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Resumo

A deterioracdo oxidativa dos alimentos € responsavel pela formacdo de

compostos que alteram as suas caracteristicas organoléticas, diminuindo o seu valor
nutricional. Para combater os processos de oxidacdo sdo utilizados antioxidantes de
origem sintética como o butilato de hidroxitolueno (BHT), butilato de hidroxianisol
(BHA) e tercbutil-hidroquinona (TBHQ). Contudo, devido a toxicidade dos
antioxidantes sintéticos e a preferéncia do consumidor por produtos naturais, a
investigacdo sobre a utilizacdo decompostos provenientes de fontes naturais tem sido
intensificado na ultima década, com particular interesse nos residuos agroindustriais.
O mirtilo é um fruto com reconhecidas propriedades antioxidantes potenciada pelos
compostos bioativos que o constituem (antocianinas, flavonoides e acido ascorbico). O
bagaco de mirtilo, residuo obtido apos a producao do sumo, constituido pelas peliculas
e grainhas representa uma fonte natural rica em compostos fendlicos.
Neste contexto, o principal objetivo do presente trabalho foi avaliar as potencialidades
do extrato aquoso de bagaco de mirtilo como conservante alimentar, em particular na
prevencdo da oxidagdo proteica. A amostra de mirtilo do género Vaccinium
corymbosum da variedade Brigitta colhida em Mongé&o foi liquidificada para separar o
bagaco da polpa. Apds a obtengéo do bagaco (seco a 55°C, triturado e tamisado (0,7
— 1,4 mm)), procedeu-se ao estudo das condi¢des de extracdo (tipo de solvente, pH,
tempo de extracdo). Os resultados obtidos indicam que o maior teor de compostos
fendlicos foi extraido com o solvente etanol/agua pH 2,0 (50/50, v/v) e com um tempo
de extracdo de 90 min (25,3 + 0,7 mg /g bagacgo de mirtilo).

Apoés otimizacdo das condicdes de extracdo, procedeu-se a extracdo do
bagaco de mirtilo de forma a obter um residuo seco que foi posteriormente dissolvido
com agua ou com solugado de lecitina a 0,3% (emulsionante). Para ambos 0s extratos
foi determinado o teor de compostos fendlicos totais (CFT), capacidade antioxidante
pelo método ABTS e a capacidade sequestrante para os radicais peroxilo. Verificou-se
que o uso do agente emulsionante ndo aumentou o teor de CFT dissolvidos em
solugdo aquosa assim como a capacidade antioxidante determinada foi similar ao
meio sem agente emulsionante.

As propriedades antioxidantes do extrato de bagaco de mirtilo foram
determinadas na presenca de um substrato proteico (peptona) com o objetivo de
determinar qual o tipo de protecdo conferida pela amostra ao modelo proteico.
Verificou-se que o teor de CFT da mistura (peptona + mirtilo) resulta do somatério dos

grupos fendlicos presentes na proteina e na amostra, tal como para a capacidade
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sequestrante de radicais peroxilo. Conclui-se, assim, que existe um efeito aditivo nas
propriedades antioxidantes pela adigcdo do mirtilo ao substrato proteico.

Por ultimo, foi avaliado a estabilidade do bagaco e do extrato de mirtilo
ressuspendido em agua e lecitina armazenados a —18°C durante 6 meses. Verificou-
se uma diminuicdo do teor de CFT do bagacgo de mirtilo de 20,3 + 0,3 para 16,9 + 0,4
mg acido gélhico /g bagaco mirtilo, correspondente a um decréscimo de 17%.
Relativamente ao residuo seco de mirtilo dissolvido em meio aquoso e em solugéo de
lecitina a 0,3%, o decréscimo observado foi de 41 e 30%, respetivamente.

Palavras-chave: mirtilo (Vaccinium corymbosum), antioxidante, extrato aquoso,
compostos fendlicos, peptona
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Abstract

The oxidative deterioration of foods is responsible for the formation of
compounds that change their organoleptic properties, decreasing its nutritional value.
To counteract the oxidative processes, several antioxidant compounds of synthetic
originate used as butylated hydroxytoluene (BHT), butylated hydroxyanisole (BHA) and
tert-butyl-hydroquinone (TBHQ). However, due to their toxicity and the preference of
consumers for natural products, the research studies about natural sources of
antioxidants has been intensified in the last decade, particularly for those from agro-
industrial residues. Blueberry is a fruit with recognized antioxidant properties due to its
high content in bioactive compounds such as anthocyanins, flavonoids and ascorbic
acid. Blueberry pomace, corresponding to the residue containing the skins and grape
seeds, is an interesting natural source of phenolic compounds.

In this context, the main objective of this study was to evaluate the potential of
the blueberry pomace aqueous extract as a food preservative, particularly in the
prevention of protein oxidation. The blueberry, Vaccinium corymbosum, from variety
Brigitta was harvested in Moncdo and it was liquefied to separate the pulp from
pomace. After obtaining pomace (dried at 55°C, crushed and sieved (0.7-1.4 mm)), the
extraction conditions including type of solvent, pH and extraction time were studied.
The results indicated that the higher content of phenolic compounds were extracted
with ethanol/water pH 2.0 (50/50, v/v) during 90min (25.3 0.7 mg/g blueberry
pomace).

After that, the blueberry pomace was extracted in order to obtain a dry residue
which was further dissolved with water or with a solution of 0.3% lecithin (emulsifier).
For both extracts, the content of total phenolic compounds (TFC), antioxidant capacity
by ABTS method and the ability for scavenging peroxyl radicals were determined. The
emulsifying agent does not increased the content of TFC dissolved in aqueous solution
as well as the antioxidant capacity determined was similar to that obtained in the
absence of emulsifying agent.

The antioxidant properties of blueberry pomace extract were determined in the
presence of a protein substrate (peptone) in order to determine what type of protection
was provided by the sample to the protein model. It was found that, the TFC of the
mixture (peptone + blueberry) results from the sum of phenolic groups present in the
protein and sample. Similar results were obtained for peroxyl radical scavenging
capacity. Hence, there is an additive effect on antioxidant properties provided by the

addition of blueberry to protein substrate.
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Finally, the stability of pomace and blueberry extract dissolved in lecithin
solution and in water stored at -18 °C during 6 months was analysed. The TFC of
blueberry pomace decreased from 20.3 + 0.3 to 16.9 + 0.4 mg gallic acid/g of blueberry
pomace, corresponding to a decrease of 17%. For dry weight of blueberry dissolved in
water and in a solution of lecithin 0.3%, the observed decrease was 41 and 30%,
respectively.

Keywords: blueberry (Vaccinium corymbosum), antioxidant, agueous extract, phenolic
compounds, peptone
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Introducéo

Enguadramento Tedrico

A deterioracdo oxidativa dos alimentos é responsavel pela geracao de odores e
sabores rancosos (off-flavors), além do desenvolvimento de substancias toxicas, como
a acroleina, malonaldeido e os Oxidos de colesterol. Isso diminui as qualidades
organoléticas e nutricionais dos alimentos processados, causando mudan¢a na sua
coloracdo e textura [1]. O desenvolvimento dessas substancias deve-se a processos
oxidativos onde por interacdo de iGes metalicos (Fe** e Cu*) com perdxido de
hidrogénio ocorre a formacédo de radicais livres derivados do oxigénio que levam a
degradacgdo da matriz alimentar. Essa degradacé@o ocorre devido a oxidagéo lipidica
gue se carateriza pela formacéo de dienos conjugados, hidroperdoxidos e aldeidos,
assim como a oxidagéo proteica que depende da natureza dos aminoacidos [2].

Nos alimentos, os lipidos desempenham fung¢des importantes contribuindo para
a qualidade do alimento, aos quais conferem caracteristicas especificas que o tornam
desejavel, como o sabor, o aroma, a cor e a textura. Os lipidos, nutricionalmente
também sado importantes, pois servem como fonte de energia para o0 metabolismo,
como meio de transporte de vitaminas lipossollveis e sdo a fonte de acidos gordos
essenciais, como o linoleico, linolénico e araquidonico [3].

A oxidagdo lipidica € uma das maiores causas de danos quimicos dos produtos
alimentares, resultando em rancificacdo e perda de qualidade nutricional com
alteracbes na cor, odor e sabor, colocando em causa a seguranca dos alimentos [1].
Quando oxidados, os lipidos originam produtos primarios e secundarios que afetam
negativamente estas funcdes. Em geral, a oxidacdo lipidica ocorre em trés etapas:
iniciacdo, propagacdo e terminacdo [4]. No processo de iniciacdo, o atomo de
hidrogénio a-metilénico é separado da molécula lipidica para formar um radical livre
alquil (R"). O radical lipidico é altamente reativo podendo reagir com 0 oxigénio
atmosférico (O,), produzindo um radical peroxilo (ROO"). Nas rea¢des de propagacao,
o radical peroxilo (ROO") reage com outra molécula de lipido insaturado para formar
um hidroperoxido e um novo radical lipidico instavel. Em cada reacdo é originado um
novo radical livre o que leva a incorporacdo de mais oxigénio no sistema, resultando
num mecanismo de reacgdo ciclica. Os hidroperoxidos séo instaveis e podem degradar-
se em radicais que aceleram a reacdo de propagacdo. A terminacdo ocorre apenas
quando dois radicais livres se combinam para formar um produto ndo radicalar,

termodinamicamente estavel [4].
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Iniciacdo RH > R +H

Propagacao R + O, 2> ROO
ROO'+RH =2 ROOH+R’

Terminagao R +R 2> RR
R’ + ROO’ - ROOR
ROO’ + ROO" - ROOR + 0,

em que: RH, acido gordo insaturado; R’, radical alquil livre; ROQO’, radical peroxilo;
ROOH, hidroperéxido.

