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Resumo

As epidemias alimentares de origem bacteriana sdo uma problematica global, com
graves consequéncias a nivel social, ambiental e econdmico. Desta forma, a exploracdo
de novas tecnologias de extracdo de compostos bioativos torna-se essencial para o
desenvolvimento de novos conservantes alimentares. O presente trabalho apresenta
um conjunto de avaliagcdes da capacidade antimicrobiana e antioxidantes de infusbes
preparadas a partir de subprodutos industriais de couve-flor, por extracdo de compostos
bioativos através de altas pressdes hidrostaticas - 200, 300, 400 e 500 MPa - durante 5
minutos. Os efeitos das infusdes preparadas foram testados frente a um dos
microrganismos com maior impacto no desenvolvimento de intoxicagdes alimentares a
nivel mundial, Salmonella enterica serovar Thyphimurium, a temperaturas de incubacao
distintas: 10 °C e 37 °C. As curvas de crescimento/inativacdo do patogénico e 0s
respetivos ajustes mateméaticos apontam para a existéncia de uma correlacéo positiva
entre a pressdo de extragdo e o poder bactericida das amostras testadas. Tratamentos
de 400 e 500 MPa (5 min) revelam um conteudo de polifendis extraidos mais elevado
que tratamentos de 200 e 300 MPa (5min) com efeito semelhante de dano e morte em
células de S. Typhimurium, tanto a 10 °C como a 37 °C. No entanto, ndo foram
observadas diferencas na capacidade antioxidante das amostras preparadas pelos
diversos tratamentos. Assim, infusGes de subprodutos de couve-flor obtidas por
tratamentos HPP poderdo vir a ser usados como técnica suplementar para controlar o
crescimento de patogénicos durante a producdo e/ou armazenamento de produtos

alimentares de origem vegetal.

Palavras-chave: Seguranca Alimentar, S. Thyphimurium, Subprodutos Agroindustriais,

Altas Pressoes Hidrostaticas, Polifendis.
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Abstract

The management of organic residues (by-products) that results from processing fruits
and vegetables by food and beverage industries is a big issue, with serious social,
environmental and economic consequences that concerns populations at a global level.
At the same time, bacterial food epidemics still take a strong presence in modern society.
Therefore, the development of new technologies to extract bioactive compounds
becomes crucial to create more effective food preservatives. The aim of the following
thesis is to present an evaluation of the antioxidant and antimicrobial power by bioactive
molecules extracted from cauliflower by-products infusion prepared trough high
hydrostatic pressures — 200, 300, 400 and 500 MPa — for 5 minutes. The pathogenic
growth/inactivation curves and respective mathematic adjustments show a positive
correlation between the pressure applied and the bactericidal power of the tested
samples. Treatments of 400 and 500 MPa (5 minutes) revealed higher polyphenolic
content than 200 and 300 MPa (5 minutes), with a similar effect of damage and death on
S. Typhimurium bacteria, at 10 °C and 37 °C. However, no differences were found on
the antioxidant capacity of the different samples prepared by the same method. Thereby,
infusions of cauliflower by-products obtained through High Hydrostatic Pressure can be
used as a supplementary technique to control food pathogenic growth during the

production and/or storage of food and beverage items.

Key-words: Food Safety, S. Thyphimurium, Food by-products, High Hydrostatic
Pressure, Polyphenols
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Introducéao

A sociedade moderna desenvolve-se a um ritmo sem precedentes, pelo que os problemas
relacionados com a sua alimentacdo sdo um facto que preocupa ndo sé os Governos
mundiais mas também toda a indUstria agroalimentar que a suporta. O desenvolvimento
Industrial envolvente enfrenta novas exigéncias por parte dos consumidores cujas respostas

se querem rapidas e sustentaveis, com o menor custo de producéo e rentabilidade maxima.

O crescimento exponencial do nimero de habitantes no nosso planeta despoletou o
desenvolvimento de novos métodos de producado de bens alimentares nas Ultimas décadas
que procuram sustentar as necessidades alimentares em larga escala. No entanto a
tecnologia de producédo em larga escala levou & sobrexplora¢do dos recursos naturais, com
consequéncias devastadoras para 0 meio ambiente e para os seres vivos que neles habitam,
0 que por sua vez afeta a forma como os alimentos chegam as méos dos individuos.
Problemas como erosdo dos solos, poluicdo ambiental e perda de biodiversidade levam a
destruicao de fauna e flora essenciais para o equilibrio dos ecossistemas (Munesue et al.
2015).

Nas ultimas décadas os individuos tém vindo a tomar consciéncia do seu papel ativo nestas
alteracbes de paradigmas envolventes ao seu meio e as suas preocupagfes passam
atualmente ndo s6 pelo impacto que as suas escolhas alimentares possam causar a nivel
ecolégico mas também numa construcdo saudavel da sua dieta diaria rigorosamente
pautada por pardmeros especificos na qualidade e seguranga dos produtos consumidos
(Vittersg et al. 2015).

Mas os consumidores ndo sdo os Unicos agentes preocupados com a evolucdo das
dindmicas dos mercados de bens alimentares. A indlstria agroalimentar enfrenta desafios
multiplos devido a diminuicdo na disponibilidade de matérias-primas essenciais para a
producao dos alimentos que sdo consumidos a nivel global, ao mesmo tempo que pressdes
internas e externas — como por exemplo custos de producdo acrescidos ou politicas
internacionais de protecdo ambiental compelem as empresas para reduzir a producéo de
desperdicios e investir em alternativas na reutilizacdo dos materiais normalmente

descartados e sem valor evidente (EU 2008, Lin et al. 2013).

A inclusdo em dietas para animais, compostagem e incinera¢éo fazem parte do conjunto de
solucdes para reaproveitamento de subprodutos mais usadas até ha pouco tempo. No
entanto estas apresentam diversas falhas tecnoldgicas com impactos econémicos, sociais

e ambientais. Torna-se entdo urgente investir em novas técnicas que deem resposta ao
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problema da escassez de matéria-prima crescente e a0 mesmo tempo consigam ajudar na

gestao dos respetivos subprodutos (Laufenberg et al. 2003).

Os subprodutos gerados a partir do processamento de hortofruticolas sdo normalmente
partes ndo comestiveis de frutas e legumes que apesar de nao serem tolerados pelo sistema
digestivo humano contém na sua matriz vegetal multiplas moléculas bioativas com
propriedades protetoras como antioxidantes e antimicrobianos que ao serem extraidos
podem ser incorporados como ingredientes inovadores, naturais, saudaveis e

multifuncionais (Schieber et al. 2001) .

Os vegetais da familia das Brassicas, como por exemplo a couve-flor, sdo largamente
conhecidos pelas suas propriedades benéficas para a salude humana. Glicosinolatos,
flavonéides, antocianinas e acidos hidroxamicos fazem parte da lista de compostos bioativos
gue marcam forte presenca nos talos e folhas e que podem ser extraidos igualmente das

partes comestiveis e ndo comestiveis destas plantas (Cartea et al. 2011).

Novas técnicas de extracdo em larga escala tém vindo a ser desenvolvidas por varias
industrias, principalmente ao nivel da industria agroalimentar, no sentido de melhorar a
eficacia e sustentabilidade na producédo e conservacao dos produtos. Neste caso 0 uso de
altas pressdes hidrostéaticas pode ser usado para retirar compostos de baixo peso molecular
das matrizes celulares vegetais derivados de subprodutos de couve-flor com funcdes
antioxidantes e antimicrobianas para posteriormente serem aplicados em conservantes para
alimentos, aumentando assim o seu tempo de prateleira (Huang et al. 2013, Huang et al.
2014).

7

Um dos microrganismos patogénicos transmitidos por alimentos mais importante é a
Salmonella enterica serovar Typhimurium, uma bactéria oportunista com especial
propensao em desenvolver-se em alimentos cujo armazenamento apresenta falhas ao nivel
da higiene e seguranca alimentar, causando frequentemente graves surtos de intoxicacdes

alimentar por todo o mundo (Bell et al. 2008).

Deste modo torna-se imperativo estudar a cinética de crescimento/inativacdo deste
microrganismo quando exposto a compostos extraidos de subprodutos vegetais através de
técnicas de extracdo alternativas, como o HPP, que permitem transformar em novas

matérias-primas os subprodutos industriais de hortofruticolas.
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Estado de Arte

Subprodutos na Industria Agroalimentar

A sociedade moderna vive um periodo de grandes desafios ao nivel da gestdo dos seus
recursos. A Industria agroalimentar produz grandes quantidades de subprodutos, tanto
sélidos como liquidos, resultantes da producéo, preparacdo e consumo dos alimentos. Mas
num planeta superpovoado que enfrenta problemas graves de destruicAo ambiental, a
procura por solugbes alternativas para obtencdo de energia e ingredientes torna-se

fundamental para a sustentabilidade do consumo alimentar a escala global.

De acordo com a literatura existem trés tipos de definicdes para o Desperdicio Alimentar
(DA). A Food and Agriculture Organization (FAO) define DA como o material total comestivel
e saudavel destinado ao consumo humano, com origem em qualquer fase da Cadeia de
Abastecimento de Alimentos que acaba por ser descartado, perdido, degradado ou
consumido por pragas (FAO. et al. 2009). Em 2010 (Martindale 2010) foi adicionado a
definicdo da FAO os alimentos utilizados intencionalmente em ragfes para animais, assim
como os subprodutos com origem no processamento alimentar que sdo desviados da cadeia

alimentar humana.

De forma a estabelecer uma ideia mais completa e multidisciplinar sobre a criagao,
manuseamento e oportunidades de revalorizacao, o DA pode ser classificado de acordo com
a sua origem, a fase de producéo ou propriedades intrinsecas. De forma geral existem dois
tipos de residuos: vegetais (cereais, raizes, tubérculos, leguminosas, frutas e vegetais) ou
animais (carnes, peixes, marisco ou produtos lacteos). Podemos encontrar DA em qualquer
tipo de desperdicios gerados por sistemas que lidam com produtos alimentares de origem
industrial, agricultura, sanitaria ou nos residuos sélidos urbanos (Lin et al. 2013). Este pode
ser evitavel, como por exemplo produtos que poderiam ter sido consumidos antes do final
da data de validade, ou inevitavel resultante do processamento industrial de hortofruticolas
(Thi et al. 2015).

Ja numa perspetiva mais abrangente, o DA pode representar a perda de partes comestiveis
na Cadeia de Abastecimento de Alimentos humana (CAA) que pode decorrer em qualquer
fase da mesma: producdo agricola, manuseamento poés-colheita e armazenamento,
processamento, distribuicdo e consumo (Parfitt et al. 2010). A Figura 1 ilustra as fases da
CAA que podem dar origem a desperdicios e perdas alimentares e na Figura 2 estéo
representados as percentagens relativas dos desperdicios gerados (neste caso séo

residuos hortofruticolas) ao longo da CAA ao nivel global.
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Figura 1 - Etapas da Cadeia de Abastecimento Humana que podem gerar desperdicio alimentar. Adaptado de
(Laufenberg et al. 2003)
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Figura 2 - Distribuicao do desperdicio alimentar de hortofruticolas gerado globalmente e ao longo da CAA. Adaptado de
(FAO. et al. 2009)

Os desperdicios gerados durante as Ultimas fases desta cadeia estdo sobretudo
relacionados com erros humanos na gestédo de producéo de bens alimentares e sédo portanto
maioritariamente evitaveis. Ja os desperdicios associados ao processamento industrial
estdo sobretudo ligados a natureza da matéria-prima usada para o produto em questao
sendo que as partes ndo comestiveis acabam por ser descartadas e classificadas como

residuos sem valor (Forum 2010).
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Volume de producéo

Cerca de 1,3 milhdes de toneladas de alimentos sdo perdidos todos os anos, 0 que
representa 1/3 do dos bens alimentares gerados globalmente (Lin et al. 2013). Estima-se
que cada pais desenvolvido produz em média 107 kg de residuos per capita por ano, sendo
gue para paises em desenvolvimento este valor é bastante inferior. A titulo de exemplo, o
DA médio na Europa e na América do Norte sdo 95-115 kg/ano enquanto na Africa e Sul
Asiatico sdo 6-11kg (Gustavsson et al. 2011).

Tal como pode ser observado na Figura 3 estes valores demonstram uma grande diferenca
na producdo de DA associada aos padrées de vida da populacdo em andlise, sendo que
paises desenvolvidos oferecem uma qualidade de vida mais elevada, que por sua vez esta
associada a elevados padrbes de qualidade e seguranca dos produtos alimentares. Assim,
0s sistemas econdmicos e industriais destes paises acabam por gerar mais desperdicios de
forma a irem de encontro as exigéncias dos seus consumidores, descartando, por exemplo,
toneladas de frutas e legumes que ndo cumprem 0s requisitos estéticos minimos de
consumo (Thi et al. 2015).

J& ao nivel da Unido Europeia a produc@o de residuos derivados do setor secundario
apresenta valores na ordem das 89 mil toneladas por ano, de acordo com os ultimos dados
recolhidos. Dos paises com maior DA industrial encontram-se a Pol6nia, Holanda e Italia
cujos valores de residuos produzidos foram na ordem das 6 milhdes de toneladas em 2006,

tal como pode ser observado através do grafico da Figura 4.
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Figura 3 - Distribuicao dos desperdicios alimentares (FW — Food Waste) gerados por diferentes paises desenvolvidos e

em desenvolvimento. Retirado de (Thi et al. 2015)
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FIGURA 4 - Distribuicdo dos desperdicios gerados na Unido europeia em 2006 pelos 27 paises-membros. Adaptado
de(FAO. et al. 2009)
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Apesar dos esforcos crescentes dos Governos no sentido de reduzir os desperdicios nas

diversas fases da CAA, havera sempre industrias cuja producdo de residuos € inevitavel,

principalmente industrias que trabalham com produtos hortofruticolas.

A indUstria das bebidas é um dos exemplos maximos de producédo de residuos derivados do

processamento de vegetais e frutas — 5 a 9 mil toneladas/ano e 3 a 4,2 mil toneladas/ano de

uvas e magas, respetivamente) (Lin et al. 2013). Deste modo é importante considerar vias

alternativas que vao de encontro as necessidades ambientais, econdmicas e sociais das

industrias e consumidores (ver Figura 5).
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*embalamento simples

-
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Figura 5 - Exigéncias das indUstrias e consumidores face ao desenvolvimento de novos produtos alimentares.

Adaptado de (Lin et al. 2013)
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Estas exigéncias estdo concentradas sobretudo no desenvolvimento de tecnologias
vantajosas, otimizacdo dos processos para a reducdo de desperdicios, otimiza¢cao no uso
dos recursos e melhoria na eficicia de producao. Deste modo os desperdicios gerados pelas
indUstrias podem ter 3 tratamentos diferentes: reducdo na fonte via modificagcdes na
magquinaria, recuperagdo/reciclagem ou tratamento por desintoxicacdo, neutralizagcdo ou
destruicdo dos componentes indesejaveis. As duas primeiras opcbes sao as que
apresentam as estratégias de tratamento de residuos mais atrativas e promissoras,

principalmente no que diz respeito aos problemas ambientais.

