pogos e pela incubagdo a 4 °C por 60
minutos. Apds isto, lavaram-se devidamente com dgua destilada e as microplacas foram
colocadas a secar. Adicionou-se entdo a SRB (0,1 em 1% acido acético; 100 uL)
incubando de seguida durante 30 minutos a temperatura ambiente. A placa foi
novamente lavada, desta vez com acido acético (1%) de modo a retirar cuidadosamente
o excesso SRB e deixou-se secar. Solubilizou-se a SRB com Tris (200 pL, pH 7,4) com
auxilio a um agitador de microplacas (Stat Fax-2100), e procedeu-se a leitura da
absorvancia no leitor de microplacas referido previamente. Os resultados foram
expressos pela fator de diluicdo do sumo que inibiu 50% do crescimento celular (Glso).
Todos estes processos e operacdes foram efetuados em ambiente asséptico numa

camara de fluxo laminar vertical (TLStar, AV-30/70)
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2.6. Andlise cromatografica de antocianinas

A analise das antocianinas presentes nos extratos de “bagaco” de sabugueiro (e
posteriormente nas amostras de profiteroles) foi feita em amostras liofilizadas (1 g)
extraidas com 30 mL de metanol contendo 0,5% de TFA durante aproximadamente 1
hora. Os extratos foram depois filtrados através de um filtro de papel Whatman n? 4,
repetindo depois 0 mesmo processo com os residuos. Os extratos combinados foram
evaporados a 35 °C para remover o metanol e redissolvidos em agua. Na etapa de
purificacdo, os extratos foram tratados num cartucho C18 (SepPak®Vac Phenomenex),
previamente ativado com metanol e depois com agua. Os acUcares e as substancias mais
polares foram removidos passando 15 mL de 4gua e os pigmentos antocianicos foram
eluidos com 5 mL de metanol/agua (80:20, v/v) contendo 0,1% de TFA. O extrato
metandlico foi concentrado sob vacuo, liofilizado, redissolvido em 1 mL de solucdo
aquosa de metanol (20%) e filtrado através de um disco LC descartavel de 0,22 um para

analise por HPLC.

A separagdo cromatografica foi conseguida numa coluna Waters Spherisorb S3
ODS-2 C18, (3 um, 4,6 mm x 150 mm) de fase reversa termostatizada a 35 2C. Os
solventes usados foram: (A) 0.1% de 4acido trifluoroacético (TFA) em agua, (B)
acetonitrilo. A eluicdo em gradiente seguiu os seguintes parametros: 10% de B durante
3 min, de 10 a 15% de B durante 12 min, 15% de B durante 5 min, de 15 a 18% de B
durante 5 min, de 18 a 30% de B durante 20 min, de 30 a 35% de B durante 5 min e de

35 a 10% durante 10 min.

O tempo total de execucdo resultante foi de 60 minutos, seguido por
recondicionamento de coluna de 10 minutos, utilizando um caudal de 0,5 mL/min. A
dupla dete¢do em linha foi realizada no DAD utilizando 520 nm como o comprimento de
onda preferido e num espetrémetro de massa (MS) ligado ao sistema HPLC através da

saida da célula DAD.
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A detecdo de MS foi realizada em modo positivo, utilizando um espetrémetro de
massa Linear lon Trap LTQ XL (Thermo Finnigan, San Jose, CA, EUA) equipado com uma
fonte ESI. O azoto serviu como gds envolvente (50 psi), e o sistema foi operado com uma
tensdo de pulverizacdo de 4,8 kV, uma temperatura de fonte de 320 °C e uma tensédo

capilar de 14 V.

O deslocamento da lente do tubo foi mantido a uma tensdo de 75 V, tendo sido
analisada a gama de massas de m/z 100 a 1500. A energia de colisdo utilizada foi de 20
(unidades arbitrarias). A aquisicdo dos dados foi realizada com o sistema de dados

Xcalibur® (Thermo Finnigan, San Jose, CA, EUA).

As antocianinas presentes nas amostras foram caracterizadas de acordo com o seu
espetro UV e de massa, e tempo de reten¢do por comparacdo com padrdes, quando
disponiveis. Para analise quantitativa, obtiveram-se as curvas de calibrag¢do (cianindina-
3-0-glucdsido (y = 243287x - 1E+06; R2=0.995; LOD=1.3 pg/mL; LOQ=4.32 ug/mL)) por
injecdo de solugbes-padrdo com concentragées conhecidas (0,25-50 g/mL). Os

resultados foram expressos em mg/gextrato.

Figura 9- Equipamentos utilizados na identificacdo de antocianinas. HPLC-MS.
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2.7. Incorporagao do extrato no alimento

A massa choux é uma preparacdo classica da pétisserie francesa. E uma massa
versatil, pois pode ser utilizada na preparacao de doces e de salgados, muito utilizada
na area de panificacdo e confeitaria e tem boa aceitabilidade no mercado consumidor

(Giaretta, et al., 2015), tendo sido por isso o produto selecionado para este estudo.