A natureza, a proporgdo e o grau de acidos gordos insaturados presentes nos
alimentos véo indicar a suscetibilidade do produto & deterioracdo oxidativa [1]. Isto
porque a rancificagdo oxidativa ndo ocorre hormalmente em acidos gordos saturados,
uma vez que a formacdo de um radical livre é energicamente desfavoravel. Apenas
sob condigfes dréasticas de temperatura, por rutura homolitica da ligagdo C-H de uma
cadeia carbonica saturada, pode ocorrer a formagdo do radical livre. Contudo, a
presenca de ligagbes duplas nos acidos gordos insaturados, reduz a energia
necessaria para a rutura homolitica das ligacdes C-H na posicao alilica, viabilizando
sua oxidagcdo [1]. Assim, quanto mais alta a proporcdo e grau de acidos gordos
insaturados, mais suscetivel se torna o alimento de sofrer oxidagao.

O aumento da temperatura também aumenta a taxa de autoxidacao, afetando a
cadeia de formacao de hidroperoxidos e a sua decomposi¢cdo. Isso explica-se pelo
facto de que um aumento inicial de temperatura acelera dois fatores: as reacfes de
propagacao em cadeia e a decomposi¢do dos peréxidos, resultando num aumento da
concentracao de radicais livres disponiveis para o inicio e a disseminacédo das cadeias
de reacdo [5]. Manter o produto a baixas temperaturas (refrigeracdo e congelamento),
ndo impede a oxidacao lipidica, apenas permite que esta ocorra a uma velocidade
reduzida. Dessa forma, o uso de baixas temperaturas no armazenamento de carnes
mostra-se necessario, ndo sO para evitar a deterioragdo microbiol6gica, mas também
para retardar a deterioracdo oxidativa.

O processo de cozimento leva ao aumento significativo na oxidacéo lipidica de
carnes e ao desenvolvimento do warmed-overflavor de carnes cozidas [6]. A

aceleracdo da oxidacdo lipidica depois do cozimento € atribuida as modificacdes
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induzidas pelo calor, perturbando o compartimento celular e a exposicéo dos lipidos
das membranas a um ambiente pro-oxidativo, dando-se a ativagdo termal ou
libertacdo do ferro catalitico da mioglobina e a inativacdo térmica das enzimas
antioxidantes [7].

A presenca de oxigénio € fator fundamental para que ocorra o processo de
oxidacéo lipidica. A utilizagdo de embalagens a vacuo, atmosfera inerte (nitrogénio) e
materiais com baixa permeabilidade ao oxigénio sdo alternativas recomendaveis para
aumentar a vida util dos alimentos [3]. A embalagem influencia a qualidade e
durabilidade das carnes, pois altera o ambiente que envolve o produto, criando
condigcbes que retardam as reagbes de deterioracdo. Previne a evaporagdo da
humidade do produto, evitando perdas de peso e alteragbes de aparéncia, textura e
aroma. Contudo, a composi¢do gasosa da embalagem determina a cor do produto, 0
tipo e a extensdo da detioracdo microbiologica e a velocidade de oxidacdo dos seus
componentes [3].

A luz acelera o desenvolvimento do rango em gorduras devido a fotdlise dos
peroxidos em radicais livres e a decomposicao de outros compostos. A luz UV acelera
as reacdes de oxidacdo e os &cidos gordos polinsaturados formam sistemas
conjugados insaturados que absorvem energia acelerando a rutura dos peroxidos [5].

O processamento de produtos carneos constitui também um dos fatores para a
oxidacao lipidica. Os produtos emulsionados, moidos ou reestruturados diferenciam-se
devido a modificacdo estrutural do masculo e a exposicao dos lipidos num ambiente
pro-oxidante. Dessas alteragfes nos compartimentos celulares resulta a libertacéo de
ferro da mioglobina que apresenta atividade pro-oxidante desencadeando a catélise da
oxidacgdao lipidica in vivo [8].

A ingestao de alimentos que contém produtos da oxidacao lipidica representam
um risco toxicolégico crénico para o ser humano. A ingestdo de 6leos oxidados que
contém hidroperoxidos e aldeidos provoca degeneragdo hepética e renal, e distarbios
nos niveis seéricos de diversas enzimas. Estes aldeidos, especialmente o
malonaldeido, sdo capazes de combinar-se com as mais diversas moléculas dentro do
organismo, provocando modificacdes de proteinas, lipidos, &cidos nucleicos que
resultam na lesdo do material genético e mutacdes. Além de todos estes efeitos, o
malonaldeido também estad relacionado com a génese das alteragles
arterioscleroticas [9].

A formacédo de compostos com grupos carbonilo na carne e seus derivados tem
sido ressaltado como uma das mais importantes alteracdes quimicas dos produtos

alimentares [3]. A oxidacdo proteica, similarmente ao que acontece na oxidacao
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lipidica, é descrita como um processo de reacdes em cadeia mediada por radicais
livres. Contudo, devido a elevada complexidade do substrato e dos mecanismos de
oxidacdo uma maior variedade de compostos podem ser formados. De uma forma
geral, o sequestro de um atomo de hidrogénio dos aminoacidos da proteina por um
radical livre leva a formagdo de um radical proteico (eq. 1). Pela reacdo com o
oxigénio, este radical é convertido num radical peroxilo (POQO") (eq. 2) que pode
desencadear a remocdo de um atomo de hidrogénio de um amino&cido adjacente,
com a producdo consequente de novo radical proteico (eqg. 3). Este radical pode reagir
com outro formando um agregado proteico (ligacdo cruzada), ou com um produto
secundario da oxidagdo lipidica (aldeido) formando compostos carbonilicos. As
reacdes adicionais com espécies reativas de oxigénio como o radical hidroxilo (HO")
ou com formas reduzidas de metais de transicdo (Mn*) como o Fe** ou Cu* conduzem
a formagédo de um radical alcoxila (PO") e seus derivados (eq. 6 e 7). Segue-se de uma

forma resumida as principais reagdes envolvidas na oxidagao proteica [10]:

PH + HO' > P +H,0 (eq. 1)
P+ 0, > POO (eq. 2)
POO’ + PH > POOH + P’ (eq. 3)
POOH + HO, > PO + 0, + H,0 (eq. 4)
POOH + M™ > PO+ HO + M™b* (eq. 5)
PO" + HO', > POH+ 0, (eq. 6)
PO+ H'+M™ > POH +M™D* (eq. 7)

O inicio do processo de oxidacdo dos produtos carneos esta diretamente
relacionado com a disponibilidade da mioglobina fora do ambiente celular. A
mioglobina é a proteina ferro-dependente da carne mais abundante, podendo catalisar
reacbes oxidativas através de Vvarios mecanismos como a autoxidacdo da
oximioglobina a metamioglobina, degradacdo catalitica de hidroperéxidos lipidicos e
atividade de pseudo-peroxidase da mioglobina. A atividade pro-oxidativa da

mioglobina esta diretamente ligada ao ciclo da cor na carne [10].
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Além da presenca de mioglobina, metais de transicdo e lipidos oxidaveis, a
oxidagdo proteica é afetada por outros fatores como o pH, temperatura, atividade da
agua (a,) e a presenca de inibidores (compostos fendlicos). A luz e a irradiacdo
também sao capazes de iniciar a oxidagao proteica, contudo ainda ndo ha estudos que
revelem qual o impacto fisico na oxidacdo de proteinas cérneas. As proteinas
demonstram suscetibilidade intrinseca a produgdo de compostos carbonilicos, que
pode ser atribuida a vérios fatores exdgenos e enddgenos, incluindo a estrutura
terciaria, composicao, sequéncia e distribuicdo dos aminoacidos [11].

O desenvolvimento destes processos oxidativos pode ser inibido ou retardado
através de diversas estratégias tais como embalagens utilizando vacuo ou atmosfera
modificada e o uso de substéncias antioxidantes [3].Neste contexto, a adicdo de um
conservante natural com elevado teor de compostos com propriedades antioxidantes
associado a outras medidas preventivas da oxidacdo (atmosfera, temperatura e luz)
representa uma estratégia de elevado interesse para a industria alimentar.

Os antioxidantes segundo a FDA (Food and Drug Administration) s&o
substancias utilizadas para preservar e prolongar a vida-util de alimentos que possuem
lipidos oxidaveis, acidos gordos insaturados, retardando as reacdes de oxidagéo [12].
Estes podem agir por sequestro de radicais livres, inativacdo de iBes metdlicos,
remocdo de espécies reativas ao oxigénio (ERO) e destruicdo de perdxidos
prevenindo a formacdo de radicais. Os antioxidantes podem ser de origem natural,
extraidos de frutos e legumes como os tocoferdis, a vitamina C, os carotendides e 0s
compostos fendlicos, ou de origem sintética como o butilato de hidroxitolueno (BHT),
butilato de hidroxianisol (BHA) e tercbutil-hidroquinona (TBHQ) [13].

De acordo com o mecanismo de acdo, os antioxidantes podem ser divididos
em duas categorias, 0s enzimaticos (superoxido dismutase, catalase e a glutationa
peroxidase), que sdo capazes de interromper a iniciagdo da oxidagdo, ou seja, sao
enzimas que removem as ERO. Os antioxidantes ndo enzimaticos (albumina, &cido
ascorbico, a-tocoferol) sdo moléculas que interagem com as ERO ou com o0s
compostos que intervém na sua formacdo, sendo consumidas durante a reagdo
(Figura 1) [14].
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Figura 1. Classificagao dos antioxidantes.

Os antioxidantes de baixo peso molecular destacam-se o acido ascérbico e os
compostos fendlicos, particularmente os flavonoides. Entre os antioxidantes de
elevado peso molecular as proteinas constituem o principal componente. O BHA, BHT
e TBHQ (Figura 2) sdo os principais exemplos de antioxidantes sintéticos sem
atividade enzimética. De entre os antioxidantes naturais destacam-se os tocoferoéis e

os compostos fendlicos tais como os flavonoides e antocianinas [14].

OH OH OH
_~%._—CI(CH,), (CH,),C ~ #;.th[“-”_, P C(CH,)
N 7 N

OCH (l-H OH
BHA BHT TBHQ

Figura 2. Estrutura molecular dos antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes ndo enziméticos exercem a sua atividade pela doacdo de
eletrbes e/ou atomos de hidrogénio as espécies reativas (R, RO e ROO),
convertendo-as em produtos termodinamicamente mais estaveis (ROOH, ROH e RH).
Assim, formam-se espécies inativas terminando a propagacdo da reacdo em cadeia.
Resumidamente, os principais mecanismos de acdo anti-radicalar dos compostos

antioxidantes encontram-se descritos a seguir:

R+ AH >  RH+A
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ROO'+AH - ROOH + A’

em que R’ e ROO’ representam os radicais aquil e peroxilo, respetivamente. AH,
corresponde a espécie antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo; A’, radical
resultante da oxidacdo AH.