O desenvolvimento e incorporacdo de ingredientes obtidos por extracdo de compostos
bioativos presentes em subprodutos alimentares segue uma estratégia modular, subdividida
em varias etapas: caracterizacdo, definicdo dos objetivos, producdo, desenvolvimento de

design, aplicacéo e otimizagdo (ver Figuras 6 e 7).

Caracterizacao
« classificagcdo das particulas

analises quimicas

+ avaliacao fisicoquimica

Definicao dos objetivos
« propriedades desejadas para o ingrediente/alimento

* Beneficio tecnoldgico, de salde ou sensorial

Design do processo / produto \/

eInteracoes desejaveis/indesejaveisentre os ingredientes

eInteragdes desejaveis / indesejaveis com fatores

eprocessuais e ambientais

Aplicacao
* propriedades qualitativas

*marketing e estratégias de vendas

Otimizacéo
*nichos de mercado

* propriedades sensoriais, tecnologicas e fisiologicas

Figura 6 - Estratégia de desenvolvimento e incorporacao de ingredientes com origem em subprodutos da inddstria
agroalmentar . Adaptado de (Lin et al. 2013)
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Figura 7 - Conversao de matérias residuais em ingredientes multifuncionais e vice-versa. Adaptado de (Laufenberg et

Este novo sistema de gestdo apresenta uma visdo mais abrangente e holistica, que ao
contrario das estratégias anteriores baseadas em areas tecnoldgicas especificas, é definido

por um programa de objetivos a curto, médio e longo prazo:

Objetivos a curto prazo — Reducao dos riscos e poluicdo

Reducdo dos desperdicios e reciclagem de substancias com valor,

subprodutos e residuos

Aumento e ajuste da tecnologia existente para a area particular a aplicar
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Objetivos a médio prazo — Aumento da responsabilidade ambiental das empresas associado

a vantagens competitivas

¢ Desenvolvimento e aplicacdo de processos de producao novos e eficazes

e Revalorizacdo dos subprodutos
Objetivos a longo prazo — Alimentos inovadores que exploram novos nichos de mercado

e Implementacdo gradual de manufatura que beneficia 0 meio ambiente

¢ Desenvolvimento de produtos funcionais

Medidas Legislativas

O aumento da producdo de bens alimentares de forma exponencial por parte da
industria agroalimentar acaba por gerar um volume de residuos também exponencial,
dos quais resultam os problemas ambientais, sociais e econémicos acima citados. Com
vista a reduzir esta tendéncia marcada, a Unido Europeia desenvolveu um conjunto de
medidas juridicas que tém como objetivo a monotorizagédo de todo o ciclo de vida dos
residuos, desde o momento inicial em que este é gerado até ao seu processamento
final, quer seja ele a eliminagé@o, ou numa perspetiva mais sustentavel, a sua reciclagem
com posterior revalorizagdo. Existe um conjunto de restricbes impostas aos paises dos
Estados Membros com via a regularizar a quantidade e qualidade dos residuos gerados
a nivel industrial, conjunto este que tem por base a Diretiva 2008/98/CE do Parlamento
Europeu e do Conselho de 19 de novembro de 2008 sobre a gestdo de residuos
produzidos ao nivel Europeu. Principios como a prevenc¢do da producado de residuos,
responsabilidade do produtor, estratégia do contaminador-pagador, precaucdo dos
potenciais problemas emergentes e tratamento préximo da fonte regem as respetivas
politicas nacionais presentes nos planos de gestao de residuos de cada um dos paises

pertencentes & Unido Europeia (Demirbas 2009).
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Residuos da Industria Hortofruticola

Os residuos hortofruticolas incluem gréos, frutas e vegetais colhidos como matéria-prima,
assim como o0s respetivos subprodutos processados como cascas, fios, palhas, peles,
polpas, pedras, 6leos vegetais ou quimicos derivados de gorduras vegetais. Os métodos
que mais produzem este tipo de residuos incluem producdo ndo especializada,
embalamento, enlatamento, operacdes de congelamento, fritura e secagem residuos (Lin et
al. 2013). Estes fragmentos sdo compostos por hidratos de carbono, lipidos, &cidos minerais,
compostos inorganicos (i.e. silica), fibras alimentares e fitoquimicos como compostos

fendlicos, carotendides e tocoferadis.

Comparativamente aos outros tipos de subprodutos gerados no processamento alimentar,
os residuos vegetais produzidos por este setor sdo gerados de forma mais concentrada e
de dificil tratamento devido a varios problemas bioquimicos associados: biodegradabilidade
e diminuicao de oxigénio disponivel, variagdo do pH e composi¢cdo quimica por alteracbes
no processamento dos alimentos, alta suscetibilidade a contamina¢des por microrganismos
de origem bacteriana e taxas crescentes de acumulagdo por gestdo insuficiente dos

residuos (Laufenberg et al. 2003).
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Revalorizac&do dos subprodutos

Préticas tradicionais de gestdo de subprodutos

Até ha pouco tempo, os residuos gerados pela industria dos hortofruticolas podiam ter
guatro destinos diferentes: depésito em lixeiras, incineragdo, compostagem ou inclusdo em
alimentacdo animal. Associados ao primeiro existem varios problemas legislativos que, tal
como foi referido em cima, impedem a sua pratica num contexto global de reducédo de
desperdicios alimentares. Além do mais, este tipo de “solugdo” acarreta perigos severos
para o meio ambiente uma vez que expostos ao lixo em decomposicdo, 0s recursos naturais
envolventes como solos, ar envolvente, recursos aquiferos, etc. acabam por ser
contaminados com 0s microrganismos associados a decomposi¢cdo natural das matrizes
vegetais. Para além do perigo ambiental existe paralelamente um perigo eminente para a
saude humana ja que a maioria das lixeiras sao mal isoladas e portanto os patogénicos que
ai se desenvolvem podem ser transmitidos aos individuos através de contacto minimo com
estes desperdicios. Ja para ndo falar dos problemas de odor resultantes da decomposi¢éo
da matéria organica inerente que afetam o meio envolvente onde estas lixeiras se situam.
Este € um problema particularmente forte nos paises em desenvolvimento, onde faltam

estruturas adequadas para tratamento de residuos deste género (Laufenberg et al. 2003).

Incineracéo

A incineracdo de compostos de origem orgénica para producéo de energia era também um
método de tratamento de residuos vegetais utilizado até ha poucas décadas. No entanto
este processo acaba por nao ser eficaz a longo prazo uma vez que os residuos provenientes
de Industrias que processam produtos hortofruticolas tém uma percentagem demasiado
grande de agua fazendo destes residuos matéria com pouca capacidade calorifica (o
processo para evaporar a agua presente acaba por ser um desperdicio energético sem

retorno aplicavel) (Laufenberg et al. 2003, Lin et al. 2013).
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Compostagem

A compostagem € um método utilizado por algumas empresas para reaproveitamento da
matéria organica presente em desperdicios vegetais numa perspetiva mais ecoldgica e
amiga do ambiente. A sua principal vantagem € a reducdo da necessidade de fertilizacdo
quimica artificial por parte de companhias agricolas que usam os produtos derivados da
compostagem. No entanto, acaba por ser uma tecnologia limitativa no sentido em que a
matéria em decomposicao tem de ser altamente monitorizada de modo a controlar as suas

propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas.

Alimentacao Animal

A incorporagdo de desperdicios de origem vegetal em dietas de animais é também outra
técnica de reutilizacdo destes compostos. Apesar das aparentes vantagens econdmicas
deste meio de reciclagem de matéria, ja que os produtores de animais acabam por diminuir
0s gastos associados a utilizacao de racoes artificiais, existem ainda demasiadas barreiras
legislativas no que toca ao controlo rigoroso da qualidade destes residuos em animais
criados para o posterior consumo humano. Por sua vez, a introducdo em dietas animais
formuladas a partir da incorporacéo destes compostos organicos acaba por ser limitativa no
sentido em que a sua composicdo pode apresentar demasiada heterogeneidade bioquimica
ao nivel da sua composicao (lipidos, hidratos de carbono, proteinas, etc.) para poder ser
tolerada pelos animais que as consomem. Por exemplo, estudos conduzidos em residuos
de azeitona (Clemente, 1997), maca (Dhillon et al. 2013) citrinos, (Akbarian et al. 2013) e

couveflor (Gasa et al. 1989) mostram que estes sao dificilmente digeridos por animais.

LimitacBes

Apesar de ja serem usados ha muitas décadas, os métodos acima descritos apresentam
vérias desvantagens na sua utiliza¢éo tanto em pequena como em larga escala. Em primeiro
lugar todos os residuos produzidos por determinada Industria tém que ser transportados
desde o local onde séo produzidos até ao local onde vao ser tratados/ utilizados. Este facto
acarreta custos econémicos elevados por parte das empresas que tém de assegurar 0 seu
correto manuseamento e transporte. Segundo, a falta de apoio legislativo na implementacéo
de praticas com menor impacto ambiental leva as Indlstrias a optarem pelos métodos
tradicionais e mais baratos de gestdo residual. Terceiro, apesar da investigacéo
desenvolvida em escala laboratorial no sentido de otimizar novos tipos de processamento

dos desperdicios vegetais, ainda faltam conhecimentos técnicos e cientificos de modo a
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eliminar as barreiras da implementagdo dos mesmos em larga escala. Finalmente, por
muitos esforcos que os Governos e as empresas agroalimentares facam no sentido de
reutilizar os seus desperdicios vegetais, apenas com aceitacao por parte dos consumidores
na utilizacdo destes compostos € que 0s novos métodos de reaproveitamento por extracao
de micronutrientes bioativos a partir da matéria organica industrial desperdicada poderao

ser eficazmente aplicados nos sistemas globais (Laufenberg et al. 2003, Lin et al. 2013).

Novas técnicas de gestéo de subprodutos

Conforme referido anteriormente, o conceito de producdo sustentdvel exige o
desenvolvimento de novas técnicas de reaproveitamento dos desperdicios materiais
gerados a nivel Industrial. Neste caso, os residuos de carater organico oriundos de
processamentos diversos de frutas e horticolas podem ser incorporados no processo de
fabricos de novos produtos especializados, de consumo humano ou comerciais, tais como
(Laufenberg et al. 2003):

o fibras alimentares para producdo de aromas, colorantes, antioxidantes ou
antimicrobianos

e pectinas e agentes gelificantes para aplicacdo em padaria ou bebidas

e bioaromas produzidos por bioconversao

e bioadsorventes autodegradaveis

e membranas de adsorc¢éao e filtragem de 4guas contaminadas

As Tabelas 1 e 2 apresentam um resumo dos principais compostos atualmente extraidos de

residuos de frutas e vegetais com suas respetivas aplicacoes.
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Tabela 1 -Principais compostos bioativos extraidos de subprodutos de frutas e respetivas aplicacdes. Adaptado de

(Laufenberg et al. 2003)

Residuos de Frutas

Compostos bioativos

Aplicagdes

Referéncias
Bibliograficas

Maca

Péssego

Citricos

Manga

- Pectinas, aldeidos
volateis, etanois —
polifendis (peles):

catequinas,
hidroxicinamatos,
floretinas glicosideos,
quercetinas
glicosideos e
procianidinas

Persipanos (sementes),
proteinas, amigdalinas,

pectinas

- pectina, D-limoneno,
etanol, limondides
- flavonoides (peles e
sementes):
hesperidinas,
narirutinas, naringinas

e eriocitrinas

- Pectinas, etanol,
fosfolipidos,

monoterpenos

- Compostos fendlicos:

acido galico e elagico,

Agentes antioxidantes,
propriedades
antimicrobianas em
dentifricos, agentes
gelificantes, aromas de
maga, dieta animal

Substitutos de
massapao, 6leos de
améndoa amarga,
potenciadores
proteicos, agentes
gelificantes, agentes
farmacéuticos
(inibidores de
crescimento)
Agentes antioxidantes,
agentes espessantes
em bebidas, agentes
estabilizadores e
gelificantes, biodiesel,
substratos para
bioconverséo, aromas
citricos, fungicidas em
plantacdes de citrinos,
dieta animal
Estabilizadores de
biscoitos, agentes
antioxidantes,
espessantes e

antimicrobianos

(Joshi et al. 1996)
(Carson et al. 1994)

(Almosnino et al. 1991)

(Lu et al. 1997,
Monteiro et al. 1998)
(Foo et al. 1999, Lu et
al. 2000) (Lommen et

al. 2000) (Yanagida et
al. 2000, Schieber et al.

2001) (Christen,
Bramorski, Revah, &
Soccol, 2000)
(Stredansky et al.
2000), (Gasa et al.
1989)

(Tuncel et al. 1995,
Tuncel et al. 1998)
(Gandhi et al. 1997)
(Pagan et al. 1999,
Pagan et al. 1999,
Pagan et al. 2001)
(Torre et al. 1995)

(Braddock 1995,
Sreenath et al. 1995)
(Grohmann et al. 1994)
(Ozaki et al. 1999) (Coll
et al. 1998) (Bocco et
al. 1998, Manthey et al.
2001), (Chkhikvishvili et
al. 1995) (Attri et al.
1996), (Akbarian et al.
2013),

(Arogba, 1999)
(Larrauri et al. 1996,
Larrauri et al. 1997,

Puravankara et al.
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Ananas

Banana

Guava

Papaia

Maracuja

Kiwi

galhetanos e
galhotaninos
sacarose, amido,
hemicelulose, etanol,
bromelaina (enzimas
proteoliticas)
Amidos, proteinas,
etanol, a-amilase,
hemicelulases,
celulases
- Antocianinas:
delfinidinas, cianidinas,
pelargonidinas,
peonidinas,
petunidinas e
malvidinas
- Carotenoides:
xantofilas esterificadas
com miristato, laurato,
palmitato ou caprato
Pectinas metoxiladas,
acidos gordos (6leo de
sementes), fibras
sollveis e insollveis
Pectinas, acidos
gordos polinsaturados,
proteinas e fibras
Pectinas, acido
linoleico
Fibras alimentares,
acidos fendlicos,
mondmeros de
flavendis, dimeros e
oligaros e glicosideos
flavondides

biodiesel, substratos
para bioconversao,
agentes
antimicrobianos

Removedor de
manchas em
tratamento de aguas,
agentes antioxidante,
colorantes,
suplementos
nutricionais

Agentes antioxidantes
e antimicrobianos

Suavizante de carnes,
agentes estabilizantes
e aromas naturais
Agentes gelificantes e

espessantes

Agentes antioxidantes,

agentes espessantes e

gelificantes,
suplementos

nutricionais

2000) (John et al.
1999)

(Wrolstad et al. , Tran
et al. 1995, Wen et al.
1999, Nigam 2000)

(Namasivayam et al.

1992, Krishna et al.

1996, Subagio et al.