2.7.1. Preparagao da massa choux

Os ingredientes utilizados na receita base foram: agua (50 mL), farinha (75 g),
manteiga (30 g), acucar (5 g), sal (2,5 g), ovos (2) e extrato de sabugueiro. Em primeiro
lugar, colocou-se a agua, o sal e a manteiga e aqueceu-se até a ebulicdo. De seguida,
adicionou-se, de uma s vez, a farinha e mexeu-se vigorosamente. Depois de arrefecida
a massa, os ovos foram adicionados um a um e por fim incorpora-se o extrato nas
concentragdes pré-determinadas.

Com o auxilio de um saco de pasteleiro, foram dispostas por¢des com o tamanho
aproximado de uma noz, num tabuleiro previamente forrado com papel manteiga,

levando-se de seguida a cozer em forno pré-aquecido a 200 °C, durante 20 minutos.

2.7.2. Preparacdao do merengue italiano (recheio)

Uma das inovagdes propostas neste trabalho foi a adicdo de extrato de
sabugueiro, quer a massa, quer ao recheio. Para este, foi preparado um merengue do
tipo italiano, utilizando: agucar (150 g), dgua (50 mL) claras de ovo (2), extrato de
sabugueiro e sumo de limao (5 mL).

Comecou por separar-se as claras de ovo, que foram de seguida batidas (com uma
batedeira elétrica) a uma velocidade baixa durante cerca de 2 minutos. Em simultaneo,
colocou-se o aglcar a aquecer juntamente com a dgua, até atingir uma temperatura 116
°C e 118 °C. Esta calda (em ponto pérola), foi adicionada as claras batidas em fio, com
cuidado, e batendo continuamente até obter a tipica consisténcia “em castelo”. Por fim,
foi adicionado o sumo de limdo e o extrato de sabugueiro, mexendo até obter uma

mistura homogénea.
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2.8. Caracterizagao quimica dos profiteroles

Os diferentes tipos de profiterole foram caracterizados quanto aos teores em
humidade, cinzas, gordura, proteinas, hidratos de carbono (calculados por diferenca) e
correspondente valor energético [Energia, kcal = 4 x (8proteina + Bhidratos de carbono) + 9 X
(8lipidos)]. Foram também avaliados os perfis em agucares livres, acidos gordos e
antocianinas (o parametro mais importante tendo em vista os objetivos do trabalho).
De forma a validar a alteracdo de cor obtida, foram também medidos os parametros de

cor L* (luminosidade), a* (intensidade da cor vermelha) e b* (intensidade da cor azul).

2.8.1. Teor de humidade

Para a determinacdo do teor de humidade pesou-se a amostra (1 g) preparada
previamente para cadinhos previamente calcinados e pesados que foram colocados na
estufa (Memmert; UNB 100-500) a 100 °C até obter um peso constante. Os resultados

obtiveram-se pela seguinte expressio: Teor de humidade = % X 100

Em que mi representa a massa inicial colocada nos cadinhos, e mf faz referéncia

a massa apos obter um peso constante.

2.8.2. Teor de cinzas

Para a determinacdo da matéria mineral, pesou-se a amostra (250 mg) para
cadinhos calcinados e pesados e introduziram-se na mufla (Lenton Thermal designs
limited; ECF12/22), deixando incinerar durante a noite (600 2C). Arrefeceram-se os

cadinhos num exsicador e mediu-se o peso.
Os resultados foram expressos em percentagem de cinzas total, segundo a

. ~ . m
seguinte expressao: % cinzas = ;{ x 100

Em que a massa inicial é representada por mi e a massa final pormf,

correspondente aos residuos apds incineracdao na mufla.
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Figura 10- Mufla utilizada para a incineragdo das amostras

2.8.3. Determinacao do teor em gordura

Os lipidos foram extraidos com um equipamento de Soxhlet, usando éter de
petréleo como solvente. A amostra (3 g) foi colocada num cartucho poroso e colocado
na camara de extracao. Apds 8 horas, a extracdo foi interrompida e removeu-se o baldo
contendo a a gordura solubilizada no éter de petréleo. Evaporou-se entdo o solvente, e
o teor em gordura foi determinado apds secagem na estufa a 100 2C até peso constante.

Os resultados foram apresentados em percentagem de gordura, segundo a expressao:

% gordura = :r:l—’: x 100

Em que a massa inicial da amostra é representada por mi e a massa final por mf,

correspondente a massa de gordura obtida no baldo.
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Figura 11- Equipamento Soxhlet utilizado para extragdo de gorduras.

2.8.4. Determinagao do teor em proteina pelo método de Kjedahl

E a partir do azoto existente nas proteinas que surge o processo mais comum para
analise do teor de proteina total. O método de Kjeldahl permite quantificar o teor em
proteina bruta baseado no teor em azoto da amostra. Pesou-se a amostra (1 g)
previamente liofilizada e moida, e introduziu-se no tubo de digestdao com 15 mL de acido
sulfdrico concentrado e duas pastilhas de selénio como catalisadores da digestdo. Os
tubos foram colocados no digestor (FossTM Digestor) durante aproximadamente 2h a
410 °C. Apés arrefecimento, os tubos de digestdo foram colocadas no equipamento de
Kjeldahl, que automaticamente realiza uma destilagdo e uma titulagao. Inicialmente
ocorre uma diluicdo da amostra com agua e a neutralizacdo do acido sulfurico com uma
solucdo de hidroxido de sddio, posteriormente ocorre uma destilacdo da solucdo que
contém o amoniaco, que o arrasta por vapor para uma outra solu¢do, contendo acido

borico, azul-de-metileno e vermelho de metilo, onde o amoniaco é recolhido.