Os compostos antioxidantes (AH) atuam como sequestradores de radicais e
por vezes como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na
propagacao do processo oxidativo. Os produtos intermediarios (A"), formados pela
acao destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis devido a ressonancia do anel
aromatico que usualmente estas substancias apresentam [15].

A aplicacdo de um antioxidante em alimentos deve ter em consideragdo que
este deve ser eficaz em baixa concentra¢do (0,01% ou menos) e deve atender aos
seguintes requisitos: compatibilidade com o subtrato, ndo conferir odor ou sabor
estranho ao produto, manter eficacia durante o periodo de processamento do produto,
estabilidade durante o processo de aquecimento e facilmente incorporado no alimento.
Além desses fatores devem-se considerar também a legislagéo vigente e os custos
envolvidos [16].

Atualmente, a utilizagédo de antioxidantes em produtos alimentares é controlada
pela legislacdo do proprio pais ou através de padrfes internacionais. Deste modo,
apenas alguns compostos reconhecidos como seguros pelas organizagbes
internacionais como a Food and Agriculture Organization (FAO), Joint Expert
Committee on Food Additives (JECFA) e a World Health Organization (WHQO) séo
permitidos para o uso alimentar [17]. No entanto, atualmente sabe-se que o0s
antioxidantes sintéticos apresentam um possivel potencial toxico o que levou a
restricdo da sua utilizacdo em diversos paises e para a crescente oposi¢cdo dos
consumidores a utilizacdo destas substancias [18]. Na Comunidade Europeia [17] o
uso de antioxidantes sintéticos em alimentos é limitado, estando proibida a adi¢cdo de
tercbutil-hidroquinona (TBHQ), além de que a FAO e a WHO estdo constantemente a
alterar a ingestao diaria aceitavel destas substancias [17]. H& estudos realizados em
animais de laboratério (ratos) que evidenciaram que a exposigdo prolongada e
excessiva a antioxidantes sintéticos usados pela indastria alimentar leva ao
desenvolvimento de tumores (estdmago, pancreas e glandulas) e alteracdo das
fungbes hepaticas [1, 19-20].

Sabe-se que os antioxidantes de origem natural possuem a capacidade de
melhorar a qualidade e a estabilidade dos alimentos, de protegerem o organismo
contra 0s processos oxidativos devido ao elevado teor em compostos fendlicos, e sdo

a alternativa economicamente mais viavel face a sua abundancia e acessibilidade [21].
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O uso de antioxidantes naturais em alguns tipos de carne tem sido objeto de estudo
em diversas matérias-primas, tais como a carne de frango crua e cozida [21], salsicha
de carne de cabra [22], carne de porco [23] e hamburguer de carne de vaca [24].

Existem estudos onde a utilizacdo de residuos agroindustriais séo utilizados na
prevencdo da oxidacgao lipidica e consequente conservacao a longo prazo [25]. Alguns
dos residuos sdo aproveitados como racdo animal ou utilizados como fertilizantes
naturais. Porém, o facto de muitos deles serem ricos em compostos bioativos, capazes
de combater os danos oxidativos causados por radicais livres, o seu desperdicio
corresponde a perda de uma fonte natural de compostos bioativos [26]. De facto, a
investigacdo sobre a utilizacdo dos residuos agroindustriais como corantes e/ou
antioxidantes tem sido intensificada em diversos setores tais como o farmacéutico,
cosmético e nutricional devido ao elevado teor de compostos bioativos. Num desses
estudos o extrato de jujuba e o extrato de roma foram utilizados em filmes comestiveis
para cobrir amendoins torrados verificando-se eficacia na prevencdo da oxidagdo
lipidica [27]. Outro estudo comprovou que a adicdo de extrato de semente de manga
em leite pasteurizado promoveu o0 aumento da vida de prateleira desse produto devido
ao elevado teor de compostos fendlicos, permitiu a reducdo da contagem total de
bactérias, e inibiu 0 crescimento dos microrganismos do grupo coliforme, além de ter
sido comprovado que a sua utilizacdo como aditivo de alimentos € seguro para a
saude humana [28].

As avaliagbes experimentais relativamente ao uso do urucum (Bixa orellana L)
tém demonstrado que os carotendides presentes na sua composi¢cdo tém capacidade
de atuarem como antioxidantes, indicando uma alternativa para substituicdo dos
antioxidantes sintéticos nas aplicacdbes em derivados carneos [29]. Contudo, a
legislacdo brasileira limita a sua utilizacdo quando aplicado como corante, proibindo
ainda o seu uso em carnes frescas ou congeladas.

A atividade antioxidante do alecrim (Rosmarinus officinalis), da péaprica
(Capsicum annum), do cominho (Cuminum cyminum), dos orégéos (Origanum vulgare)
e do acafrdo (Crocus sativus), foi comparado em meio aquoso com antioxidantes
sintéticos (BHT e BHA) assim como as suas atividades, e verificou-se que a acéo
antioxidante dos condimentos naturais sobrepdem-se as substancias sintéticas [25].
Isso sugere uma vantagem na substituicado dos compostos sintéticos em alimentos por
condimentos naturais, uma vez que, além de oferecerem gosto e cor, também
proporcionam estabilidade oxidativa.

O uso individual de substancias naturais como a norbixina, o caroteno, o

licopeno e a zeaxantina, utilizadas como substituintes do antioxidante sintético
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(eritorbato de sodio) em salsichas formuladas com mistura de carnes bovina, suina e
de frango demonstrou uma reducdo de aproximadamente 20% nos niveis de
malonaldeido [29]. A utilizag&o de extrato de semente de uva (0,01 — 0,02%), alecrim e
orégdos pode exercer protecdo embora limitada contra a oxidacdo lipidica em
produtos carneos com maior indice de gordura. Estes extratos, como antioxidantes
naturais, quando combinados com o uso da embalagem a vacuo e armazenamento
congelado, podem ser considerados um método eficiente para retardara oxidag&o
lipidica e estabilizar a cor da carne de vaca [30].

O mirtilo (Vaccinium corymbosum L.) € um pequeno fruto originario da América
do Norte que se encontra disponivel de Maio a Outubro e que tem ganho um elevado
grau de importancia gracas as suas propriedades nutricionais e medicinais [31]. A
maior parte dos compostos bioativos permanece no bagaco de mirtilo sendo por este
motivo uma fonte natural de corantes e de compostos com propriedades antioxidantes
[31].Existem estudos onde a tirosina foi utilizada como modelo da oxidagdo de
proteinas e o &cido linoleico como modelo da oxidacdo de lipidos, e verificou-se que
0s extratos de mirtilo apresentaram capacidade de inibir a oxidagéo destas moléculas
guando em presenca de ERO [32].

O interesse da investigacdo do mirtilo e das suas propriedades antioxidantes
esta documentado por cerca de 1000 artigos publicados com as palavras-chave
“blueberry and antioxidant”, sendo que aproximadamente 40% destes artigos foram
publicados nos ultimos 2 anos (informacédo recolhida no isi web of knowledge).A
caracterizacdo da capacidade antioxidante deste fruto tem sido documentada em
diversos artigos [33], no entanto, ndo existem atualmente dados sobre o potencial
antioxidante do extrato de bagaco de mirtilo e a sua utilidade como conservante
alimentar. Recentemente, foi publicado um trabalho sobre as potencialidades
antimicrobianas do extrato aquoso de Vaccinium corymbosum em produtos
alimentares [34], no entanto, a informacdo disponivel na literatura sobre as

propriedades antioxidantes das espécies cultivadas em Portugal é escassa.
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Mirtilo

Taxonomia e descri¢céo botanica

O mirtilo é uma frutifera que pertence a familia Ericaceae, subfamilia
Vaccinoideae, na qual se encontra o género Vaccinium. E uma planta caducifélia, de
porte arbustivo ou rasteiro. As inflorescéncias consistem em racemos localizados no
terco final do ramo. As flores apresentam a corola com pétalas brancas ou rosa, de
forma tubular ou em forma de sino. Cerca de 8 a 10 estames estéo inseridos na base
da corola, contornando o pistilo [35]. As folhas sdo simples, de forma oval a
lanceolada, e caducas, adquirindo uma tonalidade roxa no Outono. O sistema radicular

€ superficial, sendo as raizes muito finas, ndo dispondo de pélos radiculares [36].

Figura 3. Mirtilo (Vaccinium sp).

O mirtilo comercializado Highbush (arbusto alto), € uma planta com mais de 2
metros de altura e precisa de 650 a 850 horas de frio hibernal. Dentro do grupo
Highbush a variedade Brigitta Blue precisa de 800 horas de frio hibernal [37], e
carateriza-se por ser um arbusto de bom vigor, aprumado, de frutos grandes e de
coloracdo azul, de sabor doce, e de maturacéo tardia [38]. A Figura 3 representa a
imagem do fruto enquanto na Tabela 1 encontram-se descritas as principais
caracteristicas do fruto (Vaccinium corymbosum) utilizado no presente trabalho.
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Tabela 1. Descri¢éo das caracteristicas do mirtilo (Vaccinium corymbosum) [39].

Nome Mirtilo (Vaccinium corymbosum)
Tamanho 7 — 12mm de didametro
Carateristicas distintivas Cor e estrela de cinco pontas na parte

superior do fruto.

Cor Azul, quando alcanga o amadurecimento
total, ou vermelho segundo a variedade.
Coberto por uma cera, denominada
pruina.

Sabor Possui uma pele firme e a sua polpa é

sucosa e aromatica, de sabor agridoce.