1996, Krishna 1999,

Medeiros et al. 2000,

Pazmino-Duran et al.
2001, Souza et al.

2012)

(Jimenez-Escrig et al.
2001)

(Koubala et al. 2014)

(Chau et al. 2004)

(Martincabrejas et al.
1995, Sun-Waterhouse
et al. 2009)
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Tabela 2 - Principais compostos bioativos extraidos de subprodutos de verduras e respetivas aplicagdes. Adaptado de

(Laufenberg et al. 2003)

Verdura

Compostos Bioativos

Aplicagdes

Referéncias
Bibliogréficas

Tomate

Cenoura

Cebola

Batata

- Proteinas, acido
linoleico, vitamina B12
- Carotenoides:
licopenos e B-
carotenos
- pectinas, acido
urénico, aglcares
neutrais
- Carotenoides: a-
carotenos e B-
carotenos
Glicosideos de
quercitina, flavonoides,
fructanos e fruto-
oligossacarideos
Acido fendlico, acido
gélico e acido caféico

Agentes antioxidantes,
suplementos
nutricionais, corantes
alimentares, racoes
para animais

Estabilizante de
conservas, bebidas
energéticas, colorante
alimentar, suplemento
nutricional

Agente antioxidante,
producéo de energia,
agente aromatico

Agentes antioxidantes
e antimicrobianos

(Carvalheiro et al.
1994, Knoblich et al.
2005, Del Valle et al.

2006, Altan et al. 2008)

(Yoon et al. 2005,
Chantaro et al. 2008,
Upadhyay et al. 2010,

Koubala et al. 2014)

(Odozi et al. 1985,
Hertog et al. 1992,
Jaime et al. 2001)

(Yalcin et al. 2011)
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Tendéncias do Consumidor

As novas técnicas de revalorizagdo dos subprodutos apenas conseguirdo atingir o seu
potencial benéfico por exceléncia se o proprio consumidor aceitar a incorporacao desta nova
tecnologia no seu dia-a-dia. A teoria de gestdo de transigcdo assim como outras teorias de
modernizacdo ecolégica defendem que os problemas ambientais ndo podem ser
solucionados apenas com medidas ao acaso. O combate as falhas de implementacao de
sistemas ambientais sustentaveis requer uma reestrutura na prépria matriz social, com a
transicdo de valores de cada individuo resultantes de uma coevolucdo dos
desenvolvimentos econémicos, culturais, tecnoldgicos, ecoldgicos e institucionais, a todas
as escalas possiveis (Rotmans et al. 2009). As dindmicas destas transicdes consistem num
intercdmbio de mudancas a multiplos niveis, incluindo a prépria mentalidade de cada pessoa
e/ou sociedade (Grin 2012). Deste modo é importante compreender as principais tendéncias
atuais e futuras dos consumidores para que a adaptacéo destes as novas tecnologias mais

sustentaveis seja o mais eficaz possivel.

A percecdo que cada individuo tem sobre a qualidade e seguranca alimentar dos produtos
que consome é uma forte problematica para o sector agroalimentar, fazendo com que
empresas de todo o0 mundo invistam milhdes de euros todos os dias em novas formulaces
para os ingredientes dos respetivos produtos. A medida que a populacdo humana vai
aumentando, crescem também os problemas relacionados com a produ¢do em massa de
comida e bebida levando os consumidores a tentar procurar escolhas alimentares

alternativas.

Atualmente a populagdo humana ronda os 7.2 milh8es de pessoas, numero ao qual sdo
adicionados todos os dias sdo 250 mil. Num planeta onde a quantidade de recursos naturais
gue podem ser usados € limitada, 0 aumento exponencial da populacdo humana tem levado
a uma sobrecarga na exploracdo dos sistemas biol6gicos e sociais que provoca graves
problemas a nivel da degradacdo ambiental, como poluicdo dos recursos aquiferos e
maritimos, eroséo e diminuicdo da fertilidade dos solos, perda de diversidade na flora e

fauna local, alteracdes climaticas e subida do nivel médio da agua dos mares, etc.

Para tentar solucionar alguns destes problemas, foram desenvolvidas novos processos ao
nivel da producao agricultura e animal de forma a gerar grandes quantidades dos produtos
desejados ao minimo preco, tornando a producdo em massa no método mais utilizado para
a obtencado de bens alimenticios. Infelizmente o recurso abusivo a métodos de agricultura
intensiva desenvolvidos nos anos 40 durante na Revolucdo Verde teve consequéncias
devastadoras para a Biosfera. Sabe-se hoje que técnicas como pesticidas e fertilizantes

azotados produzidos sinteticamente, projetos de irrigacdo intensiva, etc. provocam um
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aumento do stress dos sistemas biolégicos e sociais e levam a destruicdo do meio ambiente

e dos seres vivos que os rodeiam (Munesue et al. 2015).

A alimentacdo dos povos € representada por fatores sociais, culturais, econdémicos,
ambientais e nutricionais que se interrelacionam entre si criando um sistema vivo e mutavel
conforme as condicdes presentes. Na verdade, questbes como a perda de biodiversidade,
a erosdo dos solos, o degelo dos polos, etc. estdo relacionadas com os padrdes de producéo,
distribuicdo e consumo dos bens alimentares, tornando alimentos de baixo preco econémico
em produtos demasiado caros para 0 meio ambiente e para a propria saude de quem os

consome (Reisch et al. 2013).

Todos estes efeitos ndo deixam de passar despercebidos aos consumidores, que através
dos meios de comunicacéo social ttm acesso a informacao desenvolvida por investigadores

que se ocupam a estudar estas tematicas.

Assim, os consumidores que ha alguns anos atras dirigiam a sua atengdo essencialmente
para o prego dos alimentos que compravam comecam a manifestar novas preocupacoes
face a estas questdes eminentes. Das novas exigéncias fazem parte a preocupacdo dos
alimentos e bebidas ingeridas sobre a saude, prote¢cdo ambiental, bem-estar animal, suporte
da economia local e estilo de vida saudavel. Todos estes fatores levam a um aumento do
interesse publico em atingir um “consumo sustentavel”. Este € um termo recente que procura
agregar um conjunto de conceitos sobre a reducdo do stress ambiental ao mesmo tempo

que procura ir de encontro as necessidades basicas humanas (Vittersg et al. 2015).

Alguns criticos defendem que a producdo de bens alimentares através de tecnologias
“amigas do ambiente”, confecionados com ingredientes simples e naturais e comercializados
nos mercados nacionais e internacionais de forma sustentavel possa ser apenas uma
miragem econdmica resultante da exploracdo moderna de um novo nicho de mercado. Mas
as evidéncias adquiridas ao longo dos Ultimos anos tendem a contrariar esta linha de

pensamento.

Véarios desenvolvimentos no sistema alimentar humano sao descritos como fatores que
podem estar associados a uma mudanca de comportamento reflexiva dos consumidores.
Em primeiro lugar, foi observado nos ultimos anos uma diferenciacdo dos mercados que faz
com que os retalhistas possam oferecer uma gama cada vez maior de produtos alimentares
de diferentes qualidades. Os alimentos deixaram de ser simplesmente um meio para
satisfazer uma necessidade basica chamada fome, mas transformaram-se numa fonte de
prazer e uma forma de marcar um status social. Em segundo lugar, varios escandalos
alimentares permanecem ainda na memdria de muitos individuos, particularmente durante

os anos 90, com surtos de BSE e salmoneloses, bem como desenvolvimentos controversos
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em questbes ligadas a agricultura, como a expansdo da utilizagdo de Organismos
Geneticamente Modificados ou a crescente preocupacdo com o bem-estar animal. As
fraudes de produtos ao longo da cadeia alimentar sdo também um motive de preocupacao
para as autoridades reguladoras da seguranca alimentar, nacionais e internacionais. A
confiangca do consumidor na Agroindustria, autoridades de seguranca alimentar e outros

agentes nos sistemas alimentares convencionais tem sido abalada em muitos paises e os

consumidores preocupam-se em conhecer o processo de fabrico dos alimentos que ingerem.

Em terceiro lugar, os consumidores preocupam-se cada vez mais em procurar produtos
alternativos, cujos ingredientes sejam “frescos” e “naturais”, conceitos associados ao
aumento de saude, paralelamente a uma procura por redes de producdo de bens
alimentares com cadeias de fornecimento mais curtas e transparentes. Todos estes aspetos
alteram progressivamente o foco na investigacdo nos sistemas de producdo de alimentos
para dar um énfase cada vez maior a forma como os alimentos sdo consumidos. Tem havido
um interesse crescente no potencial poder do consumidor enquanto elemento-chave que
promove mudancas na forma de producéo e acondicionamento dos produtos alimentares ao
longo da CAA de modo a torna-la mais ecoldgica (Goodman 2003, Vittersg et al. 2011,
Kirwan et al. 2013, Vittersg et al. 2015).
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Compostos bioativos em Brassicas

Os vegetais cruciferos sdo uma das melhores fontes de antioxidantes e antimicrobianos
naturais devido ao seu elevado conteido em glucosinatos, isotiocianatos, carotendides,
tocoferdis e acido ascoérbico. Devido as suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas,
0s compostos fendlicos e glucosinatos podem ser usados em produtos alimentares como
conservantes naturais, preservando as suas caracteristicas organoléticas e nutricionais por

um maior periodo de tempo (Barry-Ryan 2015).

A familia Brassicaceae (=Cruciferae) consiste em 350 géneros e cerca de 3500 espécies,
incluindo os géneros Camelina, Crambe, Sinapis, Thlaspi e Brassica. O género Brassica é
um dos mais importantes dentro do grupo Brassicae que inclui culturas como Brassica
oleracea L., Brassica napus L. e Brassica rapa, algumas das plantas com maior impacto na
economia e alimentag&o global, com um mercado particularmente forte na China, Japao,
india e paises europeus (ver Tabela 3). Na Tabela 4 estdo representadas algumas das

espécies mais consumidas a nivel global.

Tabela 3 - Quadro resumo da area plantada e volume de produgéo de Brassicas em 2011. Adaptado de (FAOSTAT,
2011)

Area plantada (hectares) Producao (toneladas)

Mundo 1204 257 21 266 789
Africa 17 438 396 150
América 152 706 942 355

Asia 916 075 17 820 111

Europa 113 986 1999 673
Espanha 6 400 138 700
Portugal 3700 48 400
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Estas espécies podem ter diversos usos como 6leos, forragem, condimentos, plantacdes
para alimentacao conforme a parte de interesse: talos, gomos, inflorescéncias, folhas, raizes
ou sementes. Uma das espécies vegetais principais é a B. oleracea, que inclui formas como
couve, repolho, brécolo, couve-de-bruxelas, entre outros. B. rapa inclui vegetais como nabo,
couve chinesa, e pak-choi juntamente com outros tipos de forragem e sementes. O grupo
das B. napus inclui ndo s6 sementes para 6leos, como por exemplo a colza, mas também
folhas de nabo usadas essencialmente em forragens. Ja no grupo das mostardas destacam-
se as espécies B. carinata, B. nigra e B. juncea usadas para fabricar condimentos, embora
as folhas de B. juncea possam ser também consumidas como vegetais frescos ou
processados, produtos largamente comercializados nos mercados de paises asiaticos
(Cartea et al. 2011). A couve-flor e os brdcolos sdo vegetais pertencentes a subespécie
Brassica Oleacea com um grande impacto a nivel global e uma variedade de aplicacdes
como ingrediente em saladas, sopas, purés etc. Na tabela 4 estdo descritos os valores de
area plantada e volume de producé@o em 2012 (FAOSTAT 2012)

Tabela 4 - Principais especes de Brassicas consumidas a nivel global. Adaptado de (Wu et al. 2009)
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Género espécie (subespécie)
Armoracia lapathifolia
Brassica camoestris (rapifera)
Brassica camoestris (oleifera)
Brassica napus (napobrassica)
Brassica oleracea (capitata)
Brassica oleracea (sabauda)
Brassica oleracea (gemmifera)
Brassica oleracea (cauliflora)
Brassica oleracea (cymosa)
Brassica oleracea (laciniata)
Brassica pekinensis
Lepidium sativum
Nasturtium officinale
Raphanus sativus
Sinapis alba

Carica papaya

Vegetal
Rabano
Nabo branco
Colza
Nabo
Couve roxa/branca
Couve Savoy
Couve-de-bruxelas
Couve-flor
Brécolos
Couve-de-folhas
Couve chinesa
Agrido verde
Agriao
Rabanete
Mostarda Branca

Papaia

Existem fortes evidéncias epidemioldgicas de que as moléculas bioativas incluidas nas
Brassicas acima descritas podem ajudar a proteger o corpo humano contra o
envelhecimento e doencas crénicas associadas. Assim, 0 consumo de plantas Brassica esta

normalmente associado a reducao do risco de desenvolvimento de doengas cronicas,
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incluindo doenca cardiovascular e cancro (Beecher 1994, Fahey et al. 1999, Wu et al. 2009),
que por sua vez esta associado a abundancia de fitoquimicos promotores de saide como
vitaminas, carotenoides, fibras, aclUcares sollveis, minerais, glicosinolatos e compostos
fendlicos (Podsedek 2007)

Estrutura e fungéo de glicosinolatos e isotiocianatos

Os glicosinolatos sdo um grupo de compostos sulfurados cuja estrutura normalmente
apresenta um grupo B-D-tioglicose, uma parte de oximeros sulfonados e uma cadeia lateral
variavel derivada de diversos aminoacidos (ver Figura 8). Mais de 100 glucosinatos foram ja
identificados sendo que a sua classificacdo pode ser distribuida por 4 subtipos: alifaticos
saturados, alifaticos insaturados, aromaticos e indolilos (Wu et al. 2009). Estes compostos
podem ser encontrados no reino vegetal, com uma forte presenca em horticolas da familia
das Brassicas, que tipicamente contém 0,5-28 pmol de glucosinatos alifaticos e
aromaticos/grama de peso seco e 0,7-8 glucosinatos indolilicos/grama de peso seco (Wu et
al. 2009).

OH
o
o |
"o S 0%
OH _N O

R

Figura 8- Estrutura geral de um glicosinolato

Os isotiocianatos sao moléculas de baixo peso molecular que consistem em compostos
alifaticos e aromaticos resultantes da acdo da enzima enddgena mirosinase no
glicosinolatos, que ocorre aguando do rompimento de tecidos vegetais (Wilson et al. 2013).
A mirosinase esta normalmente expressa na superficie externa da parede celular das
plantas enquanto os glucosinatos estdo normalmente localizados no citoplasma das células

vegetais e desta forma inacessiveis a enzima. Quando os tecidos sdo rompidos por
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mastigacao, aquecimento, ou ataques de insetos, a mirosinase interage com os glucosinatos
libertados, dando origem aos respetivos produtos hidrolisados. A maioria dos isotiocianatos
absorvidos por mamiferos a partir da ingestdo de vegetais € formada pela acdo da

mirosinase produzida por bactérias do trato gastrointestinal.