Desenvolvimento de um alimento funcional com subprodutos de sabugueiro: caracterizagdo quimica e bioativa

36



283 VNiVERSiDAD
& D SALAMANCA

n
; I INSTITUTO POLITECNICO

DE BRAGANCA

US OF INTERMATIONAL EXCELLENCE

Material e Métodos

Da-se entdo a titulagdo onde o ido borato, existente numa quantidade
proporcional a de azoto, é titulado com uma solucdo padrdo de acido cloridrico, que
permite calcular a quantidade molar em azoto na amostra. O teor em proteina foi depois
calculado multiplicando o valor obtido para o azoto por um fator de conversdo

especifico selecionado no aparelho.

Figura 12-Equipamentos utilizados para determinagdo de teor de proteinas. A-Digestor, B-
Equipamento Kjehdal

2.8.5. Calculo do teor em hidratos de carbono e valor energético

O teor em hidratos de carbono foi calculado pela diferenca dos componentes
quantificados anteriormente, humidade, cinzas, gordura e proteina, utilizando a

seguinte expressao:

% hidratos de carbono = 100 — (% agua + % proteinas + % lipidos + % cinzas)

2.8.6. Determinacao da cor

A fim de validar as alteracGes de cor conseguidas de acordo com as distintas
percentagens de sumo, foi utilizado um colorimetro (modelo CR-400, Konica Minolta
Sensing Inc., Téquio, Japdo), para medi¢ao dos parametros L*, a* e b* (CIELAB), em que:
L* indica a luminosidade; a* varia de valores negativos (verde) a valores positivos
(vermelho) e b* varia de azul (valores negativos) a amarelo (valores positivos) (Delgado,

et al., 2014).
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2.8.7. Determinagao do perfil de acidos gordos por cromatografia gasosa

Os acidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa (Dani; modelo
GC1000) equipado com detetor de ionizagao por chama (FID) a 260 2C. Apds extragao
por Soxhlet, os acidos gordos foram metilados com metanol:acido sulfirico:tolueno
2:1:1 (v:v:v) durante um periodo minimo de 12 h num banho a 50 2C e 160 rpm. De
seguida, foi adicionada agua desionizada para promover a separacdo de fases e os
esteres metilicos de acidos gordos (FAME) foram recuperados com éter dietilico por
agitacdo em vortex. O sobrenadante foi entdo desidratado com sddio de sulfato anidro
e filtrado através de filtros de nylon (0.2 um) para posterior injecdo. A andlise foi levada
a cabo num cromatdgrafo gasoso DANI (modelo GC 1000) equipado com um injetor
split/splitless, um detetor de ionizacdo em chama (FID) a 260 2C e uma coluna
Macherey-Nagel (30 m x 0.32 mmID x 0.25 um df). O programa de temperaturas do

forno foi estabelecido previamente (Pereira, et al., 2011).

A identificacdo foi feita por compara¢ao dos tempos de retencao dos FAME com
padrdoes comerciais. Os resultados foram processados com o software CSW 1.7

(DataApex 1.7) e expressos em percentagem relativa de cada aminoacido.

2.8.8. Agucares

A composicdo em acucares foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI). Para isso colocou-se a
amostra (1 g) num tubo de falcon, juntamente com um padrao interno, melezitose (25
mg/mL) e extraiu-se com etanol (80%, 40 mL) durante 1h30min a 80°C agitando a cada
15 min. Centrifugou-se a amostra e os vestigios de gorduras foram retirados em lavagens
sucessiva com éter etilico (10 mL). Os residuos foram dissolvidos em agua para perfazer
um volume final de 5 mL. A separac¢do cromatografica foi conseguida com uma coluna
100-5 NH2 Eurospher (4,6 x 250 mm, 5 mm, Knauer) operando a 30 2C (forno Grace
7971 R). A fase mével foi acetonitrilo/agua desionizada, 70:30 (v/v) com um caudal de 1

ml/min. Os acgulcares foram identificados pela comparacdo dos tempos de retencio
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relativos dos picos das amostras com os padrdes, e os resultados foram expressos em g

por 100 g de massa seca.

Figura 13- Equipamento usado para a identificagdo de aglcares. HPLC-RI

2.9. Analise estatistica

Para cada formulacdo de profiterole, foram analisadas trés amostras
independentes e cada amostra foi analisada em triplicado. Os dados foram expressos
como médiatdesvio padrdo. Os testes estatisticos foram aplicados considerando um
valor de a=0,05 (95% de confianca), utilizando o software IBM SPSS Statistics for
Windows, versdo 22.0. (IBM Corp., USA).