Producéo do fruto

A cultura do mirtilo em Portugal é potenciada pelas condi¢des climéticas que
lhe oferece, contudo atualmente a cultura dos hibridos é a que permite uma melhor
adaptacdo aos diferentes niveis geograficos [40]. Em Portugal, na zona do médio
Vouga, no vale do Rio Vouga, é o local onde se encontra as condicbes geo-
climatéricas ideais para a producdo deste fruto, mais especificamente nos concelhos
de Oliveira de Frades, Sever do Vouga, Agueda e Albergaria-a-Velha. As primeiras
plantacdes de mirtilo surgiram na década de 90, no concelho de Sever do Vouga,
representando atualmente a cultura do mirtilo um acrescento a economia familiar
daquela regiao.

As variedades que apresentam maior interesse para as condic¢des climéticas de
Portugal séo os “Northern Highbush”, “Southern Highbush” e eventualmente algumas
culturas do grupo “Rabbiteye”. Na zona Centro/Norte as plantacdes que apresentam
melhor desempenho pertencem principalmente ao grupo “Northern Highbush”,
enquanto que a Sul do Tejo, tém-se revelado interessantes os hibridos dos grupos
“Southern Highbush” e “Rabbiteye”, por necessitarem de menos horas de frio [41].

A producdo nacional é estimada em cerca de 400 toneladas/ano. Cerca de
95% da producao, tanto em fresco como congelada, destina-se ao mercado externo,
guase exclusivamente a Unido Europeia (Franca, Holanda e Bélgica), e apenas 5% ao
mercado interno (Observatério dos Mercados Agricolas e das Importacdes

Agroalimentares).
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Caraterizacao quimica

Os compostos fendlicos comportam-se como sequestradores de espécies
radicalares e possuem propriedades interessantes para a area alimentar, medicinal e
nutracéutica. A atividade antioxidante dos mirtilos € influenciada pelo teor em
compostos fendlicos, em particular o teor de antocianinas totais presente em elevadas
concentracdes na pelicula do fruto. A natureza e concentracdo destes compostos
bioativos esta dependente do gendtipo, das condigbes ambientais, da maturagéo, das
condicdes de pré e poés-colheita (armazenamento), do processamento do fruto e dos
procedimentos de extragéo [42].

Nos mirtilos highbush da variedade Brigitta Blue a atividade antioxidante
aumenta de forma constante para 68% de maturidade (passagem da cor vermelha na
pelicula do fruto para a azul), e o contetido de antocianinas vai aumentando consoante
o amadurecimento do fruto, sendo que em estadios intermédios observam-se valores
muito baixos [43]. H& estudos que indicam que a atividade antioxidante dos extratos
da pelicula do mirtilo highbush é significativamente maior comparativamente ao fruto
inteiro devido a maior quantidade de compostos fendlicos presentes na pelicula, sendo
a sua formacdo um processo que estad dependente da intensidade e da duracdo de
luminosidade [44]. Na pelicula sdo encontradas quantidades elevadas de antocianinas,
acido cafeico e moderadas de acido ferulico, enquanto que no fruto inteiro em estadios
iniciais de maturagéo, o acido clorogénico é responsavel pelo alto teor em compostos
fendlicos [43].

As antocianinas sdo pigmentos naturais que pertencem a classe dos
flavondéides que sdao metabolitos secundarios dos frutos ou legumes e que na natureza
apresentam-se na forma glicosilada [44]. A cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina,
pelargonidina e a malvidina sdo as seis antocianinas mais comuns que diferem entre si
por terem varias substituicdes de grupos hidroxilo e metoxilo no anel B (Figura 4) [45].
A delfinidina é a principal antocianina encontrada em todos os estadios de maturagao,

e em quantidades menores a malvidina, cianidina e petunidina [46].
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Pelargonidina Cianidina

Delfinidina Peonidina

Petunidina Malvidina

Figura 4. Principais antocianinas encontradas na natureza.

Os mirtilos tém o perfil de antocianidinas mais complexo de entre as bagas
mais comuns (amoras e framboesas), contendo mais de vinte e cinco antocianidinas
diferentes resultantes da glicosilagdo das cinco antocianinas (delfinidina, cianidina,
petunidina, peonidina, e malvidina) com diferentes tipos de acucares (glicose,
galactose e arabinose) [47].

Os compostos fendlicos e em particular as antocianinas presentes na pelicula
dos mirtilos possuem propriedades antioxidantes e quimioprotetores que sao benéficas
para a salde humana [48]. Este fruto carateriza-se pelo baixo teor em gordura, pela
baixa densidade energética [31], e possui uma enorme variedade de vitaminas (A, B,
C, K, acido félico) e elevado teor de minerais tais como o potassio, magnésio, calcio e
sédio [49]. A ingestado regular deste tipo de alimentos ricos em compostos fendlicos
tem sido relacionada com a inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas,
prevenindo a incidéncia de cancro, o aparecimento de doencas coronarias, a

diminuicao da presséo arterial sistélica e diastodlica [50] e os efeitos do envelhecimento
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[31]. As antocianinas tém um grande impacto no controle glicémico pos-prandial por
inibicdo enzimatica da a-glucosidase impedindo a degradacdo do amido, atribuindo
assim ao fruto um potencial bariatrico [51]. Para além disso, possuem atividade anti-
inflamatodria, antialérgica, antimicrobiana, anti-tromboética, anti-arterogénica e inibi¢cao

da agregacao plaquetéria [52].

IndUstria alimentar e farmacéutica

Os mirtilos sendo um fruto sazonal e de elevada perecibilidade é usualmente
processado de diferentes formas como sumos, purés, geleias ou produtos enlatados
para posterior consumo. Durante o processamento do fruto os compostos fendlicos
constituintes, em especial as antocianinas, sofrem degradacdo. A secagem pode
diminuir a qualidade nutricional das frutas, assim como influencia o seu perfil fendlico e
a sua capacidade antioxidante [53-54]. A perda de compostos fendlico sem frutas pode
ser maior aquando do seu armazenamento a temperatura ambiente do que no proprio
processamento, isto porque a longo prazo as reagbes de polimerizagdo das
antocianinas com as procianidinas (pigmentos poliméricos) ocorrem com mais
frequéncia [55]. Nas operacgdes unitarias que envolvem posteriormente o embalamento
como conservacao (fruta enlatada com calda ou fruta em puré) a médio ou longo prazo
h& uma maior retencéo das antocianinas [56-57].

A industria alimentar direcionada ao setor carnes tem procurado solugdes que
minimizem a oxidacdo e aumente o tempo de prateleira. Nesse sentido nos ultimos
anos intensificou-se a procura de conservantes naturais especialmente de origem
vegetal, pois € no residuo do processamento de frutas (bagago) e legumes que se
encontra a maior parte dos compostos antioxidantes [58]. Por outro lado, os residuos
agroindustriais representam uma fonte de compostos bioativos de grande diversidade
e possibilitam a valorizacdo de um produto considerado sem valor comercial. Para
além do valor alimentar, os mirtilos tém demonstrado eficacia na reducao dos fatores
de risco cardiovascular em pessoas com sindrome metabdlico [50], no efeito profilatico
de infecdes do trato urinario [59] e em suplementos alimentares para problemas de

memoria [60].
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Extratos de residuos agroindustriais

Diversas estratégias de extracdo e tipos de solvente tém sido estudados para a
obtencdo dos compostos bioativos a partir de residuos alimentares. O problema
coloca-se nos extratos que usam solventes organicos (acetona, etanol, metanol) que
ndo sdo compativeis com a adigdo posterior a produtos alimentares [61]. Por este
motivo, o extrato a adicionar deve consistir preferencialmente numa solugcdo aquosa
contendo 0s compostos bioativos do residuo. A utilizacdo de emulsionantes pode ter
particular interesse para a dissolu¢do dos compostos lipofilicos em meio aquoso.

Neste contexto, a lecitina que consiste numa mistura deglicolipidos, triglicéridos
e fosfolipidos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol) tem sido
largamente usada pela indUstria alimentar como um emulsionante de origem natural.
Este emulsionante esti presente numa grande variedade de alimentos tais como nha
gema do ovo, chocolate e soja [62]. O termo lecitina €, usualmente, utilizado como
sinénimo de fosfatidilcolina (Figura 5) que corresponde a um fosfolipido que constitui o
principal componente da fragdo fosfatada que se obtém da gema de ovo. A
solubilidade da lecitina em solventes organicos varia principalmente de acordo com o

grupo polar e com a composi¢ao do acido gordo na molécula.

Figura 5. Estrutura molecular da L-a-lecitina.

Os emulsionantes mais utilizados na industria alimentar sdo os surfactantes,
fosfolipidos, proteinas e polissacarideos. Cada um destes tem diferentes carateristicas
elétricas que podem influenciar a formagcdo e as propriedades das interfaces de
multicamadas. Em regra os agentes tensioativos nao ionicos devem formar goticulas
nao carregadas, contudo tém uma carga elétrica negativa a pH elevado e positiva a pH

baixo [63]. O emulsionante mais adequado para um determinado produto alimentar
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depende da matriz e da concentracdo de todos os ingredientes constituintes do
alimento, e das condigbes a que é submetido durante o processo produtivo [64].

A lecitina é utilizada comercialmente como agente emulsionante, assim como
em suplementos dietéticos (lecitina de soja) que foram lancados no mercado nos
ultimos anos devido a fungéo de suporte da lecitina evitando desperdicios na absor¢éo
nos nutrientes [62]. Devido ao seu caracter anfipatico, os emulsionantes tém sido
usados como camadas de barreira de protecdo para evitar trocas de humidade entre o
alimento e o meio que o rodeia ou entre os diferentes componentes que constituem o
alimento [62]. Desta forma, 0 uso de solu¢cdo aquosa de lecitina para redissolucédo do
extrato seco obtido com solvente orgénico pode consistir uma estratégia para a

incorporacdo de compostos com caracteristicas lipofilicas num meio aquoso.
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Objetivo e ambito

Uma tecnologia emergente para prolongar a vida de prateleira dos alimentos é
a utilizacao de antioxidantes extraidos diretamente de fontes naturais, em particular de
residuos agroindustriais [13]. Tendo como base as limitacdes dos compostos
sintéticos, a industria alimentar pretende criar novos produtos de origem natural que
possam substituir as substancias quimicas ou sintéticas que previnam a oxidacao
lipidica e proteica. Nesta corrente de ideias, o desenvolvimento de um antioxidante
natural extraido do bagaco do mirtilo, um fruto com propriedades antioxidantes,
associado aos inumeros beneficios que o seu consumo oferece ao nosso organismo
guando ingeridos, € de grande interesse como conservante alimentar em particular de
produtos carneos.