Estes compostos tém demonstrado efeitos inibitrios na atividade de varios fungos e
patogénicos alimentares incluindo espécies de Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Bacillus,
Serratia, Staphilococcus e Listeria (Davidson et al. 2007, Mari et al. 2008). As bactérias
Gram-negativo sdo normalmente mais sensiveis a este grupo de moléculas do que as
bactérias Gram-positivo, devido a sua interacdo com sulfidril-enzimas que estdo envolvidas
em fungdes celulares vitais e com estruturas que protegem danos celulares (Luciano et al.
20009).

Estrutura e fungédo de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo um dos fitoquimicos com capacidade antioxidante mais
importante (De Nicola et al. 2010). Estes sdo uma classe de compostos quimicos referentes
a um grupo diverso de moléculas (mais de 8000) largamente presentes no reino vegetal e
conhecidas por conterem pelo menos um anel aromético com um ou mais grupos hidroxilo.
Os compostos fendlicos aparecem em plantas como metabolitos secundarios séo originados
pela via do acido xiquimico a partir de hidratos de carbono ou pela via do acetato-polimalato

(acetil CoA e malonil CoA).

O espetro dos compostos fendlicos pode ir desde moléculas simples de baixo peso
molecular com anéis aromaticos simples até taninos complexos e outros polifendéis derivados
(Ferreira et al. 2005). Normalmente encontram-se conjugados com agucares e acidos
organicos podem classificados de acordo com o nimero e rearranjo dos seus atomos de
carbono em flavonoides como flavonoles, flavonas, flavan-3-6is, antocianidinas, flavanonas,
isoflavonas, etc. e néo flavondides como acidos fendlicos, hidroxicinamatos, stilbenos, entre
outros (RiceEvans et al. 1996). O grupo de polifendis mais importante presente nas espécies
de Brassica sao os flavonéides, principalmente flavonéis e antocianinas assim como acidos

hidroxicinamicos.
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Flavonoides

Os flavonoides sao o grupo de compostos polifendlicos com presenga mais forte no reino
vegetal. Esta classe de moléculas é essencialmente constituida por um esqueleto de 15
atomos de carbono distribuidos por dois anéis aromaticos e um anel heterociclico, ou seja
C6-C3-C6. A sua concentracao é predominante na epiderme de folhas e frutas. Enquanto
metabolitos secundarios, os flavonéides fazem parte de diversos processos bhioldgicos
importantes para a sobrevivéncia das plantas que os sintetizam, processos como protecao
contra os raios ultra-violeta, pigmentagao e resisténcia a pragas (Boudet 2007). Os flavonois
como o kaempferol e a quercitina (ver Figura 9) sdo a classe de flavondides mais importante
nas espécies de Brassica e estdo normalmente estruturados como O-glicosideos,
frequentemente conjugados na 32 posi¢do do anel de carbono embora as substituicbes
possam também ocorrer nas posicdes 5, 7, 47, 3", e 5°. A glucose é um dos principais
acguUcares conjugados nos vegetais Brassica, frequentemente suscetiveis a acetilagdo por

acidos hidroxicinamicos.

Figura 9 — Exemplos de flavonéides: kaempferol (esquerda) e quercitina (direita)

Antocianinas
As antocianinas, um dos pigmentos vegetais mais conhecidos pelo seu uso em corantes

alimentares, fazem também parte do grupo dos flavonéides com propriedades antioxidantes
e outras qualidades benéficas. As antocianinas sdo formas conjugadas das antocianidinas
presentes em frutos e flores, onde desempenham func¢des de protecdo contra o excesso de
luz e atracdo de insetos polinizadores (Agati et al. 2013). A estrutura quimica das
antocianinas determinam a estabilidade, intensidade de cor ou a potencial atividade
biolégica. As antocianinas mais comuns em culturas de Brassica sdo a pelargonidina,
cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina (ver Figura 10) (Tatsuzawa et al.
2006, Scalzo et al. 2008, Moreno et al. 2010).

OH
" %\KOH
|

Figura 10 - Exe'mplos de antocianinas: pelargonidina (esquerda) e
cianidina (direita)
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Acidos hidroxicinamicos

Os &cidos hidroxicinamicos sdo um tipo de polifendis nao-flavonoides, caracterizados pela
sua estrutura C6-C3, que marcam forte presenca pelas suas fun¢des de defesa estrutural e
guimica em plantas. Estes &cidos podem ser encontrados liviemente ou associados a
componentes de polimeros vegetais (parede celular). Os derivados de &cidos
hidroxicinamicos mais comuns em vegetais Brassica sao os acidos sinapinico e feralico (ver
Figura 11), frequentemente conjugados com outros aclUcares ou outros &cidos

hidroxicinamicos.

H5CO N
OH H-CO
3 N NoH

HO
OCHs HO

Figura 11 - Exemplos de &cidos hidroxicinamicos: acido sinapinico (esquerda) e ferdlico (direita)

Composicao fendlica em Brassica oleracea

Vérios estudos reportam a presenca de compostos fendlicos em diferentes culturas de B.
oleracea, compostos estes que se encontram distribuidos conforme o tipo e a parte da planta
gue os sintetiza. Folhas internas e externas de diferentes espécies de couve apresentam
concentracdes distintas de compostos fenélicos como quercetina, kaempferol e derivados
de &cidos fendlicos. No entanto as folhas contém quantidades superiores de compostos
fendlicos que caules e inflorescéncias (Ferreres et al. 2005, Sousa et al. 2005, Ferreres et
al. 2006, Sousa et al. 2007).

Varios estudos foram realizados no sentido de identificar os compostos fendlicos de plantas
desta espécie. Foram descobertos 22 compostos derivados de kaempferol e acidos ferulicos
e sinapicos (Llorach et al. 2003) sendo que os flavonois glicosidecos com maior presenca
em brécolos foram a quercitina e o kaempferol 3-O-suforosido-7-Oglicosido e outros
glicosideos menores como isoquercitrinas e 3-O-diglucosideos de kaempferol. Por outro
lado, culturas de couve branca e negra, couve-flor e couve tronchuda apresentam contetddos
elevados de compostos fendlicos como kaempferol e 3-O-sulforosido-7-O-glicosideos e as
suas respetivas combinacfes com acidos hidroxicinamicos, principalmente quercetina 3-O-

(cafeoil/sinapoil)-sufuroside-7-O-glucosideos de quercitina (Gratacés-Cubarsi et al. 2010).

As antocianinas também estdo presentes nas Brassicas, bastante visiveis enquanto
pigmentos coloridos na couve roxa ou na couve-flor. As principais antocianinas identificadas
foram 3-O-(sinapoil)(feruloil)diglicosi-5-O-glucosideos ~ de  cianidina e  3-O-

(sinapoil)(sinapoil)diglicoside-5-O-glucosideos de cianidina cindmicos. Uma das
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particularidades especiais das antocianinas de vegetais Brassica sdo a sua conjugacao rara
com uma ou mais moléculas de acidos cinamicos. As formas esterificadas com p-coumaril
e feruloil de cianidino-3-soforoside-5-glucosideos tém uma presenga predominante na
couve-flor, enquanto na couve-roxa predominam os ésteres ramificados (Scalzo et al. 2008).
Foram encontrados valores significativos de acidos hidroxicindmicos em diversos horticolas
da espécie B.oleracea (incluindo couve-flor) sendo os acidos hidroxicinamoil gentiobiosideos

e hidroxicinnamoilquinicos os de maior concentragdo (Vallejo et al. 2004).

Tecnologia de Altas Pressfes Hidrostaticas

A tecnologia de altas pressdes teve origem no final do século XX como técnica emergente
ndo-térmica que conseguia alcancar 0 mesmo nivel de seguranca alimentar que a
pasteurizacd@o por calor além de ir de encontro as exigéncias do consumidor relativamente

a preservacao do sabor fresco em produtos minimamente processados.

As alteracdes quimicas em alimentos sujeitos a tecnologia de HPP sdo minimas pois a
presséo normalmente aplicada durante os tratamentos através da tecnologia HPP — de 100
MPa a 700 MPa afetam apenas ligagcdes moleculares mais fracas como por exemplo pontes
de hidrogénio e portanto as ligacdes covalentes permanecem inalteradas (MUjica-Paz et al.
2011). Deste modo, a aplicacdo de altas pressdes pode inativar patogénicos e enzimas e
modificar as suas estruturas com efeitos colaterais inferiores a outros tratamentos térmicos
nas carateristicas fisicas — sabor, cheiro, cor, textura, etc. - dos produtos alimentares, uma
vez que as estruturas de alto peso molecular como proteinas, hidratos de carbono podem
ser alterados, enquanto componentes de baixo peso molecular ligados as propriedades
organoléticas e nutricionais como compostos volateis, pigmentos, vitaminas componentes

parecem nao ser afetados quando submetidos a esta tecnologia (Rastogi et al. 2007).

Atécnica de HPP é reconhecida pela Food and Drug Admistration dos Estados Unidos como
processo ecologicamente sustentavel, aprovando o seu uso em produtos para consumo
humano (Barbosa-Canovas et al. 2008). As suas aplicacbes mais importantes sédo a
extracdo de componentes quimicos de extratos vegetais ou a conservacdo de produtos
alimentares por inativacdo microbioldgica e aumento da capacidade antioxidante. Na Figura
12 podemos encontrar os dados referentes ao crescimento no uso da tecnologia HPP nas

ultimas décadas.
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Figura 12 - Evolugéo no uso de equipamentos HPP e respetivos produtos alimentares onde é aplicado. Retirado de
(Elamin et al. 2015)

Funcionamento Geral

Um sistema de HPP tipico é mostrado na Figura 13 que consiste numa camara cilindrica
pressurizada de aco altamente resistente, um sistema gerador de pressdo no qual um
mecanismo bombeador funciona com uma bomba hidraulica, um sistema mdltiplo de
pressdo e finalmente um sistema controlador de temperatura. Ap0s a preparacdo das
amostras as quais se quer retirar os respetivos compostos bioativos, estes sao colocados
na camara pressurizada previamente preenchida com um fluido pressurizante. Esta camara,
juntamente com as valvulas associadas € fechada e pressdo aumenta por substituicdo o ar
da camara pelo liquido pressurizante até atingir a pressédo desejada. Assim que essa
pressdo € alcancada, as vélvulas supracitadas fecham o circuito o que permite ao
equipamento manter essa pressdo durante o periodo de tempo necessario sem aumento
adicional de energia. Enquanto a amostra é submetida ao tratamento a temperatura vai
sendo monitorizada permanentemente dentro da camara através de termémetros imersos
no liquido de pressurizagdo. Uma vez terminado o tratamento a cAmara é descomprimida e

as amostras retiradas para fora.
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Figura 13 - Esquema geral de um sistema de HPP. Adaptado de (Huang et al. 2013)

Vantagens do processo HPP

O HPP, ao contrario de outros métodos convencionais, provoca a compressao instantanea
e uniforme do material sobre o qual é aplicado, alterando as suas condi¢des de superficie,
rearranjos moleculares e propriedades fisicas. Uma vez que a pressao é transmitida é
independente do bindmio tempo/massa, os tratamentos sao realizados por curtos periodos
de tempo. Quando aplicado a técnicas de extracdo promove o equilibrio das reacbes
guimicas, acelera a penetragédo do solvente, diminui o tempo de dissolu¢cdo dos compostos
ativos e aumenta a sua taxa de difuséo e extracdo, aumentando assim a propria eficacia do
processo. Dado que o HPP usa um meio liquido facilmente compressivel, as operagdes de
extracdo podem ser realizadas usando equipamentos relativamente simples, de facil
operacdo e com melhores e mais rapidos protocolos de extracdo (Huang et al. 2013). Além
do mais, o efeito de HPP ¢é independente da geometria/tamanho dos produtos e amostras,
ou seja a escalonacao das investigacoes realizadas em laborat6ério pera modelos aplicados
a escala industrias é relativamente simples e segura. Estas caracteristicas sdo também
importantes quando se verificam necessidades de alteragcBes e/ou renovacdes dos
equipamentos industriais para unidades maiores ou quando novas condi¢cdes de mercado
exigem mudancas na geometria ou no tamanho do produto alimentar, uma vez que nenhuma
destas alteracBes requere novas determinagfes de presséo ou condi¢des externas (tempo,

temperatura, pH, etc.) para poder ser eficazmente aplicada (MUjica-Paz et al. 2011).

42



FCUP

Avaliacéo da capacidade antioxidante e antimicrobiana de infuses de subprodutos de couve-flor
(Brassica oleracea var. Botrytis) obtidas por Altas Pressdes Hidrostaticas

Muitos componentes dos tecidos vegetais sdo termosensiveis e acabam por ser danificados

ou destruidos quando expostos a altas temperaturas.

3() um

Figura 14 - Folhas de cha verde ao microscopio eletrénico sem (A) e com (B) tratamento por HPP

Em comparacdo com os meétodos de extracdo tradicionais que usam calor e agitacdo para
aumentar a solubilidade e eficacia de transferéncia de massa dos compostos desejados, 0
HPP funciona a temperatura ambiente, resultando numa preservacdo das estruturas
naturais dos nutrientes e substancias bioativas. A Figura 14 mostra imagens de micrografia
obtidas por microscopia de varrimento eletrénica de folhas de cha verde sem tratamento (A)
e as mesmas folhas com tratamento HPP (B), respetivamente. Na amostra controlo
observam-se paredes celulares num estado ordenado e intacto enquanto que as células
vegetais expostas a altas pressfes hidrostaticas apresentam-se altamente quebradas e
porosas com formas soltas e distorcidas. Deste modo, o solvente usado para extracdo pode
facilmente entrar nas células através das fendas criadas pelo tratamento para rapidamente
entrar em contacto com as substancias sélidas e transferir os compostos importantes para

o0 exterior das células vegetais (Jun et al. 2011).

No processamento HPP a pressao € aplicada de forma uniforme e instantanea ao material
da amostra e pode ser transmitida em todas as direc6es dentro de um relativo curto periodo
de tempo. Quanto ao consumo de energia, € necessario apenas uma pequena guantidade
para comprimir uma matriz sélida ou liquida a 500 MPa, em comparacéo com o processo de
aguecimento até 100°C (Pereira et al. 2010). O custo médio de uma aplicacdo de HPP é
aproximadamente 0.05 a 0.5€ por litro ou quilograma, dependendo das condi¢bes de
processamento. De acordo com a literatura a energia consumida pelo HPP é cerca de 80%
da energia consumida pela tradicional extracdo de aquecimento por refluxo (Toepfl et al.
2006).

Além do mais, as altas pressdes provocam moldagem e corrugacéo das paredes celulares,
0 que resulta em alteracbes na microestrutura que por sua vez afetam propriedades de

textura devido a perda de turgor celular e integridade celular. Estudos anteriores indicam
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gue as alteracdes ao nivel da permeabilidade celular sao a principal causa da degradacéo

da textura em diversas frutas (Bermuidez-Aguirre et al. 2011).