Foi feita uma analise de variancia (ANOVA), com base no teste de Tukey (quando
se verificou homoscedasticidade das distribuicdes) ou no teste de Tamhane’s T2
(distribuicGes heteroscedasticas) para conseguir classificar as diferencas estatisticas
entre os diferentes parametros avaliados em cada um dos profiteroles. O cumprimento
dos requisitos da ANOVA, especificamente a normalidade da distribuicdo dos resultados
e a homogeneidade das variancias, foi verificado através de um teste de Shapiro Wilk e

um teste de Levene, respetivamente.
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Ill. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizagao bioativa dos extratos de “bagac¢o” de sabugueiro

Por forma a avaliar a eventual influéncia do processo de extragdao no rendimento
em antocianinas e nos niveis de bioatividade, foram testados trés tipos de extracdo

distintos: maceragdao com agua, maceragao com etanol e ultrassons.

Em relagdo aos perfis em antocianinas, foram detetados 3 compostos distintos,
todos derivados da cianidina: cianidina-3-O-sambubidsido-5-0-glucdsido, cianidina-3-0O-
sambubidsido e cianidina-3-0-glucésido. A cianidina-3-O-glucésido foi identificada por
comparagdo com o padrao comercial, enquanto os outros dois compostos foram
confirmados por comparacdo das caracteristicas cromatograficas e espetrais (UV e
massa) com dados da nossa biblioteca de compostos e com a literatura disponivel (Silva,
et al., 2016) (Duymus, et al., 2014). Como pode verificar-se na tabela 4, o processo de
extracdo ndo exerceu influéncia significativa (valor de p>0.05) na quantidade de
antocianinas extraidas, pelo que se optou por selecionar a extragdao tecnologicamente
mais simples e mais de acordo com as premissas da Quimica Verde: maceracdao com
agua. A cianidina-3-0-sambubidsido (32+1mg/mL) foi a antocianina maioritéria, seguida
da cianidina-3-0O-glucdsido (32+1 mg/mL), com valores similares, e da cianidina-3-0O-
sambubidsido-5-0-glucdsido. Em geral, os bio-residuos resultantes da extra¢cdo de sumo

de sabugueiro revelaram elevado potencial para a obtencdo de antocianinas.

Desenvolvimento de um alimento funcional com subprodutos de sabugueiro: caracterizagdo quimica e bioativa

40



2, VNIiVERSiDAD
P SALAMANCA

2ipb
\ é INSTITUTO POLITECNICO

DE BRAGANCA . o~
¢ Resultados e Discussdo

Tabela 4- Antocianinas (mg/g de extrato) quantificadas no “bagac¢o” do sumo de sabugueiro.

Cianidina-3-0-sambubidésido- Cianidina-3-0- Cianidina-3-0-
5-0-glucésido sambubidsido glucésido

Maceragdo com agua 5,410.2 3211 2411
Maceragdo com etanol 6,0£0.5 30+2 24+1
Ultrassons 5,9+0.5 31+2 24+1
Homoscedasticidade?

(valor de p) (n = 27) 0,002 0,930 0,039

2
ANOVA 0,165 0,309 0,433

(valor de p) (n =27)

valores de p inferiores a 0,05 indicam distribuicdes heteroscedasticas, tendo a comparacdo multipla
sido feita pelo teste de Tamhane’s T2; valores de p superiors a 0,05 indicam distribuicdes
homoscedasticas, tendo a comparac¢do multipla sido feita pelo teste de Tukey HSD. 2Se o valor de p
for inferior a 0,05, o parametro correspondente apresenta diferencas significativas para pelo menos
um dos tipos de extrato (identificadas com letras diferentes).

Em relacdo a bioatividade, os extratos de “bagaco” resultante do sumo de
sabugueiro foram avaliados quanto a atividade antioxidante e citotoxicidade. Como
poderia de alguma forma ser antecipado, tendo em consideracdo os teores de
antocianinas e sabendo que estas possuem um grande potencial antioxidante, todos os
extratos apresentaram uma significativa atividade antioxidante, em especial quando
avaliada quanto a capacidade de bloqueio de radicais DPPH e ao poder redutor (tabela
5). Em termos de comparacao entre os diferentes extratos, verificaram-se diferencas
apenas nos casos do DPPH e poder redutor, curiosamente com os extratos aquosos a
demonstrar maior atividade de bloqueio de radicais, mas simultaneamente o menor
poder redutor. De todas as formas, ficou comprovado, a semelhanca do que ja tinha sido
verificado com bio-residuos industriais (em particular nos peciolos) que os subprodutos

de sabugueiro possuem um grande potencial antioxidante (Silva et al., 2017).

Por outro lado, os extratos ensaiados no presente trabalho ndo apresentaram
citotoxicidade até as maximas concentracdes ensaiadas (500 pg/mL) nas linhas celulares
utilizadas (MCF-7, NCI-H460, Hela, HepG2 e PLP2), a excecdo do que foi observado com
os extratos aquosos quanto ao seu efeito inibidor sobre a linha Hela, de acordo com a

Glso de 393 pg/mL.
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Tabela 5- Atividade antioxidante dos diferentes extratos de “baga¢o” do sumo de sabugueiro. Os
resultados sdo apresentados como valores de ECso, em mg/mL.