Neste contexto, o principal objetivo do presente trabalho foi avaliar as
potencialidades do extrato de bagaco de mirtilo como conservante alimentar, em
particular na prevencdo da oxidacdo proteica. Pretende-se estudar as condi¢cbes de
extracao (tipo de solvente, pH, tempo de extrag&do) de forma a selecionar as condi¢des
gue possibilitem maior rendimento de extragdo de compostos fendlicos. Pretende-se
gue o extrato de bagaco de mirtilo a adicionar ao produto alimentar seja um extrato
aguoso isento de solvente orgéanico e avaliar o uso da lecitina como emulsionante para
a redissolugéo do residuo seco do extrato de bagaco de mirtilo.

Tendo em consideracdo estes objetivos, pretende-se determinar o teor de
compostos fendlicos totais, a capacidade antioxidante e a capacidade sequestrante de
radicais peroxilo do extrato aquoso de bagaco de mirtlo com e sem adicdo de
emulsionante recorrendo a ensaios realizados em formato de microplaca. As
propriedades antioxidantes do extrato de bagago de mirtilo serdo também
determinadas na presenca de um substrato proteico (peptona) com o objetivo de
determinar qual o tipo de protecdo conferida pela amostra ao modelo proteico. Os
resultados obtidos no presente estudo serdo posteriormente comparados com oS

valores descritos na literatura.
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Materiais e métodos

Reagentes, solugcdes e equipamentos

Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico (p.a.). Para a preparacao
do solvente extrator e das restantes solucdes foi utilizada agua ultrapura
(resistividade> 18 MQ cm) obtida através de um sistema MilliQ (Millipore, Bedford,
EUA). O solvente extrator utilizado foi a solucdo hidroalcoolica de etanol com agua
acidificada a pH 2,0 (50/50, v/v) com &cido cloridrico adquirido na Sigma-Aldrich
(St.Louis, MO, EUA).

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais, o reagente de Folin-
Ciocalteu (Sigma-Aldrich) foi diluido 3:10 (v/v) em &agua e uma solugdo de
Na,CO310H,0 24,3% (m/v) foi também preparada. O acido géalhico (Fluka) foi usado
como composto calibrador e a solucdo padrdo de &cido galhico (200mg/L) foi
preparada pela dissolucao do respetivo sélido em agua ultrapura.

O é&cido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) utilizado para
analisar a capacidade antioxidante do extrato de bagaco de mirtilo foi adquirido a
Fluka e o persulfato de potassio a Sigma-Aldrich. A solucdo de radical ABTS foi
preparada através da mistura de iguais volumes de solucdo de ABTSstock (7 mM em
agua) e de solucdo de persulfato de potassio (2,45 mM em &agua). Esta mistura foi
posteriormente deixada ao abrigo da luz durante 12-16h para a geracdo do radical
ABTS™e para o consumo total do persulfato de potassio. No dia da andlise,
concentracdes diferentes de ABTS"foram preparadas em tampé&o acetato (pH 4,6) e
uma relacéo linear foi estabelecida entre a absorvancia e a concentracéo do radical,
de forma a obter uma concentragdo de radical na microplaca que origine valores de
absorvancia de 0,800 = 0,020 a 734 nm. O Trolox (&cido-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico), usado como composto calibrador, foi adquirido a
Fluka. A solucéo padréo de Trolox (1,0 mM) foi preparada pela dissolu¢do do respetivo
sélido em etanol/agua(10/90, v/v). As restantes solu¢cdes padrdo foram preparadas
pela diluicdo da solucao stock em agua.

O 2,2’-azobis-(2-metilpropionamidina)dicloridrato(AAPH) utilizado para a geracdo
de radicais peroxilo no ensaio de ORAC foi adquirido & Fluka enquanto que a
fluoresceina foi adquirida a Sigma-Aldrich. A solucdo padrdo de AAPH (40 mM) foi
preparada pela dissolucao do respetivo sélido em tampao fosfato (75 mM, pH 7,4)
antes de adicionar a placa. A solucdo stock de fluoresceina (0,5 mM) foi preparada

pela dissolucdo do respetivo sélido em tampao fosfato (75 mM, pH 7,4) e guardada a —
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4 °C durante 1 semana. A solugdo padréo de fluoresceina (117 nM) a adicionar a
microplaca foi preparada pela diluicdo da solucdo stock em tampéao fosfato (75 mM, pH
7,4).

Para a obtencdo da solucdo stock de peptona (Fluka, PO431) de concentracdo
1000 mg/L pesaram-se 10 mg de peptona que se dissolveram em 10 mL de agua
ultra-pura.

A lecitina (L-a-fosfatidilcolina de gema de ovo, Tipo XVI-E) usada como
emulsionante alimentar foi adquirida a Sigma-Aldrich. A solugdo de lecitina a 0,3%
relativamente ao residuo seco de extrato de mirtilo foi preparada pela dissolucdo do
respetivo solido em agua.

A pesagem dos reagentes e da amostra foi realizada em balanga analitica
(Mettler Toledo, modelo AG285). Apos a adicdo do solvente extrator (etanol/agua pH
2,0, 50/50, v/v), as amostras foram colocadas em agitador orbital (GFL 3005). A
determinagéo do teor de compostos fendlicos através do método de Folin-Ciocalteu,
da capacidade antioxidante recorrendo ao ensaio ABTS e da capacidade sequestrante
de espécies reactivas derivados do oxigénio (radicais peroxilo), foram realizadas em
leitor de microplacas de 96 pocos (Synergy HT, BioTek — Instruments) usando como
sistema de detecdo a espetrofotometria (Folin-Ciocalteu e ABTS) e a fluorimetria
(ORACQC).

Tratamento da amostra de mirtilo

No presente estudo o modelo de amostra utilizado nos ensaios laboratoriais
pertence a familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae, na qual se encontra o género
Vaccinium. O mirtilo utilizado pertence ao grupo comercializado Highbush da
variedade Brigitta, e foi colhido em Mong¢édo (alto Minho, Portugal) na segunda
quinzena do més Julho de 2013, numa plantagdo com trés anos e meio de idade e
com uma producdo anual de meia tonelada. Para a obtencdo do bagaco de mirtilo foi
necessario que o fruto sofresse quatro operacdes unitarias sendo elas a liquificacao,
secagem, trituracdo e tamisacao (Figura 6). O fruto recolhido foi armazenado a —18°C.
Assim que retirado da camara frigorifica foi liquidificado onde houve a sepragdo da
polpa e peliculas do sumo. O residuo (polpa + peliculas) foi seco em estufa a 55°C
durante duas horas onde se obteve um residuo seco que foi posteriormente triturado

e por ultimo tamisado dando origem a um material sélido com tamanho de gréo entre
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0,7 e 1,4 mm. Este residuo seco, triturado e tamisado foi posteriormente armazenado
a —18°C para posterior extragdo dos compostos bioativos.

Assim, ap6s a obtencado do residuo seco de bagaco de mirtilo procedeu-se ao
processo de extracdo. Para tal, foram adicionados 20 mL de etanol/agua pH 2,0
(50/50, v/v) a 500 mg de residuo seco de bagaco de mirtilo e procedeu-se a extracdo
durante 90 min num agitador orbital a 300 rpm.

Apés otimizagdo das condi¢cdes de extracao, foi realizada a extragdo de uma
quantidade superior de bagaco de mirtilo de forma a obter uma quantidade significativa
de extrato que permitisse a posterior evaporacdo do solvente extrator e obtencao
deresiduo seco para reconstituicdo em meio aquoso. Assim, 12,5 g de bagaco de
mirtilo foram extraidos com 500mL de etanol/agua pH 2,0 (50/50, v/v) em agitacdo a
300 rpm durante 90 min. De seguida, foi realizado a filtragdo por vacuo recorrendo ao
filtro Millipore HVPH de 45 mm e o filtrado foi concentrado em rotavapor a 50°C.
Posteriormente, procedeu-se a pesagemdo residuo seco, pela diferenca de peso do
baldo de evaporacdo. Estes procedimentos foram realizados em duplicado. O residuo
seco foi de seguida reconstituido em agua ou em solucdo de lecitina a 0,3% de
residuo seco com o objetivo de avaliar a influéncia do emulsionante na redissolugéo
de compostos bioactivos presentes no residuo da extracdo. A quantidade de lecitina
utilizada foi de acordo com as diretrizes de emulsionantes alimentares [65]. O extrato
reconstituido foi separado em aliquotas de 1 mL que foram armazenadas a —18°C para
permitir as diversas andlises sem ser necessario recorrer ao descongelamento de toda
a amostra.

O teor de compostos fendlicos totais (método de Folin-Ciocalteu), capacidade
antioxidante (método ABTS) e a capacidade de sequestrar radicais peroxilo (método
ORAC) foram determinados para a solucdo aquosa de residuo de mirtilo na auséncia e
na presenca de lecitina. Os resultados foram expressos em funcdo da massa de

residuo seco obtido e também em fun¢do da massa (kg) de bagaco de mirtilo.