Os tratamentos HPP sdo implementados num contexto de ambiente fechado e portanto ndo
ocorre volatilizacdo dos solventes, reduzindo o seu potencial perigo ao nivel da poluicao
ambiental. Até ha data ndo existem dados que mostrem nenhum efeito negativo para a
salde humana no consumo dos produtos submetidos a esta técnica, sendo portanto segura

para extracdo de compostos bioativos de matrizes naturais (Pereira et al. 2010).

HPP na extracdo de compostos bioativos

A extracao é uma técnica usada para obter componentes de uma mistura solida ou solucao
e desempenha uma funcdo indispensavel na preparacdo de amostras, investigacdo
cientifica e analise de qualidade de compostos bioativos. Nos Ultimos anos as técnicas de
extracdo tém sido desenvolvidas no sentido de diminuir tempos operacionais, redugéo do
consumo de solventes organicos, e aumento da eficacia de extracdo, com o objetivo de
reduzir custos econdémicos e ambientais. Atualmente podem ser encontradas varias
alternativas incluindo extracdo ultrassénica, extracdo de fluidos supercritico, extracdo por
micro-ondas e extracdo por altas pressdes hidrostaticas. Uma vez que estes métodos
gastam demasiado tempo e tém pouca eficiéncia a maioria destes métodos requerem algum
grau de aguecimento, o que pode facilmente ter consequéncias negativas para ingredientes
termo-sensiveis, perdendo a sua atividade bioldgica ou transformacao/ degradacdo noutras
substancias. Para tirar o maximo de partido da amplitude diversa de materiais bioativos, os
compostos de interesse devem ser separados da sua matriz natural por extracdo e
recuperacdo antes de serem purificados e usados. Os métodos de extracdo usados
tradicionalmente como extrac@o por Soxhlet, extracao por agitacéo, extracao liquido-solido,
etc. sdo processos que tém tempos de processamento ou reacdo demasiado largos,
necessitam de grandes quantidades de amostras e solventes orgéanicos. Mais ainda, o
aquecimento prolongado reduz a atividade dos compostos desejados, a sua concentragdo
apos extracdo é baixa e apresenta elevados custos para o meio ambiente e para a saude
humana (Mustafa et al. 2011)

Enquanto método de extracdo, a tecnologia HPP comecou a ser explorada em 2004
concluindo-se que diminuia efetivamente o tempo de extragcdo ao mesmo tempo que
aumentava a eficiéncia do processo. Neste processo a mistura do material vegetal e do

solvente era tratada sob altas pressdes isostaticas hidraulicas durante um certo periodo de
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tempo, apos o qual era rapidamente libertado e a mistura resultante é separada e filtrada
(Huang et al. 2013).

A maioria dos produtos naturais como frutas e horticolas sdo ricos em fontes de diversos
micronutrientes e fitoquimicos biologicamente ativos (Wang et al. 2015). A aplicacao da
tecnologia HPP em extratos frescos de plantas pode, portanto, ser extremamente Util para
obtencdo destes compostos e poder usa-los no desenvolvimento de produtos mais
saudaveis e naturais para o consumidor. A técnica de HPP ja foi usada para extrair com
sucesso varios compostos com propriedades antimicrobianas e antioxidantes como
flavondides de lupulo e mosto de cerveja (Santos et al. 2013) licopenos de polpa de tomate
(Xi 2006), antocianinas de peles de uvas (Corrales et al. 2008), pectinas de cascas de laranja
(Guo et al. 2012), ginsenosideos de ginseng (Shin et al. 2010) e polifendis de folhas de cha
verde (Xi et al. 2009). Nestes estudos foi demonstrada a eficacia no poder extrativo, no
aumento da qualidade e concentracdo dos compostos ativos obtidos em comparacdo com
ouras técnicas tradicionalmente usadas. A técnica de HPP aumenta a velocidade de
transferéncia de massa alterando a concentracéo do gradiente e difusividade por danificacéo
da membrana celular e aumentando a sua permeabilidade, aumentando deste modo a
penetracdo dos solventes de extracdo nas células. Tudo isto resulta na diminui¢cdo do tempo
de processamento, reducdo de custos e melhoramento na seguranca do processamento
(Jun et al. 2011).

Uma vez que os tratamentos por altas press@es resultam na disrupc¢ao dos tecidos vegetais,
parede celular, membranas e organelos, torna-se mais facil a transferéncia de massa do

solvente para o material vegetal e dos constituintes sollveis para o solvente.

Tal como foi descrito anteriormente, o processamento por HPP consiste em 3 etapas
principais: aumento da presséo, estabilizacao/tratamento e despressurizagdo. Durante a
primeira fase a pressdo aumenta desde valores atmosféricos até ao valor desejado num
curto espaco de tempo. Este diferencial de pressbes provocado de forma brusca dentro e
fora das células causa deformacéo celular e destruicdo da sua parede, o que permite ao
solvente penetrar mais depressa através das membranas destruidas. E neste ponto podem
acontecer duas situacdes distintas: por um lado, se a pressao nao for suficientemente alta,
0 volume do material ndo sera comprimido ao ponto de exceder o limite de deformacéo
celular, pelo que o solvente de extracdo entra rapidamente no tecido vegetal através dos
microcanais da parede celular e por causa do diferencial de pressdes acima descrito as
células sdo preenchidas pelo solvente num curto espaco de tempo, durante o qual os
compostos ativos se dissolvem por contacto direto. Por outro lado a pressado aplicada por
ser demasiado forte provocando quebras na parede celular e diminuindo,

consequentemente, a resisténcia a transferéncia de massa dos biocompostos ativos que
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acabam por sair das células vegetais e se dissolvem no meio de extracdo. Durante a fase
de estabilizacdo ocorre uma mudanca rapida na pressdo o que resulta na alteracdo do
volume do material da amostra e um aumento na difusividade entre o gradiente de
concentracao e o solvente de extracdo. A pressao aplicada é mantida pelo periodo de tempo
necessario para equilibrar a pressao dentro e fora das células vegetais, periodo durante o
qual o solvente de extragdo penetra rapidamente nas células e entra em contacto com o
conteldo celular, dissolvendo os compostos ativos num curto espaco de tempo. O volume
de compostos extraidos pode ser aumentada através do prolongamento do tempo de
aplicacdo da presséo ou por aumento desta. A matriz dos tecidos vegetais tem normalmente
uma estrutura ordenada, completa e compacta com organelos celulares distribuidos pelo

seu interior.

Na fase final do tratamento a pressao € libertada em poucos segundos sendo que a presséo
dentro das células diminui rapidamente desde a presséao aplicada até a pressao atmosférica
alterando ligac6es nédo covalentes como pontes de hidrogénio, ligacdes iénicas e interacbes
hidrofébicas ou de Van der Walls que mantém as estruturas tridimensionais das moléculas
organicas. Isto resulta na expansdo das membranas das células contra as quais o fluido
pressurizante choca violentamente (i.e. parede celular, membrana citoplasmatica,
membrana celular, membrana nuclear, membranas vacuolares e dos microtabulos,
causando a sua deformacéao significativa e subsequente dano, em paralelo com o0 aumento
da permeabilidade e diminui¢&o da resisténcia a difuséo e permeabilidade. Se a deformacéo
exceder um certo limite, a morfologia celular seré afetada ao ponto das estruturas celulares
se tornarem soltas, porosas e partidas, onde os compostos ativos entram totalmente em
contacto com o solvente de extracdo e o solvente dissolvido com os constituintes ativos se
difunde para fora da célula rapidamente. Se a deformagéo da parede celular ndo exceder
este limite, o efeito da diferenca de presséo tdo elevada resulta num efluxo do solvente
juntamente com o0s compostos quimicos bioativos dissolvidos, atingindo assim a sua
extracdo. Geralmente, quanto mais curto for o periodo de despressurizacdo, maior é a forca
de impacto quanto o fluido intracelular se difunde no sentido inverso, o que resulta na
formacg&o de mais poros e brechas formados nas células e mais fragmentos de organelos
sdo produzidos, aumentando a area de superficie do material tratado e reduzindo a
resisténcia de difusdo dos compostos ativos. Além disso, o contacto com os solventes de
extracdo com os solventes de extracdo é aumentado, o0 que permite uma maior eficacia de

extracao.

Assim, a eficacia no processo de extracdo por altas pressdes hidrostaticas depende de

Varios parametros, entre 0s quais: a magnitude da presséao aplicada, o periodo de tempo de
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tratamento, o tipo de solvente de extracdo, a velocidade de extracdo solido-liquido e a

concentracdo do solvente de extragdo (Mustafa et al. 2011).

Casos praticos

Recentemente tém sido desenvolvidos trabalhos com recurso as altas pressées como
tratamento alternativo para o aumento da extracdo de ingredientes naturais da matriz de
alimentos, ervas medicinais e subprodutos com origem nos desperdicios vegetais das

IndUstrias Agroalimentar.

Relativamente ao uso do HPP em frutas e horticolas foram ja realizados trabalhos em
extracao de carotenoides de sumo de laranja e puré de tomate mais eficazmente comparado
com amostras ndo submetidas a este tratamento (de Ancos et al. 2002, Sanchez-Moreno et
al. 2004). O tratamento HPP pode afetar as membranas das células vegetais (Smelt 1998)
e causar a disrupcdo de cromoplastos, organelos que contém a maioria dos carotenoides
presentes nas células, provocando uma maior libertacéo destes compostos, juntamente com
um efeito de desnaturacdo de proteinas ligantes a carotenoides (Sanchez-Moreno et al.
2009). Outro estudo verificou que a aplicacdo de tratamento de HPP com 400 MPa a 40°C
durante 1 minuto aumentou em 15,46% a concentracdo total de flavanonas extraidas de

sumo de laranja em comparagdo com 0 mesmo sumo nao tratado (Plaza et al. 2011).

Os purés de frutas tém sido usados na elaboracdo de uma infinidade de produtos
alimentares, incluindo compotas, conservas, sumos concentrados, etc. que regra geral
contém diversas moléculas promotoras de salde. Tratamentos de altas pressées (400 MPa
e 600 MPa) aplicados a purés de bagas tém maior efeito na extracéo de fendis, antocianinas
e acido ascorbico, em comparacgdo com tratamentos térmicos (Prasad et al. 2009). Em purés
de amora foi verificado um aumento da extracdo de antocianinas que consequentemente
demonstraram um maior poder antioxidante destas amostras, em comparagdo com O
mesmo tipo de matriz vegetal fresca ou tratada termicamente. Outro trabalho reporta
também um aumento na extracdo de pigmentos coloridos de componentes alimentares
através das altas pressdes (Patras et al. 2009). Verifica-se também um aumento de 12% na
extracdo de compostos fendlicos totais em cebolas submetidas a 400 MPa tanto sob

condi¢cdes de temperatura altas como baixas.

O tratamento por HPP pode ser usado ndo s6 em hortofruticolas frescos mas também nos
residuos gerados do seu processamento pela Indlstria Agroalimentar. Sdo apresentados
em seguida alguns exemplos de trabalhos realizados na extracdo de compostos bioativos

destas matrizes vegetais. Tratamentos por HPP mostram uma maior eficiéncia na extracéo
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de corilagina, lignina e polissacarideos com propriedades antimicrobianas, antioxidantes,
anti-inflamatdérias e anti carcinogénicas do pericarpo de fruta Longan (Prasad et al. 2009,
Prasad et al. 2010). Um outro estudo foi realizado com peles de uvas com 600 MPa a 70°C
de onde foram extraidos 11,21 mg/g de peso seco de varios polifendis, incluindo
antocianinas, numa eficacia 50% superior a outras técnicas de extracdo. Foi também
verificado um aumento da atividade antioxidante com compostos extraidos através deste
método (Corrales et al. 2008). Ja para a extracdo de pectinas, um polissacarideo com
funcgbes diversas a nivel alimentar e farmacéutico, foi conduzido um estudo que verificou um
aumento da eficacia de extracdo destas moléculas aplicando a tecnologia HPP em peles de
lima, sendo que ao estarem sujeitas a pressdes na ordem dos 200 MPa durante 30 minutos
a uma temperatura de 50°C néo se verificam altera¢Bes nas cadeias poliméricas e tornando
0 HPP um processo adequado para a producéo enzimatica de pectinas enquanto potencial
processo eficaz e sustentavel (Naghshineh et al. 2013). Em cascas de laranja foi também
aplicada essa tecnologia, sendo que as propriedades fisico-quimicas, reolégicas e
gelificantes das pectinas extraidas foram quase inalteradas, em comparagdo com métodos
tradicionais de extragdo por micro-ondas (Guo et al. 2012). Para subprodutos resultantes do
processamento de amendoins foram também aplicados tratamentos de altas pressdes de
modo a aumentar a extracdo de proteinas hidrolisadas com efeitos antioxidantes (Dong et
al. 2011).
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HPP na potencia¢do da capacidade antioxidante

As frutas e horticolas incluidos em produtos alimentares processados sao naturalmente ricas
em moléculas de baixo peso molecular, como compostos fendlicos, com propriedades
antioxidantes. Como foi referido anteriormente, o tratamento por HPP influencia a eficacia
da libertacdo deste tipo de compostos para fora das células onde estdo armazenados,
provocando uma maior exposi¢cao da matriz celular aos mesmos. Deste modo a aplicacdo
de altas pressdes pode ser usada como técnica adicional para aumentar a capacidade
antioxidante naturalmente existente em produtos alimentares que tenham uma composicéo
essencialmente vegetal e consequentemente preservar as suas caracteristicas por um maior
periodo de tempo.

Usados em curtos periodos de tempo os tratamentos por HPP provaram aumentar o valor
da Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Trolox (TEAC) em sumo de cenoura a
pressdes na ordem dos 800 MPa, sendo que este efeito é mais visivel quando aplicados a
temperaturas abaixo dos 40°C (Indrawati et al. 2004). Também o sumo de magca tratado por
HPP a 600 MPa por 30 minutos apresentou um ligeiro aumento na capacidade antioxidante
(Fernandez Garcia et al. 2000). J& em puré de tomate a atividade antioxidante era
aumentada aquando da combinacéo na aplicacdo de 400 MPa com a adigdo de pequenas
concentracdes de cloreto de sédio (Sdnchez-Moreno et al. 2004)
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Alteracbes morfologicas

A membrana celular das bactérias € um dos principais objetivos nos tratamentos por altas
pressfes. O amento da pressdo no ambiente celular causa alteracdes na permeabilidade
das membranas, ao qual se segue a perda de integridade celular e por fim a morte celular.
A composicdo das membranas proteicas de Salmonella Typhimurium tratadas por HPP
mostram agregacdo citoplasmatica indicando uma extensa desnaturacdo proteica
(Mohamed et al. 2012). As células de E. coli quando sdo submetidas a tratamentos de 200
e 500 MPa apresentam um aumento de volume total, as membranas e paredes células com
fendas e distor¢des, espacgos vazios parciais no citoplasma e fluidos celulares vertidos para
fora das células. Estas alteracfes, observaveis através da Figura 15, sao atribuidas a
desnaturacédo de proteinas ligantes & membrana celular e/ou a transicdo de fase da camada
bilipidica desta. (Pilavtepe-Celik et al. 2008, Yang et al. 2012). Células de Vibrio
parahaemolyticus tratadas a 300 MPa e observadas ao microscapio eletrénico apresentam
um aumento progressivo do nimero de picos e inchagcos com o aumento de pressdo
exercido por HPP, com subsequente esmagamento e quebra destas células (Wang et al.
2013). Também os esporos bacterianos podem ser afetados por esta tecnologia, como por
exemplo o tratamento de Bacillus subtilis submetidos a 400 MPa a 55°C gera depressdes e
ruturas na superficie dos esporos, causando o derrame parcial do contetdo celular para o

meio exterior (Furukawa et al. 2003).