Bloqueio de radicais Inibigdo da descoloragdo

Poder redutor

DPPH do B-caroteno
Maceragdo com agua 0,22+0,02 ¢ 0,39+0,03 a 1,2+0,1
Maceragdo com etanol 0,26+0,03 b 0,3340,02 b 1,1+0,1
Ultrassons 0,34+0,04 a 0,3240,02 b 1,0+0,2
. 1
RZE‘:ZC:IC;??:T;;‘* <0,001 0,415 0,067
ANOVA? <0,001 <0,001 0,062

(valor de p) (n = 27)

valores de p inferiores a 0,05 indicam distribui¢des heteroscedasticas, tendo a comparagio multipla
sido feita pelo teste de Tamhane’s T2; valores de p superiors a 0,05 indicam distribuicdes
homoscedasticas, tendo a comparacdo multipla sido feita pelo teste de Tukey HSD. %Se o valor de p
for inferior a 0,05, o parametro correspondente apresenta diferencas significativas para pelo menos
um dos tipos de extrato (identificadas com letras diferentes).

3.2. Caracterizagdo das novas formulagoes de profiterole

Nesta segunda seccdo do trabalho foram preparadas trés formulagées de
profiteroles. Uma das formulacdes (PB) corresponde a receita base, ndo apresentando
qualguer corante, nem na massa, nem no recheio; a segunda formulagdo (PBS) foi
aditivada (4% da massa total, quer na massa, quer no recheio) com o extrato de
“bagaco” de sabugueiro obtido por maceracdo com agua; uma terceira formulacdo
(PCC) foi também adicionada com 4% de um corante de cenoura comercial, previamente

diluido até ter a mesma absorvancia do extrato de sabugueiro.

Figura 14-Diferentes formulagdes de profiteroles. A-receita base (PB), B-receita aditivada com extrato de
"bagaco" de sabugueiro (PBS), receita aditivado com corante comercial (PCC).
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Para comparar as diferentes formulagdes de profiterole, caracterizou-se a sua
composicdo nutricional, perfil em acucares livres e em acidos gordos e também os
parametros de cor: L*, a* e b*. De forma a avaliar, a eficiéncia de incorpora¢ao dos
extratos ricos em antocianinas, os profiteroles foram ainda extraidos (procedimento

descrito em 2.6.), sendo posteriormente quantificado o seu teor em antocianinas.

Figura 15-Diferentes formulag¢des de profiteroles com recheio. A-receita base (PB), B-receita aditivada
com extrato de "bagaco" de sabugueiro (PBS), receita aditivado com corante comercial (PCC).

3.2.1. Composigao nutricional

A tabela 6 mostra os valores médios, em g/100 g de produto fresco, obtidos para
a composicdo nutricional, agulcares livres e valor energético das formulagdes analisadas.
Para todos os parametros, exceto o teor em cinzas, verificaram-se algumas diferencas
significativas (valores assinalados com letras diferentes), apesar da relativa proximidade
entre todos os valores. Os hidratos de carbono sdo o componente mais abundante (=
60%), seguido pela gordura (= 20%) e as proteinas (= 10%). Segundo o regulamento da
Unido Europeia as doses de referéncia de nutrientes, numa dieta de 2000 kcal, o valor
de lipidos totais deve ser de 90 g, valores de acidos gordos saturados 20 g, hidratos de
carbono 260 g, acucares 90 g, e de proteinas 50 g (Conselho, 2011).

Dado que o produto foi cozido a 200 2C, o teor em agua é pouco mais do que
residual. Como é tipico neste tipo de produtos, o valor energético é elevado.

Em relacdo ao perfil em acucares livres (tabela 6), foi apenas detetada a glucose,
embora em quantidades muito baixas e a sacarose, que como pode constatar-se pelos
valores tabelados, corresponde a praticamente metade da percentagem total em
hidratos de carbono. Em geral, pode afirmar-se que a introducdo do extrato de
sabugueiro (a semelhanca do observado com o corante comercial de cenoura) ndo

causou alteracOes relevantes no perfil nutricional dos profiteroles.
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Tabela 6- Composicdo nutricional, agucares livres (g/100 g) e valor energético (kcal/100 g) das diferentes formulag&es de profiteroles.

Hidratos de

Agua Gordura Proteinas Glucose Sacarose Cinzas Energia
carbono
PB 1,0+0,1b 2411 a 14,1+0,3 a 60+1 b 0,360,022 a 28+1b 1,610,1 50813 a
PBS 1,2+0,1a 21+2 b 13,3+0,1b 6312 a 0,30+0,04 b 31tla 1,7+0,3 49218 b
PCC 1,0+0,1b 24t1 a 13,8+0,4 a 59+1 b 0,37+0,03 a 2612 c 1,5+0,1 51212 a
. 1
Homoscedasticidade 0,103 0,002 <0,001 0,010 0,107 <0,001 <0,001 0,002
(valor de p) (n=27)
2

ANOVA <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,192 <0,001

(valor de p) (n =27)

valores de p inferiores a 0,05 indicam distribuicdes heterosceddsticas, tendo a comparacdo multipla sido feita pelo teste de Tamhane’s T2; valores de p superiors a
0,05 indicam distribuicdes homosceddasticas, tendo a comparacdo multipla sido feita pelo teste de Tukey HSD. ?Se o valor de p for inferior a 0,05, o pardmetro
correspondente apresenta diferencas significativas para pelo menos um dos tipos de extrato (identificadas com letras diferentes).