Determinacéo do teor de compostos fenolicos totais

A determinagdo do teor de compostos fendlicos totais foi realizada recorrendo
ao método de Folin-Ciocalteu em formato de microplaca [66]. O protocolo analitico
consistiu na adicdo de 150 pL padrao de acido galhico (1,0 — 15,0 mg/L) ou 150 uL de
extrato hidroalcoolico de bagaco de mirtilo previamente diluido 1:200 ou 150 uL de

extrato aquoso reconstituido com ou sem lecitina (1:200, 1:400, 1:500, 1:600 e 1:800)
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e 50 pL de reagente Folin-Ciocalteu (3:10, v/v). De seguida, foi adicionado 100 pL de
solugdo de carbonato (24,3% (w/v)). A reducéo do reagente de Folin-Ciocalteu a pH
alcalino pelas espécies fendlicas foi monitorizada a 760 nm em intervalos de 10 min
durante 120 min. A capacidade da lecitina de reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu foi
analisada pela adicdo de 150 pL de solucdo de lecitina a 0,3% com o menor fator de
diluicdo (1:200) em substituicdo da amostra ou padrdo. A absorvancia intrinseca da
amostra foi analisada pela adicdo de 50 yL de HCI (0,6 mol/L) em substituicdo do
reagente Folin-Ciocalteu, enquanto que o branco do reagente foi realizado pela adicédo
de 150 pL de agua em substituicdo de amostra. O teor de compostos fendlicos totais
(CFT), expresso em mg &cido gélhico /g de residuo seco de extrato de bagacgo de
mirtilo, foi calculado pela interpolagéo do valor de absorvancia obtido apos 120 min na

curva de calibracdo do acido gélhico (Figura 6) de acordo com a seguinte equagao:

CFT = ((Abs760nm—0,061)/0,0449) x (fator diluicdo) x (volume (L) / massa (g))

em que o volume de solvente para redissolucéo do residuo foi de 50 mL e a massa de

residuo foi calculada pela diferenca de peso do baldo de evaporacéo.
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Figura 6. Curva de calibragéo de &cido galhico, utilizada para quantificar os compostos fendlicos totais da
amostra pelo método de Folin-Ciocalteu.

O estudo das condi¢cBes de extracdo (tempo de extracao, tipo de solvente e pH)
foi realizado pela quantificacdo dos compostos fendlicos totais extraidos nas diferentes

condicOes testadas. Para a monitorizacdo do processo de extracdo ao longo do tempo
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foram recolhidas aliquotas de 100 uL em intervalos de tempo predefinidos. Varias
solugBes hidroalcoolicas com diferentes percentagens de etanol e de valor de pH
foram testados como solvente extrator tais como: etanol/agua pH 2,0 (80/20, v/v),
(50/50, viv), (20/80, viv); etanol/adgua pH 5,3 (80/20, v/v), (50/50, viv), (20/80, Viv);
etanol/dgua pH 9,0 (80/20, v/v), (50/50, v/v), (20/80, v/v).
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Figura 7. Curva de calibragdo da peptona para o ensaio de Folin-Ciocalteu.

A capacidade de reducéo do reagente de Folin-Ciocalteu pelo modelo proteico
(peptona) foi avaliada recorrendo ao protocolo experimental descrito anteriormente.
Desta forma, procedeu-se a adi¢cdo de 150 pL de solucdes padrédo de peptona (0,1,
0,25, 0,50, 0,75, 1,0 mg/mL). Devido a presenca de grupos fenolicos dos aminoécidos
constituintes da proteina verificou-se a existéncia de uma resposta linear (Figura 7)
entre a absorvancia (760 nm) e a concentracdo de proteina presente no meio
reacional (y= 19,2 [peptona, mg/mL] + 0,794; R2=0,9995). Para a mistura de peptona
com extrato de bagago de mirtilo reconstituido com e sem lecitina, adicionou-se a
microplaca 75 pL de peptona (0,1 mg/mL) e 75 pyL de amostra previamente diluida
(2:100, 1:200, 1:300 e 1:400).
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Determinacéo da capacidade antioxidante (ABTS)

A determinacdo da capacidade antioxidante do extrato de bagaco de mirtilo
reconstituido com e sem lecitina foi determinada pelo ensaio do radical ABTS"em
formato de microplaca. Este método baseia-se nha capacidade dos compostos
presentes na amostra reduzirem o radical ABTS"que absorve a 734 nm. Com a
reducdo do radical verifica-se uma diminuicdo da absorvancia e a capacidade
antioxidante da amostra é diretamente proporcional a variagcdo de absorvancia
guantificada ao fim de um periodo de tempo definido. No presente trabalho, a
guantidade de radical ABTS™ reduzido foi determinado ao fim de 300 min, porque
corresponde ao tempo reacional em que ndo se verifica aumento da variacdo de
absorvancia [67].

O protocolo laboratorial foi similar ao descrito na literatura [67]. Desta forma,
adicionou-se a microplaca 150 pL de solugéo padrdo de Trolox (5,0 — 50 uM) ou 150
uL do extrato de bagaco de mirtilo dissolvido em agua ou em solucdo de lecitina 0,3%
previamente diluidas (1:400, 1:500, 1:600 e 1:800). Posteriormente, 150 uL de solucao
ABTS"em tampé&o (pH 4,6) foram adicionados e a cinética de reacdo entre o radical
ABTS e os compostos com propriedades antioxidantes foi monitorizada a 734 nm em
intervalos de 30 min durante 300 min. A estabilidade do radical ABTS™ durante o
periodo da reagéo foi avaliada pela adicdo de 150 pL de &gua a 150 pL de radical,
enquanto que a absorg¢édo intrinseca da amostra foi determinada pela mistura 150uL de
amostra com 150 pL de tamp&o acetato pH 4,6. A capacidade da solug&o de lecitina
0,3% em reduzir o radical foi determinada pela adi¢cdo de 150 pL de solug&o de lecitina

a 150 pL de solugéo do radical.

Céalculo da capacidade antioxidante total

A variagdo da absorvancia a 734 nm, que traduz a quantidade de espécies
radicalares reduzidas pelos compostos antioxidantes, foi calculada pela diferenca
entre a absorvancia do radical ABTS™na auséncia e na presenca de amostra.
Posteriormente, a variacdo de absorvancia determinada aos 300 min de tempo
reacional foi interpolada numa curva de calibragéo de Trolox realizada no mesmo dia
(Figura 8). A curva de calibracdo do Trolox foi determinada através de cinco padrbes

analisados em quadruplicado. Os valores da capacidade antioxidante da amostra
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foram expressos em equivalentes pmol Trolox por grama de residuo seco de extrato
de bagaco de mirtilo.

Equiv.Trolox = [(A Abs7z4mm — 0,010) / 10,35] x fator diluigdo (eq. 1)
Cumoitroloxig) = Equiv. Trolox (mM) x 1000 x V(L)/m(g) (eq. 2)

Sendo C, capacidade antioxidante expressa em pmolTrolox /g de residuo seco;
V (L), volume de solvente aquoso usado para a dissolu¢éo do residuo seco (50 mL); m
(9), massa de residuo seco do extrato de bagaco de mirtilo, calculado pela diferenca

de peso do baléo de evaporagéo.
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Figura 8. Relacdo entre a variagdo de absorvancia a 734 nm ao fim de 300 min de tempo reacional e a

concentragdo de Trolox.

Capacidade sequestrante dos radicais peroxilo (ORAC)

A capacidade sequestrante de radicais derivados do oxigénio (ORAC) baseia-
se na capacidade da amostra retardar e/ou impedir a oxidacdo da sonda fluorescente
(fluoresceina) pelos radicais peroxilo gerados in situ pela termodecomposicao do 2,2'-
azinobis-(2-metilpropionamidina) dicloridrato (AAPH) a 37 °C e a pH 7,4 [66].

O protocolo laboratorial em microplaca com dete¢éo fluorimétrica foi similar ao
descrito na literatura [66]. Desta forma, 20 pL de Trolox (10 — 100uM) ou 20 pL extrato
de bagaco de mirtilo com ou sem lecitina previamente diluido (1:250, 1:500, 1:1000,



FCUP | 36

Avaliacdo das Propriedades Antioxidantes do Bagaco de Mirtilo como
Potencial Conservante Alimentar

1:1500) foram adicionados a 120 uL de fluoresceina (117nM, concentracdo no pogo de
70 nM). De seguida, a microplaca foi aquecida durante 15 min a 37 °C no interior do
leitor. ApoOs este periodo de aquecimento das solu¢des, 60 puL da solugdo de AAPH
(40mM, concentracdo no po¢o de 12 mM) foi adicionada a microplaca. A
monitorizacéo da reagdo de oxidacéo da fluoresceina foi realizada pela intensidade de
fluorescéncia (Aexc 485 = 20nm,Aerm 528 + 20nm) determinada em cada minuto durante
um periodo de 240 min. A experiéncia de controlo foi realizada pela adi¢cdo de 20 pL
de &gua ou solucao de lecitina a 0,3% em substituicdo da amostra.

A Figura 9 descreve o perfil cinético da oxidacdo da fluoresceina mediada
pelos radicais peroxilo derivados do AAPH (experiéncia controlo) e na presenca de
concentracdes crescentes de extrato de mirtilo. A intensidade de fluorescéncia da

sonda ao longo do tempo na auséncia de radicais peroxilo estd também representada.
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Figura 9. Perfil cinético da oxidagéo da fluoresceina pelos radicais peroxilo derivados do AAPH na auséncia
(controlo) e na presenca de concentragdes crescentes de extrato de mirtilo (Mirtilo 1 — 108 mg/L; Mirtilo 2 —
54 mg/L; Mirtilo 3 — 27 mg/L).

As curvas antioxidante (fluorescéncia vs tempo) foram posteriormente
normalizadas (fluorescéncia relativa, %) e a area sob a curva (AUC) foi calculada pela
integracédo da fluorescéncia relativa em funcdo do tempo reacional. A area de protecao

da amostra (net AUC) foi calculada tendo em conta a seguinte férmula:

netAUC = ((AUC amostra — AUC controlo)/AUC controlo) x 100
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A relacédo entre o valor de protecéo (net AUC) e a concentragédo do antioxidante
padrdo (Trolox) foi determinada pela seguinte resposta linear, net AUC(%) = 4,0 x
[Trolox, (umol/ L)], R > 0,995. O valor de net AUC da amostra foi interpolado na curva
de calibragdo e o valor de ORAC foi expresso em mmol Trolox equivalentes/g de
residuo seco de extrato de bagaco de mirtilo.