Figura 15 - Células de E.Coli submetidas a tratamentos HPP

As membranas celulares tém como principal fungdo manter a morfologia celular com
equilibrio ou mitigacdo das diferencas entre as pressdes internas/externas e controlo da
entrada e saida de compostos. Deste modo a sua destruicdo quando sdo sujeitas a
tratamentos de altas pressdes provoca igualmente sérias perturbagdes ao nivel da absorgao
e nutricdo do microrganismo, assim como altera o ritmo de eliminacéo dos residuos celulares
acumulados durante o funcionamento do seu metabolismo intrinseco, que por sua vez

também é modificado (Torres et al. 2005). Estudos realizados anteriormente mostram que
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as altas pressdes inibem a sintese de ATP, uma molécula crucial na producédo de energia
ao nivel celular, por destruicio de proteinas enziméticas sintetizadoras que estéo
posicionadas na propria membrana das mitocondrias. Esta desnaturacdo leva também a
uma interrupcao no fluxo de protfes de hidrogénio, reduzindo o pH quase instantaneamente
(Tholozan et al. 2000).

51



FCUP

Avaliacéo da capacidade antioxidante e antimicrobiana de infusGes de subprodutos de couve-flor
(Brassica oleracea var. Botrytis) obtidas por Altas Pressdes Hidrostaticas

Salmonella — patogénico emergente

Conforme referido anteriormente, a Salmonella spp. € um dos microrganismos sensiveis a
exposicdo de compostos fendlicos antimicrobianos, que podem ser extraidos através de
metodologias inovadoras como HPP (Demirdoven et al. 2015).

Este é um agente etiolégico muito importante no que se refere a transmisséo de doencas
por contaminacao alimentar. De facto, uma das questdes mais urgentes de saude publica
descritas na bibliografia de problemas epidemioldgicos atuais é a transmissao desta bactéria
ao Homem por alimentos de origem animal através da cadeia alimentar, com consequente
infecdo humana (Angulo et al. 2000, Helms et al. 2005). As infe¢cdes provocadas por este
microrganismo sdo geralmente denominadas salmoneloses e podem ser dadas como
situacdes ligeiras ou agudas com gastroenterites manifestadas por diarreia, febre entéricas
e dores abdominais (Hohmann 2001). Em casos mais graves 0 microrganismo pode migrar
para a corrente sanguinea e/ou sistema linfatico em casos de batericémia ou septicémia,
resultando em efemeridades graves como osteomielite, inflamacao cardiaca ou desordens

neuronais (Labbé et al. 2001)

Desde a sua descoberta, em 1885, a Salmonella spp. tem sido associada a varios surtos
de infecBes alimentares em diferentes paises (Bell et al. 2008) e o nimero de surtos de
salmonelose humana reportados néo aparenta reducao significativa ao longo dos anos,
apesar dos esforcos feitos para a diminuicdo de doencas transmitidas via produtos
alimentares (Rabsch et al. 2001). Estima-se que cerca de 1,4 milhdes de infecbes
humanas por Salmonella spp. acontecam todos os anos por ingestdo de alimentos
contaminados. De facto, cerca de metade dos casos de infecdo de origem bacteriana
nos Estados Unidos é provocado por este patogénico (Gould et al. 2013) com 30 a 40
mil casos de salmonelose humana a serem detetados todos os anos pelo Centers for
Disease Control and Prevention (CDC). Ao nivel da Unido Europeia registaram-se em
2004, 193 mil novos casos de salmonelose humana, estando estes valores associados
ao elevado consumo de produtos com origem avicola (EFSA, 2011). Foram registados
também surtos de S. Typhimurium DT104 associados ao consumo de produtos lacteos,
salsichas de porco, galinhas e cidra de macga, representando cerca de 38% dos casos
de salmonelose reportados em 2000 pelo Canada (Dore et al. 2004). Um dos incidentes
mais recordados de salmonelose ocorreu em 2006 quando 31 individuos ficaram
doentes devido a uma contaminacdo de uma fabrica de chocolate Cadbury(R)
resultando num prejuizo de 20 mil délares para esta empresa (Vanhamme et al. 2012).

Um dos mais assustadores surtos de infecdes alimentares dos Estados Unidos
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aconteceu quando 529 individuos adoecerem em 8 dias devido a contaminacédo de
produtos feitos & base de amendoins com S. Typhimurium, o que levou & perda de 1
bilido de délares no mercado deste produto. Em 2010, o consumo de ovos contaminados
resultou num surto de S. enteritidis com mais de 1800 casos registados e uma perda de
500 milhdes de ovos. (Medus et al. 2009, Cavallaro et al. 2011).

As bactérias Salmonella spp. sdo bacilos Gram-negativos, em forma de bacilo, ha sua
maioria méveis (contém flagelos peritriquios), ndo esporulado e ndo capsulado. Este
grupo de bactérias é extremamente heterogéneo e a identificacdo dos antig énios de
superficie levou ao reconhecimento atual de quase 2400 serotipos dentro das duas
principais espécies: S. Enterica e S. bongori. A nivel epidemiolégico a salmonelose é
transmitida ao ser humano apenas por algumas subespécies de Salmonella nao tiféide
(Velge et al. 2005, Bell et al. 2008) sendo que 0s serotipos associados mais
frequentemente as infe¢cdes humanas séo a S. enteritidis e S. Typhimurium. Regra geral
sdo necessarias cerca de 10° a 10° unidades formadoras de coldnias (ufc) para o
alimento contaminado poder provocar danos num individuo saudavel, embora pessoas
com sistemas imunitarios mais frageis como criancas, idosos e doentes
imunodeprimidos possam manifestar sintomas por ingestdo de Salmonella com

concentragdes inferiores (Humphrey 2004).

Assim, para além do desenvolvimento de programas de seguranca alimentar na
monotorizagdo para 0 manuseamento dentro da producdo e processamento dos
produtos alimentares suscetiveis a contaminac¢ao por este patogénico, é necessario um
controlo sobre o desenvolvimento de contaminacdes alimentares por Salmonella
através da aplicacdo direta de métodos de inativagcdo microbiana como as altas
pressdes hidrostaticas, ou através da formulacdo de ingredientes extraidos a partir de
fontes seguras, naturais e sustentaveis (como o caso dos subprodutos com origem na
Industria Agroalimentar), que possam ser incluidos em produtos alimentares de forma a
criar condi¢gBes de crescimento controlado deste patogénico e prevenir 0os seus efeitos

nefastos para as populacdes humanas (Bell et al. 2008, Anany et al. 2015)
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Objetivos

O objetivo principal do estudo apresentado consiste essencialmente na avaliacdo da
capacidade antimicrobiana, antioxidante e conteldo total de polifendis de infusdes de
subprodutos de couve-flor obtidas mediante aplicacdo de tratamentos por altas

pressdes hidrostaticas (HPP) contra o patogénico alimentar S. Typhimurium.

Pretende-se entdo avaliar a sensibilidade da Salmonella enterica serovar Typhimurium,
em compostos bioativos, nomeadamente agentes antimicrobianos naturais, presentes
em infusBes obtidas a partir de subproduto de couve-flor (folhas e talos) mediante o
tratamento de HPP. O plano de trabalho consiste entdo em trés tarefas principais

desenvolvidas ao longo do ano letivo 2014/2015 (ver tabela 1):
1. Determinacdo da Capacidade Antimicrobiana

Esta tarefa serve essencialmente para avaliar a sensibilidade de S. Typhimirium apés
exposicao a infusbes de subprodutos de couve-flor obtidas por tratamentos de HPP nas
mesmas condi¢gdes que a tarefa anterior, através de curvas de crescimento/ inativagdo
por reducéo logaritmica de ufc/mL/tempo, incubadas a diferentes temperaturas: 10 °C e
37 °C.

2. Determinagéo do conteudo total de polifendis

Com esta tarefa pretende-se avaliar a eficdcia de extracdo da tecnologia de Altas
Pressbes Hidrostaticas (HPP) de compostos bioativos com capacidade antioxidante e
antimicrobiana em amostras de subprodutos de couve-flor, por quantificagdo do
contetdo de compostos fendlicos totais nas infusdes obtidas mediante a aplicagéo de
diferentes pressdes— 200 MPa, 300 MPa, 400 MPa e 500 MPa durante 5 minutos.

3. Determinacgdo da Capacidade Antioxidante

O objetivo desta tarefa é estudar as propriedades antioxidantes das amostras
supracitadas igualmente obtidas por aplicacdo de tratamentos por HPP a pressdes de
200 MPa, 300 MPa, 400 MPa e 500MPa durante 5 minutos.

Em seguida (Tabela 5) é apresentado o cronograma do desenvolvimento destas tarefas

experimentais ao longo do periodo de trabalho.
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Tabela 5 - Cronograma das atividades desenvolvidas ao longo do ano letivo

Avaliacao da capacidl
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Materiais e Métodos

1. Preparacao das Infusbes

1.1. Preparacéo das Amostras

Para realizar o conjunto de experiencias em questéo, usaram-se subprodutos de couve-flor
(folhas, talos e caules) previamente secos e cortados em flocos. As amostras foram
embaladas em sacos de 5 Kg pela empresa TRASA® e enviadas para o IATA (CSIC), onde
se mantiveram armazenadas em local fresco e seco até ao momento de preparacdo das

amostras.

Na preparacdo das amostras foram pesadas 50 gramas do subproduto de couve-flor as
guais se adicionaram 500 mL de agua peptonada (Scharlau Chemie SA®), Barcelona,
Espanha). A mistura resultante foi vertida em sacos especiais para tratamentos em

aparelhos de HPP, seguidos pelos respetivos tratamentos.

1.2. Processamento HPP

O aparelho usado para a extracdo de compostos com capacidade antimicrobiana e
antioxidante a partir do subproduto de couve-flor pertence ao conjunto de maquinas de altas

pressdes hidrostaticas cujo modelo é EPSI NV (Temse, Bélgica).

ApoGs a preparagdo anteriormente descrita, as amostras seladas em sacos de tratamento
HPP foram colocadas na camara, previamente preenchida pelo fluido pressurizante - agua
e etilglicol 70% (v/v). ApGs 0 seu encerramento as amostras foram submetidas a diferentes
pressdes (200, 300, 400 e 500 MPa, respetivamente) durante um periodo de 5 minutos a

temperatura ambiente.

De forma a quantificar o contetido de polifendis e avaliar as propriedades antimicrobianas e
antioxidantes dos subprodutos de couve-flor foram testadas infusfes a partir das amostras
tratadas por altas pressées hidrostaticas, apds uma centrifugacdo (4000 rpm durante 15
minutos) e duas filtraces com papéis Whatman: primeiro 11um e logo a seguir 2.5um. Para
assegurar a esterilizacdo adequada destas infusdes, procedeu-se a uma ultima filtracdo com

filtros PVDF de 0.45 um atraveés de filtracao por seringa.
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2. Organismo em estudo

As amostras de subprodutos de couve-flor foram testadas usando o microrganismo S.
Typhimrium (CECT 443), adquirido da Colecciéon Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), a partir
de uma cultura previamente pura e liofilizada. Para o armazenamento do patogénico seguiu-
se o protocolo desenhado por outros autores (Saucedo-Reyes et al. 2009). Assim, para a
realizacdo deste trabalho foram feitos cerca de 50 viais para preparacdo de um stock em
glicerol de culturas puras de S. Typhimurium de concentracdo aproximada de 7,6 x 10°
unidades formadoras de coldnias (UFC/mL) posteriormente armazenados em crio-tubos a -
80 °C. De forma a ajustar a concentragéo celular média das amostras nos crio-tubos foram
realizadas diluicbes com agua peptona tamponada (Scharlau Chemie SA®, Barcelona,
Espanha) apés contagem de células viaveis em placas através de um sistema contador

automatico de coldnias, modelo BioC140 (Beijing, China).

3. Avaliacdo da Capacidade Antimicrobiana

Os estudos da capacidade antimicrobiana foram realizados a partir de uma cultura de S.
Typhimurium de uma concentracéo de 7,6 x 10° ufc/mL armazenado a -80 °C, como descrito
anteriormente. Assim, a preparacdo das amostras e o desenho das curvas de
crescimento/inativacdo comecaram pela diluicdo de uma aliquota de 2 mL destas culturas
em 18 mL de &gua peptonada tamponada 0.1 % estéril, cuja concentracdo final era
aproximadamente 108 ufc/mL. Posteriormente adicionou-se 1 mL desta cultura a 20mL de
cada uma das infusbes de couve-flor previamente tratadas com distintas altas pressées (200,
300, 400 e 500 MPa — 5 min) e por fim as respetivas misturas foram incubadas a duas
temperaturas de crescimento diferentes: 10 °C e 37 °C. O inicio das curvas de
crescimento/inativacdo foi marcado pela utilizacdo no tempo zero de amostras de S.
Typhimurium cuja concentracdo era aproximadamente 7-8 ciclos de log de ufc/mL. O
acompanhamento da evolucdo destas curvas foi diferente conforme a temperatura de
incubacgdo das amostras. Assim, para as incubagfes de 10 °C as amostras mantiveram-se
numa estufa com temperatura controlada durante 4 dias (120 horas) enquanto as amostras

incubadas a 37 °C foram monitorizadas apenas por 8 horas.

Em intervalos de tempo regulares foi pipetada das amostras previamente submetidas aos
diversos tratamentos HPP, uma aliquota de 100 pL do preparado inoculado para ser
misturada com 900 pL de agua peptona tamponada 0.1 % estéril, numa amplitude de

diluicdes que variavam desde 102 a 10”. Para as diluicbes de 10° e 10 foi aplicada a
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técnica de sementeira por incorporacgao, ou seja, do inoculado foram pipetadas diretamente
nas placas volumes de 1 mL e 100 pL, respetivamente. Com base nestas dilui¢cbes fez-se
um duplicado com duas séries “A” e “B”, sendo que as placas onde estas diluigbes estiveram
incubadas a 37 °C durante 24 horas, foram preenchidas com o meio de cultura trypticase
soy agar (TSA; Scharlab SL, Espanha). Seguidamente procedeu-se a contagem de ufc/mL
num limite de deten¢édo do método de contagem entre 30-300 ufc em placa. Dentro da escala
de tempo em que se realizou o trabalho foi possivel repetir quatro vezes cada uma das
curvas das amostras submetidas a diferentes tratamentos (200, 300, 400 e 500 MPa). No
final, as curvas de crescimento/inativacéo resultantes elaboraram-se a partir da média dos
valores resultantes das mdultiplas contagens e corrigidas pelo respetivo fator de diluigcéo,
sendo que também foram calculados os desvios-padrdo associados a estes valores
utilizando o programa Microsoft Office Excel. Para determinar a cinética de crescimento
calculou-se o log N (N = recontagem de ufc em placa) em funcdo do tempo de incubacao.