3.1.1. Acidos gordos
Como primeira nota, refira-se que para além dos acidos gordos listados na tabela 7, foram ainda detetados C11:0, C13:0, C14:1,
C15:0,C17:0,C18:3n6, C18:3n3, C20:0, C20:1, C20:3n6, C20:3n3, C22:0, C22:6n3 e C24:0, porém em todos casos em percentagens inferiores
a 1%. Em relagdo aos acidos gordos maioritarios, e apesar de terem sido verificadas algumas diferengas significativas na maioria dos casos,
exceto para o C18:2 e os acidos gordos saturados (AGS), todas as formulacGes preparadas apresentaram perfis similares. As duas formas
mais abundantes foram o acido palmitico e o acido oleico, com percentagens préximas dos 30%, sendo ainda de assinalar os valores obtidos
para o acido estearico e o acido linoleico, que se aproximaram dos 10%. No que diz respeito aos acidos gordos totais os maioritarios sdo os

acidos gordos saturados (AGS) (57%); AGS> AGMI> AGPI.
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Sabe-se que os acidos gordos omega-3 (AGPI) derivam do 4cido linolénico, que se obtém através do peixe e de algumas plantas, os
omega-6 (AGPI) do acido linoleico, que se obtém através da maioria dos dleos vegetais e ainda outro grupo, os acidos gordos omega-9
(AGPI), que derivam do acido oleico, sdo os mais sauddveis uma vez que estdo associados a diminui¢cdo de risco de doencgas inflamatdrias,
hipertensdo e doencas cardiacas. (Yates, et al., 2014) (Nestel, et al., 2015) Por outro lado, o consumo excessivo de gordura saturada estd
associado ao aumento do risco de doengas dos aparelhos circulatdrio e cardiaco e aumento do colesterol sanguineo, particularmente do

colesterol LDL; recomenda-se entdo, que a ingestdo de gorduras saturadas ndo ultrapasse os 10% do valor energético total. (Candeias, et

al., 2005)
Tabela 7-Composigcdo em acidos gordos (%) dos profiteroles (média + desvio-padrao).
C6:0 C8:0 €10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 c18:1 C18:2 €20:5n3 AGS AGMI AGPI
PB 1,3t0,1b 0,8#0,1b 2,0¢0,1b 2,5¢0,1b 7,7¢0,1b 31xla 2,1#0,1a 9,5¢0,1a 29%la  9,9#0,1 0,15%0,01b 57+1  32+la 11,7¢0,4b
PBS 2,6¢0,5a 1,1#0,1a 2,2¢+0,1a 2,6#0,1a 7,8t0,1a 30+lab 2,0#0,1b 9,33t0,1b 28+lab 9,9#0,2 1,2¢0,1a 57+1  30#1b 12,10,2a
PCC 2,7#0,5a 1,1#0,1a 2,2¢+0,1a 2,6#0,1a 7,8t0,1a 30#1b 2,0#0,1b 9,33t0,1b 28+1b  9,84#0,2 1,2¢0,1a 57+1 31+lab 12,0#0,2a
Homoscedasticidade?!
<0,001 0,001 0,312 0,001 <0,001 0,221 <0,001 <0,001 0,001 0,001 0,001 0,009 <0,001 0,006

(valor de p) (n =27)

ANOVA?

<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,017 <0,001 <0,001 0,042 0,072 <0,001 0,161 0,006 <0,001
(valor de p) (n=27)

valores de p inferiores a 0,05 indicam distribuicdes heteroscedasticas, tendo a comparacdo multipla sido feita pelo teste de Tamhane’s T2; valores de p superiors a
0,05 indicam distribuicdes homosceddsticas, tendo a comparacdo multipla sido feita pelo teste de Tukey HSD. 2Se o valor de p for inferior a 0,05, o pardmetro
correspondente apresenta diferencas significativas para pelo menos um dos tipos de extrato (identificadas com letras diferentes).
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3.1.2. Parametros de cor