O protocolo experimental para determinar o valor de ORAC da peptona e da
mistura peptona com extrato de mirtilo reconstituido com agua ou solugéo de lecitina a
0,3% foi similar ao descrito anteriormente. No caso da peptona isolada, foram
adicionados a microplaca 20 UL de peptona com as seguintes com concentracdes (1,0,
2,0, 10,0, 25,0 pg/mL). Para a mistura peptona com extrato de mirtilo foram
adicionados a microplaca 10 pL de peptona com a concentragao fixa de 10 pg/mL e 10
pL de extrato de mirtilo com os seguintes fatores de diluicdo (1:125, 1:250, 1:500 e
1:750).
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Resultados e discussao
Estudo das condicOes de extracéo

O primeiro objetivo do presente trabalho consistiu no estudo das condicdes de
extracdo a aplicar ao bagaco de mirtilo seco e tamisado de forma a obter o maior
rendimento de extracdo de compostos bioativos. Desta forma, a concentracdo de
compostos fendlicos totais (CFT) determinado pelo método de Folin-Ciocalteu foi
estudado para diferentes tipos de solvente, pH e tempo de extragéo.

Inicialmente, pretendeu-se monitorizar o processo de extragdo ao longo do
tempo usando como solventes a agua (pH 5,3), 4gua acidificada (pH 2,0), mistura
hidroalcoolica de etanol/agua (50/50, v/v) e etanol. O teor de compostos fendlicos
totais, expressos em mg de acido galhico /g de residuo seco de bagaco de mirtilo,

extraidos ao longo de 6h encontram-se descritos na Figura 10.
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Figura 10. Compostos fendlicos totais (CFT), expresso em mg acido galhico /g de residuo seco de bagacgo
de mirtilo, obtido para os diferentes tipos de solvente ao longo do tempo de extracdo. Os resultados obtidos
representam a média + desvio padrdo de dois processos de extracdo independentes analisados em

quadruplicado (n = 8).

Com base nos resultados obtidos, a mistura etanol/agua (50/50, v/v) foi o
solvente extrator que apresentou valores mais elevados de fendis totais extraidos
(25,3 £ 0,7 mg /g bagaco de mirtilo). O solvente com menor extracdo foi a 4gua a pH
5,3 correspondendo a 11,7 + 0,4 mg &cido galhico /g de bagago mirtilo. Para a agua
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acidificada a pH 2,0, verificou-se que o teor de CFT extraidos foi 15,4 + 0,4 mg &cido
galhico /g de bagaco mirtilo, ou seja cerca de 30% superior ao extraido com agua néo
acidificada. Estes resultados estdo de acordo com o0 que estd descrito na literatura
[68].

Para todos os solventes extratores verificou-se que o maximo de CFT extraidos
ocorreu apos 60 min de extracdo, desta forma, a cinética de extracdo é independente
do tipo de solvente utilizado. Verifica-se também que existe maior estabilidade dos
compostos extraidos quando estdo na presenca de meio acido, porque para 0S
restantes solventes o decaimento dos CFT ao longo do tempo de extracdo € superior.
Esta estabilidade superior em meio acido resulta da protonagdo dos grupos fendlicos
gue protege os compostos da auto-oxidagdo, que ocorre com maior facilidade em meio
alcalino [69].

Desta forma, selecionou-se para estudos posteriores a mistura etanol/agua
(50/50, v/v) como solvente extrator e o tempo de extracdo foi fixado em 90 min para
assegurar o maximo de extracdo de compostos bioativos.

Tendo em consideragéo o efeito do etanol e do pH no rendimento da extragédo
e na estabilidade dos compostos ao longo do tempo, procedeu-se ao estudo da
extracdo do bagaco de mirtilo com varias solugbes hidroalcoolicas com diferentes
percentagens de etanol e de valor de pH. Assim, foi determinado o valor de CFT
extraidos ao fim de 90 min com o0s seguintes solventes: etanol/agua pH 2,0 (80/20,
viv), (50/50, viv), (20/80, v/v); etanol/agua pH 5,3 (80/20, v/v), (50/50, v/v), (20/80, v/v);
etanol/agua pH 9,0 (80/20, v/v), (50/50, viv), (20/80, v/v). Os resultados obtidos para

as diferentes condi¢des encontram-se descritos na Figura 11.
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Figura 11. Compostos fendlicos totais (CFT), expresso em mg acido galhico /g de residuo seco de bagaco
de mirtilo, obtido para diferentes percentagens de etanol (20, 50 e 80%, v/v). Foram testados também trés
valores de pH (2,0; 5,3; 9,0). Os resultados descritos representam a média * desvio padrdo de dois

processos de extracdo independentes analisados em quadruplicado (n = 8).

Com base nos resultados obtidos, verificou-se que a mistura etanol/agua
(50/50, v/v) é a que permite maior extragdo de CFT quando comparado com as
restantes percentagens de etanol (20 e 80%). Este resultado verifica-se para todos os
valores de pH, o que indica a importancia da presenca de solvente organico para a
extracdo dos compostos bioativos [70].

Relativamente ao valor de pH, verificou-se a maior extracdo de CFT para o pH
acido (2,0). Este rendimento superior da extracdo a pH acido pode ser devido a maior
estabilidade dos compostos fendlicos em meio acido do que em meio alcalino onde o
processo de auto-oxidacao a semiquinonas e quinonas € acelerado [68]. Por outro
lado, as antocianinas, principal componente fendlico deste tipo de amostra, em meio
acido formam o catido flavilio com carga positiva que apresenta maior solubilidade em
meio aquoso. O catido flavilio € termodinamicamente estavel em solugées fortemente
acidas com pH <2. Este catido flavilio de cor vermelha, participa em solugdo aquosa
numa série de equilibrios acoplados envolvendo uma hidratacao inicial que produz a
espécie incolor hemiacetal, que tautomeriza em chalconas de cor amarelo péalido. A
desprotonagdo do catido produz a forma basica quinoidal, responséavel pela cor azul,
termodinamicamente mais instavel que o catido flavilio. Desta forma, a maior reducéo

do reagente de Folin-Ciocalteu quando a extragdo decorre em meio acido pode ser
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devido a extragdo dos compostos fendlicos em formas quimicas mais hidrossoluveis e
termodinamicamente mais estaveis.

Relativamente aos dados obtidos na Figura 11, o solvente com pH acido foi o
gue obteve valores mais elevados de compostos fendlicos extraidos (20,3 £ 0,3 mg
acido gélhico /g de bagaco mirtilo) quando comparado com os resultados obtidos com
0 solvente sem ajuste de pH e com pH basico (15,5 + 0,1 mg acido galhico /g de
bagaco mirtilo). Os resultados publicados quanto ao teor de CFT extraidos dos mirtilos
diferem muito entre trabalhos. Assim num dos estudos realizados, o teor de CFT foi
entre 2,50 e 3,10 mg acido galhico/ g de mirtilo [71], enquanto que em outro estudo
realizado em mirtilos brasileiros o teor de CFT variou entre 16,2 e 34,6 mg acido
galico/ g de mirtilo [33], que sdo similares aos resultados apresentados no presente
trabalho. Noutro estudo s&o evidenciadas as diferencas entre a variedade do cultivo,
as condicdes geo-climatéricas e o ano de colheita verificando-se valores que variaram
entre 3,59 e 5,28 mg acido galhico/ g de mirtilo na colheita realizada em 2006 e 2,79-
3,31 mg de éacido galhico/ g de mirtilo na colheita de 2007 [72]. E evidente que as
condi¢Bes geo-climatéricas, o ano de colheita e a variedade do cultivo influenciam o
nivel de compostos bioativos e da atividade antioxidante [33], assim como a
temperatura, pois se esta for mais baixa diminui a biossintese de compostos fendlicos
[72].

Avaliacdo das propriedades antioxidantes do residuo seco do

extrato de bagaco de mirtilo

Apos a selegdo das condicdes de extracdo do bagago de mirtilo, procedeu-se a
extracdo de uma maior quantidade de amostra (12,5 g) de forma a obter uma
guantidade significativa de residuo seco de extrato. Assim, o extrato etandlico de
bagaco de mirtilo foi concentrado até obtengdo de um residuo seco. Esta operacéo
unitéria foi realizada em duplicado e verificou-se que a massa de residuo seco obtida
foi de 2,70 e 3,56 g, correspondendo a um rendimento de extragcdo (m/m) de 22 e
28%, respetivamente.

Posteriormente, procedeu-se a dissolu¢do do residuo seco em agua ou em
solucéo de lecitina a 0,3% (relativamente a massa de residuo seco). O objetivo do uso
da lecitina, tal como descrito anteriormente, deve-se a necessidade de avaliar a
influéncia do emulsionante na dissolucdo de compostos fendlicos do residuo do

extrato de bagaco. Para ambos os extratos, foi posteriormente determinado o teor de
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compostos fendlicos totais (CFT), a capacidade antioxidante (ensaio ABTS) e a
capacidade de sequestrar radicais peroxilo (ensaio ORAC). Os resultados obtidos
encontram-se descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados do teor de compostos fendlicos totais (CFT), da capacidade antioxidante

e da capacidade de sequestrar radicais peroxilo.?

Agua Solucgéo
lecitina 0,3%

Folin-Ciocalteu

36,3+0,6 335+0,4
(mg acido galhico /g residuo seco extrato)
ABTS

374 £ 42 319+ 30
(umol Trolox/ g residuo seco extrato)
ORAC

337 £18 312+ 16

(umol Trolox/ g residuo seco extrato)

% Os resultados descritos representam a média + desvio padrdo de quatro fatores de diluicdo realizados em
quadruplicado (n = 16).

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que o valor de CFT extraidos
foi ligeiramente superior para o residuo dissolvido em agua (36,3 = 0,6 mg &cido
galhico /g de residuo seco) relativamente ao valor obtido com solucao de lecitina 0,3%
(33,5 £ 0,4 mg acido galhico /g de residuo seco). Para a capacidade antioxidante
determinada pelo método do ABTS e capacidade sequestrante para os radicais
peroxilo (método ORAC), verificou-se valores similares para ambos os meios de
dissolucédo do residuo.

Desta forma, a adicdo de um emulsionante (L-a-lecitina) ndo aumentou a
fracdo de compostos fendlicos dissolvidos quando comparado com a agua. A lecitina
em meio aquoso forma micelas com os grupos polares direcionadas para 0 exterior
formando um nucleo central apolar onde os antioxidantes com caracter lipofilico
podem ser incorporados, promovendo a dissolugcdo destes compostos em meio
aquoso. Os resultados obtidos neste estudo demonstram que 0S compostos presentes
no residuo do bagaco de mirtilo tém predominantemente caracteristicas hidrofilicas
sendo dissolvidos em meio aquoso sem o contributo de um emulsionante. Isto esta de

acordo com o tipo de compostos maioritarios do residuo que sédo as antocianinas,
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compostos antioxidantes sollUveis em meio aquoso [43]. Esta estratégia seria contudo
interessante de avaliar em extratos ricos em compostos antioxidantes lipofilicos tais

como 0s carotenos e vitamina E.