Os resultados foram expressos em reducao logaritmica de viabilidade celular (log ufc/mL).

4. Determinacéo de células mortas e de células danificadas

Para verificar o efeito danificador/fatal em células de S. Typhimirium durante a sua
incubacdo em presenca de infusdes de subprodutos de couve-flor, obtidas mediante a
aplicacdo de tratamentos de HPP de intensidades diferentes, foram tidos em conta diversas
variaveis tais como a contagem comparativa em placas com meios de cultura diferentes.
Para tal foi usado um meio seletivo (TSA com 3 % NaCl) com vista a determinar o niUmero
de células intactas (vivas nao danificadas) e outro meio, neste caso nao seletivo (TSA), para
detetar células viaveis (ou seja, vivas danificadas e ndo danificadas) das amostras com as
respetivas concentragcdes de microrganismo preparadas anteriormente. Assim, nos
diferentes tempos supracitados foram adicionas a aliquotas 100 yL de amostra num volume
de 900 uL de agua peptona tamponada 0,1 % estéril (Scharlau Chemie SA®, Barcelona,
Espanha) com posterior diluicio em concentracdes decrescentes de 102 a 10 7. Para as
diluicdes de 10° e 10! foi usada a técnica de sementeira por incorporagcdo, com respetiva
pipetagem direta de volumes de 1 mL e 100 uL nas placas. Com base nestas diluicdes
preparadas foram realizadas sementeiras em placas de Petri, através da sua incorporagéo
em trypticase soy agar (TSA), com ou sem 3 % (w/v) de cloreto de sédio (NaCl) (Wuytack et
al. 2003).

A S. Typhimirium é um microrganismo sensivel a fatores de stress existentes no seu meio
de crescimento, nomeadamente a concentracdes de sal superiores ao seu maximo osmaético,

com um efeito limitante mais proeminente em células j& danificadas. Desta forma, ao serem
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expostas a um meio com uma concentracdo de cloreto de sddio de 3%, as células intactas
continuam a crescer, embora a um ritmo mais lento devido a atrasos na divisdo celular
provocados pelo NaCl (Jovanovich et al. 1988). No entanto as células que j& tinham sido
danificadas por agentes antimicrobianos presentes nas infusées de subprodutos de couve-
flor preparadas anteriormente acabaram por se tornar demasiado frageis pelo que nao se
conseguem reproduzir neste meio. Assim, o nimero de células danificadas foi calculado por
diferenca entre a contagem de bactérias presentes nas placas com TSA e TSA com sal, ou

seja:
Ndanificadas = Nviéveis - Nintactas

Desta forma foi calculada a percentagem de danificacdo subletal nas células de S.
Typhimirium apds exposicdo das amostras aos tratamentos em estudo. A perda de
tolerdncia do microrganismo no meio seletivo usado € devido as lesbes provocadas na
membrana citoplasmatica que consequentemente perde a sua estrutura e funcionalidade
(Lund et al. 2000).

Tal como referido anteriormente, as amostras foram incubadas ao mesmo tempo, em meio
TSA e TSA-sal a 37 °C durante 24 horas. Ap0s este periodo procedeu-se a contagem de
ufc/mL sendo que o limite de detecdo do método de contagem desenvolveu-se numa
amplitude entre 30-300 ufc em placa. O niumero de células danificas ou mortas foi calculado
usando a equacéo:

N TSA-sal

Ntotal = [1 - ] x 100

NTSA
Onde Niotal € 0 nimero total de células danificadas ou mortas; Ntsa-sai € 0 nimero de células
contadas em placas cuja amostra foi incorporada em meio seletivo TSA com cloreto de sédio

a 3% e Ntsa 0 nimero de células contadas em placas incubadas com meio TSA simples.

Finalmente todos os dados foram tratados com programa Microsoft Office Excel®, onde
foram também representados através de histogramas de colunas, o ndmero de células

mortas, danificadas e intactas.

Em todos os estudos efetuados através de curvas de crescimento/inativacdo das amostras
de subprodutos de couve-flor inoculadas com o patogénico S. Typhimurium foram avaliados
trés parametros: o tempo demorado a atingir os efeitos desejaveis, a temperatura em que
as amostras estiveram incubadas durante a monotorizag&o do desenvolvimento progressivo
do seu crescimento/inativacdo e a pressao a que foram sujeitas as supracitadas amostras
durante o tratamento de 5 minutos no equipamento de HPP, ou seja 200, 300, 400 e 500
MPa.
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5. Modelagem Matematica

Dos valores obtidos com a contagem de ufc/mL das amostras incubadas com os diferentes
tratamentos, foram tracadas curvas de crescimento/inativacdo por logaritmizacdo dos
resultados correspondentes. As curvas anteriormente analisadas no programa Microsoft
Office Excel® foi efetuada nova analise estatistica por regressao ndo linear com o programa
Statgraphics® Centurion XV (StatPoint Technologies Inc., EUA) por ajuste dos pontos
resultantes ao modelo de Weibull, que matematicamente se expressa como (Rodrigo et al.
2003):

LOGS = —[(txDb)"]

onde: t = tempo (horas); S = fragcdo de células sobreviventes, ou seja, coeficiente entre
N: € No, sendo N; = concentragédo celular a um determinado tempo t (ufc/mL) e No =

concentracdo celular inicial (ufc/mL); b = fator de escala e n = fator de forma.

Deste modo, a expressdo matematica acima apresentada descreve um modelo que
ajusta de forma simples e robusta diferentes tipos de curvas, sejam elas curvas
convexas (n>1), céncavas (n<1) ou exponenciais (n=1). O valor representado por b, ou
seja o fator de escala, relaciona-se diretamente com a velocidade de inativacdo das
células em estudo.

Embora a funcdo matematica que melhor descreve a curva de sobrevivéncia/inativagao
ideal possa ser comparada e escolhida através da avaliacdo de parametros distintos,
este trabalho tomou como base o coeficiente de correlacgéo, isto é o R? ajustado e o erro
quadratico médio (MSE). Todas as curvas forma ajustadas no sentido de obter valores

0 mais proximos de 1 e 0 para o R? e para 0 MSE, respetivamente.
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6. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados com o programa STATGRAPHICS Centurion
XV (versdo 15.1.03; STATGRAPHICS, Warrenton VA). As andlises incluem célculos de
médias e desvios padrédo para as amostras em estudo, assim como analises ANOVA
para testar diferencas significativas entre as infusdes preparadas conforme as
condi¢cbes de altas pressdes hidrostaticas a que foram sujeitas. A validade dos ajustes
do modelo realizada foi determinada usando o coeficiente de regresséo ajustado (R?) e
o erro médio da raiz quadrada (RMSE).

7. Determinacao do conteudo fendlico total

O conteldo total de compostos fendlicos foi quantificado por espectrofotometria, de acordo

com o método colorimétrico de Folin-Ciocalteu Singleton (1985).

Primeiramente desenhou-se uma reta de calibragdo padrdo através da preparacdo de
aliquotas de acido galico com diferentes concentrac¢des (0, 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800 e 1000 ppm) aos quais foram adicionados 3 mL de carbonato sodico (2% (w/v))
(Sigma-Aldrich Co. LLC, EUA) e 100 pL de reativo Folin-Ciocalteu (1:1 (v/v)) (Sigma-Aldrich
Co. LLC, EUA). Para medir o conteudo total nas amostras de couve-flor foi aplicada a mesma
metodologia mas substituindo o acido galico pelas infusbes preparadas e diluidas a 1:10 e
1:20. Em seguida todas as amostras (as da reta padréo e as de couve-flor) foram agitadas
por vortex durante 1 minuto e deixadas a repousar em ambiente escuro durante 60 minutos.
Finalmente, foram lidas as respetivas absorvancias a 750 nm usando um espetrofotometro
Lan Optical Model PG1800 (Labolan, Espanha) com os resultados expressos em miligramas
de equivalentes de acido galico (GAE)/L. A quantificacdo do contetdo fendlico foi calculado
computacionalmente através da interpolacdo dos valores correspondentes na reta de

calibracédo padrdo usando o programa Microsoft Office Excel®.
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8. Determinacéo da Capacidade Antioxidante

Para a determinacgéo da capacidade antioxidante das infus6es de subproduto de couve-flor
preparadas mediante a aplicacdo dos diferentes tratamentos de HPP foi usado o método
DPPH, com determinagéo da cinética de reacéo por espetrofotometria (Sanchez-Moreno et
al. 1998).

Para tal foi preparada uma reta de calibragdo padrdo com reativo Trolox (Sigma-Aldrich Co.
LLC, EUA) a concentragfes crescentes de 0.3, 0.5, 1, 2 e 3 mM a partir de uma solucéo
madre de 20 mM que por sua vez foi preparada por mistura de 0.025 g do reativo Trolox

com 5 mL de metanol.

Por sua vez, das infusdes de subprodutos de couve-flor preparadas anteriormente foram
retirados 10 mL e homogeneizadas com 20 mL de metanol (Sigma-Aldrich Co. LLC, EUA)
durante 1 minuto por vortex. Em seguida realizou-se uma centrifugacéo desta mistura a 10
000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Do sobrenadante resultante foram retiradas aliquotas
de 0.030 mL em duplicado, as quais se adicionaram 3 mL de uma soluc¢édo de radical DPPH
previamente preparado por mistura de 0.0030 gramas de radical DPPH com 100 mL de

metanol.

Ap6s mistura rapida, foram medidas as absorvancias das amostras a 517 nm durante 150
segundos e calculados no programa computacional Microsoft Excel com recurso a seguinte
férmula matematica:

— Atf

Ay
ti

Os resultados finais foram expressos em equivalentes de Trolox/mL de amostra.
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Resultados e Discusséao
1. Avaliacdo da capacidade antimicrobiana das infusdes de

subproduto de couve-flor obtidas por tratamentos de HHP frente a
S. Typhimurium.
1.1. Efeito das infusdes de subproduto de Couve-flor por tratamento

HHP no crescimento de S. Typhimurium a 37 °C.

O gréfico da Figura 16 mostra o efeito antimicrobiano das amostras de subproduto de couve-
flor previamente tratadas por HHP (200, 300, 400 e 500 MPa — 5 minutos), por inativacao ou

atraso do crescimento do microrganismo S. Typhimurium durante a sua incubacéo a 37 °C.

Como se pode verificar pelo grafico da Figura 17, a curva de crescimento/inativacédo da
amostra de S. Typhimurium sem qualquer contacto com as infusbes de subprodutos de
couve-flor, ou seja, apenas diluida em agua peptona tamponada (Branco), mostram que o
patogénico sofre um ligeiro crescimento passando de uma populagdo inicial de S.
Typhimurium de aproximadamente 7,7 ciclos logaritmicos para os 8 ciclos logaritmicos,
mantendo-se neste valor desde a hora 0 até & hora 2. Ou seja, durante as 2 primeiras horas
de incubacdo o S. Typhimurium permanece em fase lag e ndo experimenta alteracdes
significativas na sua velocidade de proliferacdo. Depois desse periodo, 0 microrganismo
comeca a crescer, alcancando os 9 ciclos logaritmicos na hora 8. Isto corrobora as
pesquisas anteriormente realizadas que indicam um periodo maximo de 2 horas para os
alimentos mais suscetiveis de deterioracao por contaminacéo de patogénicos poderem ser
guardados a temperatura ambiente; decorrido esse tempo o risco de intoxicacao alimentar

aumenta drasticamente, com possiveis consequéncias perigosas para 0s consumidores.

Quanto ao efeito amostras de subprodutos de couve-flor tratadas com HPP verifica-se uma
inibicdo do crescimento em todas as curvas, sendo claramente visiveis as consequéncias
bactericidas na populacdo microbiol6gica em estudo durante um periodo de 8 horas. Os seja,
os resultados mostram uma diminui¢cdo na contagem de unidades formadoras de col6nias
de S. Typhimurium de aproximadamente 4,5 ciclos logaritmicos para as amostras tratadas
a 300 MPa — 5 min, 5 ciclos logaritmicos para as amostras tratadas a 200 e 400 MPa e
finalmente 5,5 ciclos logaritmicos para amostras tratadas a 500 MPa. Em extratos de uvas
submetidos a tratamentos HPP de 200 MPa, 400 MPa e 550 MPa nao sao encontradas
diferencas significativas no total de células viaveis de bactérias frequentemente encontradas
nesta fruta, pertencentes as familias Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc e

Oenococcus (Morata et al. 2015).
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Figura 16 - Curva de crescimento de S. Typhimurium na presencga de amostras de subprodutos de couve-flor submetidas a diferentes tratamentos (200, 300, 400 e 500 MPa — 5 min), a temperatura
37°C.
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1.2. Efeito das infusdes de subproduto de Couve-flor obtidas por
tratamentos HHP no crescimento de S. Typhimurium a 10 °C

Para uma temperatura de 10 °C (Figura 17) podemos verificar comportamentos distintos,
conforme a curva em analise. Para a amostra “Branco” verifica-se uma expanséo do
periodo de tempo em que 0 microrganismo se mantem em fase lag, em comparacao
com o mesmo tipo de amostra a 37 °C (Figura 17). Assim, a populacdo de S.
Typhimurium em estudo ndo experimenta alteragdes na sua velocidade de crescimento
nos dois primeiros dias de monotorizagéo, ou seja da hora 0 a hora 48. A partir desse
momento comega 0 respetivo crescimento exponencial. Estes resultados véo de
encontro a outros trabalhos realizados anteriormente que reportam consequéncias de
atraso nos sistemas metabdlicos, enziméticos e de reprodugdo, permitindo um
alargamento do tempo de prateleira dos produtos alimentares deste género, em
condicbes de refrigeracdo, 0 que torna o seu consumo mais cémodo e pratico
(McDonald et al. 1999, Swinnen et al. 2004).