Para além dos aspetos nutricionais e dos componentes individuais discutidos nas
seccOes anteriores, a andlise dos parametros de cor (tabela 8), nomeadamente, L*, a*
e b*, tem uma relevancia acrescida, considerando que um dos primeiros objetivos era
precisamente conseguir um a nova formulacdo do alimento em estudo, que resultasse
mais apelativa para o consumidor. Comegando pelo aspeto exterior, a adi¢ao dos dois
tipos de corante, quer o extrato aquoso de “bagaco” de sabugueiro, quer o corante
comercial de cenoura preta, diminuiram ligeiramente a luminosidade (L*), tendo em
contrapartida aumentado a intensidade da tonalidade vermelha (a*), embora de forma
ndo muito significativa, o que pode justificar-se pelo escurecimento induzido pelo
processo de cocg¢do. Quanto ao parametro b*, foi também notdrio que os profiteroles
controlo apresentaram uma tonalidade mais marcadamente amarela, o que reflete
também a influéncia da adicdo deste tipo de corantes, na gama do violeta. Deve ser
referido que as pequenas variacdes na tonalidade da cor detetadas também podem ter
sido devidas as reacdes de Maillard. O resultado destas rea¢des sdo o aspeto dourado
do alimento quando tostado ou caramelizado. Esta reacdo ocorre entre os aminoacidos
ou proteinas e os agucares (carboidrato) quando o alimento é confecionado; o grupo
carbonilo (C=0) do carboidrato interage com o grupo amino (—NH2) do aminoacido ou
proteina, e apds varias etapas produz as melanoidinas, que ddo a cor e o aspeto

caracteristicos dos alimentos cozidos ou assados. (Wen-giong, et al., 2013)

Em relacdo ao recheio (merengue italiano), verificou-se igualmente uma ligeira
diminuicdo em L* nos profiteroles aditivados, que por outro lado manifestaram um
aumento significativo da intensidade da tonalidade vermelha (a*). Em relacdo ao
parametro b*, a maior intensidade do amarelo foi notéria entre os profiteroles controlo,
provavelmente pela auséncia de qualquer tipo de pigmento da gama do azul,
contrariamente a situacao verificada para PBS e PCC, cujos pigmentos presentes terdao

levado a um abaixamento do valor de b*.
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Tabela 8- Parametros de cor (L*, a* e b*) medidos no exterior e no recheio das diferentes formulagdes
de profiteroles.

Aspeto exterior Recheio
L* a* b* L* a* b*
PB 69+2 b 3,4+0,3 b 41+1a 711 b 2,440,1 ¢ 321D
PBS 55+1a 10+1a 2141 b 5942 a 38+1 b 20+1a
PCC 5643 b 11+1a 21+1a 633 b 43+1a 2241 ¢
—
Homoscedasticidade 0,078 <0,001 0,858 <0,001 0,431 0,011
(valor de p) (n =27)
2
ANOVA <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

(valor de p) (n=27)

valores de p inferiores a 0,05 indicam distribui¢des heteroscedasticas, tendo a comparag¢do multipla sido
feita pelo teste de Tamhane’s T2; valores de p superiors a 0,05 indicam distribuicdes homoscedasticas,
tendo a comparagdo multipla sido feita pelo teste de Tukey HSD. 2Se o valor de p for inferior a 0,05, o
parametro correspondente apresenta diferencgas significativas para pelo menos um dos tipos de extrato
(identificadas com letras diferentes).
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3.1.3. Bioatividade das formulag¢6es de profiterole

Considerando a falta de citotoxicidade demonstrada pelo extrato de “bagaco” de
sumo de sabugueiro (exceto no caso da linha celular Hela, como indicado em 3.1.) e do

corante comercial de cenoura, optou-se por nao repetir esta avaliagao nos profiteroles.

Por outro lado, era importante verificar se a significativa atividade antioxidante
determinada nos dois tipos de corante adicionados se mantinha nos produtos
alimentares preparados, o que constituiria uma caracteristica vantajosa em relacdo aos

seus eventuais efeitos sobre a saide do consumidor.

A preparacdo das amostras foi feita como descrito em 2.4. Para além das
formulacGes preparadas com corantes, a formulacdo PB também foi ensaiada, mas
neste caso ndo foi possivel calcular as ECso de cada ensaio uma vez que até a maxima
concentrag¢do ensaiada (25 mg/mL) n3o foi observada uma atividade superior a 50%. Em
relacdo a PBS e a PCC, a atividade antioxidante observada foi ainda significativa, embora
com valores de ECso superiores ao do extrato de “bagaco” de sabugueiro, no caso de
PBS, e do corante comercial de cenoura, no caso de PCC. Apesar de esta diminui¢ao ser
esperada, é possivel que os extratos preparados a partir de cada tipo de profiterole
apresentassem alguns contaminantes (e.g., acucares), o que podera ter diminuido a sua

concentragao efetiva.
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Tabela 9- Atividade antioxidante das diferentes formulagdes de profiteroles. Os resultados sdo
apresentados como valores de ECso, em mg/mL.

. . Inibicao da
Bloqueio de radicais ~
Poder redutor descoloragdo do B-
DPPH
caroteno

PB >25 >25 >25
PBS 1,4+0,1 1,4+0,1 3,410,4
PCC 1,4+0,2 1,6+0,2 3,710,5
Homoscedasticidade?