Estabilidade do bagaco de mirtilo e do extrato aquoso do residuo

S€eCo

No presente trabalho, pretendeu-se estudar a estabilidade dos compostos
fendlicos presentes na amostra de bagago seco e tamisado e no respetivo extrato
aquoso do residuo seco ao longo do tempo (6 meses) de armazenamento a —18°C.
Desta forma, o teor de CFT para o bagago de mirtilo (Figura 12) e respetivo extrato
aquoso do residuo seco com e sem lecitina (Figura 13) foi determinada pelo método

de Folin-Ciocalteu.

25.0 -
20.0 -

15.0 -

CFT

E Dez-13

10.0 - ®Jun-14

5.0

Figura 12. Compostos fendlicos totais (CFT) do bagago de mirtilo, expresso em mg acido galhico /g de
bagaco de mirtilo, determinado apés a obtengdo do bagago (Dez-2013) e ap6s 6 meses (Jun-2014). Os

dados representam a média + desvio padréo de trés diluicdes diferentes realizadas em triplicado.
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Figura 13. Compostos fendlicos totais (CFT), expresso em mg acido galhico /g, do extrato aquoso do residuo
seco do bagac¢o de mirtilo com e sem lecitina determinado num intervalo de 6 meses (Janeiro e Julho 2014).

Os dados representam a média + desvio padréo de trés diluiges diferentes realizadas em triplicado.

Apo6s 6 meses de armazenamento refrigerado (-18°C) verifica-se que ha uma
diminuicdo do teor de CFT do bagaco de mirtilo de 20,3 + 0,3 para 16,9 + 0,4 mg acido
galhico /g bagaco mirtilo, correspondente a um decréscimo de 17%. Relativamente ao
residuo seco de mirtilo dissolvido em meio aquoso e em solucédo de lecitina a 0,3%, 0
decréscimo observado foi de 41 e 30%, respetivamente. Desta forma, pode-se concluir
gue o bagago de mirtilo seco e tamisado apresenta maior estabilidade dos compostos
fendlicos do que o respetivo residuo seco do extrato dissolvido em dgua ou solugéo de
lecitina a 0,3%. Este resultado deve-se a maior estabilidade dos compostos fendlicos
em meio desidratado, porque 0 meio aquoso promove a oxidacdo destes compostos
[73]. Por outro lado, verificou-se que a solugdo de lecitina permitiu uma menor
degradacéo do teor de CFT quando comparado com a solugdo aguosa na auséncia do
agente emulsionante. Este resultado pode ser devido a capacidade dos acidos gordos
insaturados da lecitina exercerem atividade antioxidante, que ndo é detetada para
estes métodos nesta concentracao, mas que pode exercer um efeito protetor na auto-

oxidacao dos compostos fendlicos.
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Avaliacdo das propriedades antioxidantes do residuo seco de

bagaco de mirtilo na presenca de um modelo proteico

Nesta seccdo pretendeu-se avaliar a capacidade antioxidante do residuo seco
de mirtilo dissolvido em agua e em solucdo de lecitina a 0,3% na presenca de um
modelo proteico (peptona). A peptona tem a vantagem de ser um hidrolisado de
proteinas e ndo conter a complexidade de matriz de um produto carneo, sendo
possivel desta forma concluir sobre o tipo de interacdo entre a amostra antioxidante e
0 substrato. Neste contexto, determinou-se o teor de CFT e a capacidade
sequestrante para o radical peroxilo (ORAC) para trés diferentes situacdes: extrato
mirtilo em &gua ou em lecitina, peptona, e peptona com extrato de mirtilo). O principal
objetivo consistiu em avaliar qual o tipo de interagdo antioxidante conferido pelo
extrato de mirtilo ao substrato proteico.

A Figura 14 descreve os resultados obtidos para o doseamento de CFT para o
extrato de mirtlo em Agua, para a peptona e para a mistura de peptona a
concentragao fixa com concentragcdes crescentes de extrato de mirtilo. Resultados

similares foram obtidos para o extrato mirtilo em solug&o de lecitina a 0,3%.

25,0 -
20,0 A
15,0 -
mn A Mirtilo
@)
10,0 - ® Peptona
¢ Peptona + Mirtilo
5,0 -
<
0,0 T T 1
0 0,2 0,4 0,6

[Peptona, g/L] [Mirtilo, g/L]

Figura 14. Compostos fendlicos totais (CFT), expressos em mg acido galhico /L, para mirtilo (0,035 a 0,135
g/L, concentracdes no poco), peptona (0,050 a 0,50 g/L, concentragdes no pogo) e peptona (0,050 g/L) +
mirtilo (0 a 0,135 g/L).

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que o teor de CFT é

diretamente proporcional com a concentracdo de mirtilo e peptona no meio reacional
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(R > 0,9998). A reatividade da peptona para o reagente de Folin-Ciocalteu ocorre
devido aos grupos fendlicos presentes nos aminoacidos do hidrolisado proteico. O
valor do declive da curva obtida para mistura de peptona (concentragdo fixa) com
concentragdes crescentes de mirtilo foi de 40,8 L/mg. Valores similares foram obtidos
para o extrato de mirtilo (38,9 L/mg) e peptona (38,6 L/mg). Desta forma, a reduc¢éo do
reagente de Folin-Ciocalteu para a mistura resulta do somatoério da capacidade de
reducdo da peptona e do mirtilo. Este resultado indica que o teor de CFT conferido
pela adigdo do mirtilo tem um efeito aditivo sobre o modelo proteico, 0 que permite
concluir que néo existem reacBes de polimerizacdo entre os compostos fendlicos da
amostra e os aminoacidos da proteina.

A Figura 15 descreve os resultados obtidos para a metodologia ORAC para o
extrato de mirtilo em 4gua, para a peptona e para a mistura de peptona e extrato de
mirtilo. Resultados similares foram obtidos para o extrato mirtilo em solugéo de lecitina
a 0,3%.

600 -
500 A
400 -
S
o 300 1
2 A Mirtilo
© 200 A
< <
® Peptona
100 -
+ Peptona + Mirtilo
O T T 1
0 100 200 300

[Peptona, mg/L] [Mirtilo, mg/L]

Figura 15. Capacidade sequestrante para radicais peroxilo, expressos em percentagem de aumento de area
sob a curva (netAUC), para mirtilo (35 a 215 mg/L), peptona (20 a 140 mg/L) e peptona (50 mg/L) + mirtilo (O
a 215 mg/L).

Tal como descrito anteriormente, existe uma relacdo linear entre a
concentracdo de peptona ou mirtilo e a percentagem de aumento da &rea sob a curva
da experiéncia controlo, ou seja, o aumento da concentracdo de amostra confere
maior protecdo a fluoresceina de sofrer peroxidacdo. Estes resultados indicam que a

capacidade sequestrante de radicais peroxilo dos aminoacidos do modelo proteico é
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superior a obtida para o extrato de mirtilo, quando analisado em funcdo da
concentracdo (mg/L), porque o declive é superior para a peptona. Isto esti
diretamente relacionado com a natureza dos compostos fendlicos presentes que
podem conter maior ou menor capacidade de sequestrar os radicais peroxilo. No
método de Folin-Ciocalteu, este resultado ndo se verifica porque basicamente este
método faz uma titulacdo do teor de compostos fendlicos sendo indiferente a natureza
dos compostos presentes.

Em relagdo a mistura de peptona com concentracdes crescentes de mirtilo,
verificou-se que a capacidade sequestrante de radicais peroxilo (netAUC) é
dependente do teor de mirtilo presente no meio reacional, sendo o declive da curva de
calibragdo similar aos valores obtidos na auséncia de peptona. Assim, o valor de
netAUC resulta do somatério da capacidade sequestrante da peptona em

concentracdo fixa e do teor de mirtilo.
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Conclusao

No presente trabalho avaliou-se as propriedades antioxidantes do extrato
aguoso do bagaco de mirtilo na presenca de um modelo proteico, a peptona. Para a
otimizacdo das condicbes de extracdo a aplicar ao bagaco de mirtilo de forma a obter
o0 maior rendimento de extracdo de compostos bioativos, verificou-se que a mistura
etanol/agua pH 2,0 (50/50, v/v) foi o solvente mais eficaz e que o tempo méaximo de
extracao foi de 90 minutos. Na avaliagdo da influéncia do emulsionante (lecitina) na
dissolugcdo do residuo seco do bagaco de mirtilo, concluiu-se que a lecitina néo
aumentou a fracdo de compostos antioxidantes dissolvidos quando comprado com a
agua. Este resultado ocorreu porque 0s compostos antioxidantes maioritarios do
bagaco de mirtilo apresentam caracter hidrofilico (antocianinas), ndo beneficiando da
introducéo de um agente emulsionante em meio aquoso.

A adicdo de concentracOes crescentes de extrato de bagagco de mirtilo na
presenca de concentracéo fixa do modelo proteico (peptona) resulta num efeito aditivo,
ou seja, o teor de compostos fendlicos totais e a capacidade sequestrante para 0s
radicais peroxilo resulta do somatério da atividade da peptona e do mirtilo quando
analisados isoladamente. A estabilidade ao longo de 6 meses do bagago de mirtilo
seco e tamisado é superior ao extrato do residuo seco dissolvido em agua ou em
solucéo de lecitina a 0,3%.

Para a avaliacdo do potencial conservante do extrato aquoso de bagaco de
mirtilo em produtos carneos serd interessante em determinar a capacidade
antioxidante na presenca de um modelo lipidico (&cido gordo insaturado, triglicerideo)
submetido a diversos fatores promotores da oxidacao (luz, temperatura, metais). Com
base no conhecimento adquirido com estes modelos simples a interpretacdo posterior
dos resultados obtidos em amostras alimentares processadas (hamburger) podem

tornar-se mais simplificados.
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