Por sua vez, todas as amostras sujeitas aos diferentes tratamentos HPP (200, 300, 400
e 500 MPa — 5 min) tém um efeito bactericida em S. Typhimurium uma vez que se
observa a reducédo da populacao do microrganismo de 4 ciclos logaritmicos durante as
primeiras 116 horas. Trabalhos realizados anteriormente mostram igualmente a eficicia
antimicrobiana de subprodutos de couve-flor expostos a Listeria monocytogenes (Sanz-
Puig et al. 2015)

Ou seja, podemos concluir que as infusbes de subprodutos de couve-flor obtidas
utilizando a técnica de extragéo por altas pressées hidrostaticas podem ser usadas para

fungdes antimicrobianas em S. Typhimurium a temperatura de refrigeragéo.
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Figura 17 - Curva de crescimento de S. Typhimurium na presenca de amostras de subprodutos de couve-flor submetidas a diferentes tratamentos (200, 300, 400 e 500 MPa — 5 min), a temperatura 10°C.



FCUP

Avaliacéo da capacidade antioxidante e antimicrobiana de infusGes de subprodutos de couve-flor
(Brassica oleracea var. Botrytis) obtidas por Altas Pressdes Hidrostaticas

2. Determinacao de células mortas e de células danificadas de S.
Typhimurium incubadas em presenca de infus6es do subproduto

de couve-flor obtidas por tratamento HHP

Com vista a determinar o efeito dos tratamentos de HPP a varias pressdes na extracao
de compostos antimicrobianos em subprodutos de couve-flor foram calculadas as
células intactas, danificadas e mortas de S. Typhimurium, exposta a cada uma das
infusBes obtidas durante a sua incubacéo a 10 e 37 °C, mediante a sua inoculagdo em
placas em dois meios diferentes: TSA e TSA-Sal.

2.1. Determinacgao do dano celular em S. Typhimurium a 37 °C

Os graficos da Figura 18 representam os ciclos logaritmicos (ufc/mL) de células intactas,
danificadas e mortas da populacédo de S. Typhimurium durante a sua incubacdo em
presenca das infusGes de subprodutos de couve-flor obtidas por aplicacéo de diferentes
tratamentos de HPP a 200 MPa (3a), 300 MPa (3b), 400 MPa (3c), 500 MPa (3d) e
Branco (3e), respetivamente, durante 5 minutos a uma temperatura de crescimento de
37 °C. Em todos os casos podemos observar uma diminuicao do nimero de células de
S. Typhimurium intactas em paralelo a um aumento de células mortas, ao longo de um
periodo de incubacdo de 8 horas. Durante este tempo de incubacdo, as células
danificadas vao-se convertendo em células mortas. Comparando os quatro graficos
representados em seguida ndo se observam diferengas entre as amostras submetidas
aos diferentes tratamentos. De facto, analisando os graficos obtidos podemos observar
inicialmente cerca de 7,5 ciclos logaritmicos de células de S. Typhimurium intactas,
sendo que apos 8 horas de incubagéo apenas se verificam aproximadamente 2,5 ciclos

logaritmicos de células intactas e quase 3 ciclos de células mortas.
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Figura 18 - Representacédo do dano celular em S. Typhimurium na presencga de amostras de subprodutos de couve-flor submetidas a diferentes tratamentos (200, 300, 400 e 500 MPa — 5 min),
com respetivo branco, a temperatura 37°C
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2.2. Determinacédo do dano celular em S. Typhimurium a 10 °C

O gréfico com a determinagdo de células intactas, mortas e danificadas de S.
Typhimurium para uma temperatura de incubacao de 10 °C esta representado na Figura
19, durante a sua incubagdo em presenca de infusbes de subproduto de couve-flor
obtidas por tratamento HHP a 200 MPa (20a), 300 MPa (20b), 400 MPa (20c) e 500
MPa (20d). Tal como foi observado para uma temperatura de incubacédo de 37 °C, ha
uma diminuicdo da populacéo de S. Typhimurium relativamente ao numero de células
intactas que, ao longo de 116 horas, se vao transformando em células mortas, sendo
gque estas ultimas também resultam da conversao de bactérias intactas em danificadas
apo6s um longo periodo de tempo. Numa andlise mais pormenorizada pode-se observar
nas quatro amostras tratadas distintamente uma populacdo de microrganismos inicial
numa média de 7,5 ciclos logaritmicos, enquanto no final das 116 horas restam pouco
mais de 3 ciclos logaritmicos de células intactas e 4 ciclos logaritmicos de células
danificadas. Estes dados confirmam mais uma vez o efeito bactericida dos subprodutos
de couve-flor contra o patogénico alimentar em estudo, inclusive a baixas temperaturas.
No entanto, tal como foi descrito para as curvas de 37 °C, ndo existem diferencas

significativas entre os tratamentos aos quais a amostra foi submetida.
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Figura 19 - Representacdo do dano celular em S. Typhimurium na presenca de amostras de subprodutos de couve-flor submetidas a diferentes tratamentos (200, 300, 400 e 500 MPa — 5 min),
com respetivo branco, atemperatura 10 °C
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3. Modelagem Matematica

Nas tabelas 6 e 7 sdo apresentados 0s valores dos ajustes das curvas do efeito dos
tratamentos HPP nas amostras de subproduto de couve-flor frente ao patogénico S.
Typhimurium.

Tabela 6 - Estimativa dos parametros cinéticos da distribuicdo de Weibull (b e n) em fungéo da presséo HPP (0, 200,
300, 400 e 500 MPa) da infusao de subproduto de couve-flor a 37 °C. Os resultados representam a média *+ desvio-
padréo. Os valores da média com diferentes letras séo significativamente diferentes (p<0,05)

Temperatura Tratamento R?

b n ) MSE

(°C) (MPa) ajustado
Branco - 0,27 £ 0,03 0,54 £ 0,07 0,961 0,010
200 0,132+ 0,02 1,80 £ 0,20 0,984 3,161
37 300 0,122+ 0,01 1,71+ 0,07 0,973 0,150
400 0,35°+ 0,10 1,24 + 0,10 0,996 0,085
500 0,31°+0,01 1,28 + 0,08 0,983 0,186

Tabela 7 - Estimativa dos parametros cinéticos da distribuicdo de Weibull (b e n) em fungéo da presséo HPP (0, 200,
300, 400 e 500 MPa) da infusdo de subproduto de couve-flor a 37 °C. Os resultados representam a média + desvio-
padrdo. Os valores da média com diferentes letras séo significativamente diferentes (p<0,05)

Temp. Trat. R?
b n _ MSE
°C) (MPa) ajustado
Branco -8,59x102 + 1,0x10°3 0,506 + 0,03 0,959 0,081
200
1,0x1032 + 1,0x10* 1,60 + 0,04 0.942 0,121
300 1,0x103 2 + 4,0x10° 1.69+ 0,01 0.996 0,030
10 400
2,0x103P + 4,0x104 1,54 + 0,02 0.981 0,205
500 2,0x10% P + 2,0x10°® 1,56 £ 0,01 0,910 0,414
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Tomando em consideracdo este valores, observa-se que incubacdes nas duas
temperaturas de crescimento, 37 °C e 10 °C, os valores de b apresentam diferencas
significativas entre dois grupos a medida que aumenta a presséo, ou seja a velocidade
de inativacdo do patogénico € maior em infus@es obtidas a 400 e 500 MPa do que a 200
e 300 MPa. Vérios estudos anteriores usam igualmente o modelo de Weibull para
determinar a velocidade de crescimento/ inativacdo de patogénicos em alimentos
contaminados (Rodrigo et al. 2003, Chen et al. 2004, Moody et al. 2014).

Regra geral, até ser atingida o seu valor de funcionalidade ideal, quanto maior é a
temperatura de crescimento do microrganismo, mais elevados sao os valores de b, o
gue significa que a sua temperatura étima de crescimento (37 °C) o patogénico morre
mais depressa que a temperatura de refrigeracdo (10 °C). Tais observacdes vao de
encontro aos resultados das curvas anteriormente apresentadas, uma vez que o periodo
de tempo em que a populagdo do microrganismo desapareceu foi largamente superior
gquando incubado a uma temperatura de refrigeracdo de 10 °C — cerca de 4 dias - em
comparagdo com uma temperatura superior (37°C) — cerca de 8 horas.

Resumindo, as infusBes de subprodutos de couve-flor obtidas por diferentes
tratamentos de altas pressdes hidrostaticas apresentam propriedades bactericidas para
S. Typhimurium. A temperaturas de refrigeracdo o tratamento por HPP continua a
exercer um efeito positivo na potenciagdo das propriedades antimicrobianas destas
amostras. Mais ainda, a pressdo a que as amostras sdo submetidas parece ter uma
correlagdo com a eficacia da sua capacidade em causar dano letal e subletal nas
bactérias. As infusGes de subprodutos de couve-flor obtidas por HPP podem surgir como

método adicional no controlo do crescimento de patogénicos alimentares.
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4. Quantificacdo do conteudo total de polifendis nas infusdes de
subprodutos de Couve-flor obtidas por tratamentos de HPP

Usando como técnica de determinacéo do total de polifendis o método de Folin-Ciocalcetau,
descrito anteriormente no enquadramento tedrico, foi desenhada uma curva de calibracdo
padrdo de Acido Galico (Figura 20) para a detecdo de polifendis totais presentes nas
amostras de couve-flor tratadas com HPP. A partir da curva padr&o de Acido Galico calculou-
se a respetiva equacao calculada por estimativa para a quantificacdo de polifendis total

presentes nas diferentes amostras.
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Figura 20 - Curva de Calibragdo Padrao para a quantificagao de polifendis das infusoes.

Posteriormente procedeu-se a quantificacdo do conteddo total de polifendis em cada
uma das infusdes através da curva de calibragéo obtida, sendo os resultados expressos
em mg de &cido galico/L presentes nas infuses de subproduto de couve-flor

submetidas a tratamento HPP (Tabela 8).

Tabela 8 - Total de polifenéis nas amostras de infusdes obtidas por diferentes tratamentos de altas pressdes (200, 300,
40 e 500 MPa — 5min). Os resultados representam a média + desvio padrdo. Os valores da média com letras diferentes
séo significativamente diferentes (p<0,05)

Tratamento Conteldo de Polifenois Total
(MPa) (mg acido galico /L)
200 2244772+ 77,81
300 2319,352 + 318,51
400 2938,01° + 36,68
500 2933,73 + 292,00
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Analisando os valores obtidos, o conteddo em polifendis é diferente entre as infusbes
de subproduto de couve-flor sujeitas aos distintos tratamentos por HPP, com um
composicao polifendlica total significativamente superior para os tratamentos de 400 e
500 MPa do que para os tratamentos 200 e 300 MPa.

De acordo com os resultados observados existem fortes evidéncias para se pensar que
os polifendis presentes sdo um dos conjuntos de compostos bioativos que pode conferir
as infusGes as respetivas propriedades antimicrobianas. Outros autores descrevem
também uma relagéo direta entre a atividade antibacteriana e a composicéo fendlica de

varias plantas (Kahkonen et al. 1999, Rauha et al. 2000).

E também possivel verificar que a medida que se aumenta a magnitude das pressdes
exercidas nas infusGes, maior sera o poder extrativo de compostos polifendlicos
presentes nas respetivas amostras. Trabalhos realizados ho mesmo ambito apontam
para uma correlacéo semelhante em infusdes resultantes extratos de purés de amora e

morango e mel hanuka (Akhmazillah et al. 2013).
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5. Avaliacdo da capacidade antioxidante nas infusdes de
subprodutos de couve-flor obtidas por tratamentos de HPP
Na Figura 21 esta representada a curva de calibracdo padrdo com o reativo Trolox

juntamente com a respetiva equacao resultante dos valores obtidos para cada uma das

concentracoes.
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Figura 21 - Curva de Calibracéo Padréo para a determinagdo da capacidade antioxidante das infusoes.
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Em seguida realizaram-se o0s testes espetrofotométricos de forma a determinar a
capacidade antioxidante de cada amostra, por extrapolagéo dos valores obtidos na curva de
calibracdo aplicada. Os resultados sdo expressos em Equivalentes de Trolox / mL de

amostra (Tabela 9).

Tabela 9 - Capacidade antioxidante das infusdes obtidas por diferentes tratamentos de altas pressdes (200, 300, 400 e
500 MPa - 5min). Os valores representam médio + desvio-padrao. Os valores da média com diferentes letras sdo
significativamente diferentes (p<0,05)

Equivalentes de Trolox /mL de
Tratamento (MPa)
amostra
200 99,06 + 4,89
300 108,052 + 4,74
400 86,422 + 4,74
500 91,402 + 4,59

A capacidade antioxidante esta diretamente relacionada com a quantidade de compostos
fendlicos presentes nos tecidos vegetais (Kahkonen et al. 1999). No entanto, apesar de no
ponto anterior terem sido descritas diferencas significativas no conteddo total de polifendis
conforme a pressao a que eram extraidos, ndo se verifica a mesma correspondéncia para a
capacidade antioxidante destas infusdes. Tal podera ser explicado pela diversidade inerente
ao perfil fendlico de cada amostra que confere um carater antioxidante semelhante,
independentemente da quantidade de polifendis extraido das infusbes sujeitas aos
tratamentos de HPP distintos (200, 300, 400 e 500 MPa — 5 min). Outra hip6tese que podera
explicar os resultados obtidos sera a presenca de compostos antioxidantes nao fendlicos,
como por exemplo vitamina C, bastante abundante em subprodutos da couveflor (Stojceska
et al. 2008).
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Conclusoes

Todas as infusfes de subprodutos de couve-flor obtidas por aplicagédo de diferentes tratamentos
de HPP sdo caracterizadas por uma consideravel capacidade bactericida frente a S.

Typhimurium, provocando danos e morte nas células microbianas.

A pressdo ao qual a infusdo é submetida influencia diretamente o conteddo total de compostos
bioativos, sendo que pressdes superiores apresentam uma maior capacidade de extracdo de
compostos bioativos. Ou seja, pressdes exercidas em amostras de subprodutos de couve-flor na
ordem dos 400 e 500 MPa, durante 5 minutos, extraem uma quantidade maior de polifendis total
do que pressdes na ordem dos 200 e 300 MPa em igual periodo de tempo.

Estes resultados distintos sdo igualmente detetados na capacidade antimicrobiana das infusées
resultantes, pois observam-se diferengas significativas nos valores de b da equagéo de Weibull
obtidos para a inativacéo de S. Typhimurium durante a sua exposi¢ao as infusées de subprodutos
de couve-flor obtidas mediante a aplicacéo de diferentes tratamentos de HPP. Deste modo pode-
se constatar que a inativagdo do microrganismo apresenta maior velocidade quando maior a

pressao a que a infusdo preparada € sujeita. Ou seja, tratamentos de 400 e 500 MPa (5 minutos)

induzem uma morte mais rapida do patogénico do que tratamentos de 200 e 300 MPa (5 minutos).

A temperatura de incubagdo é um fator que influencia o crescimento/inativacdo de S.
Typhimurium, sendo que as amostras inoculadas com infusGes de couve-flor e mantidas a
temperaturas de refrigeragcdo morrem mais lentamente do que mantidas a temperaturas mais

altas.

N&o foram observadas diferengas significativas na capacidade antioxidante das infusdes obtidas

por tratamentos de HPP de presséo crescente (200, 300, 400 e 500 MPa — 5min)
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