0,017 0,203 0,091
(valor de p) (n = 18) ! ’

_ 2

Teste de t-Student 0,759 0,089 0,357

(valor de p) (n =18)

valores de p inferiores a 0,05 indicam distribui¢des heteroscedasticas, tendo a comparag¢do multipla sido
feita pelo teste de Tamhane’s T2; valores de p superiors a 0,05 indicam distribuicdes homoscedasticas,
tendo a comparacdo multipla sido feita pelo teste de Tukey HSD. 2Se o valor de p for inferior a 0,05, o
parametro correspondente apresenta diferencgas significativas para pelo menos um dos tipos de extrato
(identificadas com letras diferentes).

3.1.4. Estabilidade dos agentes corantes

De forma a poder avaliar a estabilidade dos dois tipos de corantes utilizados,
extrato de “bagaco” de sumo de sabugueiro e corante comercial de cenoura preta,

amostras de PBS e PCC foram extraidas segundo o procedimento descrito em 2.6.

Tal como descrito em 3.1., a antocianina mais abundante nos extratos de “bagaco”
de sumo de sabugueiro foi a cianidina-3-O-sambubidsido. Apds a andlise cromatografica
(descrita em 2.6.) de amostras diluidas (na mesma proporc¢ao em foram adicionadas aos
PCC) do corante commercial de cenoura, verificou-se que a antocianina mais abundante
neste caso era a feruloil-cianidina-xilésido-glucdsido-galactdsido. Assim, foram
guantificadas nos extratos de PBS e PCC, respetivamente as quantidades de cianidina-
3-0O-sambubidsido e de feruloil-cianidina-xildsido-glucdsido-galactésido. Em ambos os
casos foi possivel verificar que aproximadamente 60% da concentracdo em antocianinas
incorporada em cada um dos casos foi mantida nas respetivas formulacbes de
profiteroles. Embora fosse expectdvel alguma degradacao térmica das antocianinas, é
uma vez mais possivel que os extratos pudessem conter alguns aglcares remanescentes

dos profiteroles.
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IV. Conclusao

Neste trabalho foi desenvolvida uma nova formulagao de um produto alimentar
bem conhecido, o profiterole. A grande inovagao foi a introdugao de um extrato rico em
antocianinas, proveniente de bio-residuos (“bagaco”) da extracdo de sumo de bagas de
sabugueiro. Este extrato foi previamente caracterizado quanto a sua bioatividade e
perfil em antocianinas, entre as quais a cianidina-3-O-sambubidsido foi a mais

abundante.

Este produto foi caracterizado do ponto de vista nutricional, tendo-se verificado
que os hidratos de carbono sdo os componentes mais abundantes (=60%), seguido pela
gordura (=20%) e as proteinas (=10%). Em relacdo ao perfil em acucares livres, apenas
foi detetada a glucose, embora em quantidades muito baixas, e a sacarose. O perfil de
acidos gordos dos profiteroles mostrou uma relagdo de acidos gordos totais:
AGS>AGMI>AGPI, em que os maioritarios foram o acido palmitico e o acido oleico

(ambos com percentagens proximas de 30%).

A atividade antioxidante observada nos profiteroles incorporando extrato de
“bagaco” de sabugueiro foi significativa, embora com valores de ECso superiores aos
daquele extrato: 1,4+0,1 mg/mL (bloqueio DPPH e poder redutor), 3,4+0,4 mg/mL
(inibicdo da descoloracdo do B-caroteno) para os profiteroles, enquanto os valores
conseguidos no extrato foram 0,22+0,02 mg/mL (bloqueio de radicais DPPH),
0,39+0,03mg/mL (poder redutor) e 1,2+0,1 mg/mL (inibicdo da descolora¢do do B-

caroteno).

Tal como era objetivo, a adicdo do corante do extrato aquoso de “bagaco” de
sabugueiro provocou uma alteracdo de cor significativa, o que reflete a influéncia da
adicdo deste tipo de corantes, na gama do violeta, podendo manifestar-se visivelmente
mais apelativo e inovador. De facto, o “bagaco” de sabugueiro manifesta um poder
corante notavel, tendo também uma aprecidvel atividade antioxidante. Assim, ao
adicionar os compostos bioativos (antocianinas) responsaveis aos profiteroles, estes

tornam-se simultaneamente um alimento funcional e mais apelativo.
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Em relagdo as antocianinas, foi ainda verificada a sua estabilidade, tendo-se
verificado que aproximadamente 60% da concentragao inicial foi mantida nos

profiteroles.

De um modo geral, foi possivel desenvolver uma nova formulagdao para um
produto amplamente aceite pelas suas caracteristicas organoléticas, mas que ndo era

considerado como o melhor exemplo de um alimento saudavel.

Atendendo, a formulagdao desenvolvida neste trabalho, o profiterole esta agora
mais proximo de poder ser considerado um alimento funcional. Ao seu sabor tdo bem
aceite, foi adicionado potencial antioxidante pela incorporacdo de antocianinas
bioativas obtidas a partir de bio-residuos resultantes da extracdo do sumo de
sabugueiro. Além do mais, estas antocianinas conferiram ao produto um aspeto
inovador, que pode ser fundamental para a sua ainda melhor aceitagdo por parte dos
consumidores, em especial porque as moléculas bioativas presentes no extrato

incorporado sdo significativamente preservadas no processamento do mesmo.
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