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RESUMO

Corante natural alternativo ao carmim da cochonilha capaz de conferir tom rosado a fiambre da perna

Ao longo dos anos, a industria de alimentos usou corantes para melhorar ou restaurar a aparéncia
original dos alimentos, para garantir a uniformidade e como um indicador da qualidade. O uso de
pigmentos naturais tem recebido um interesse crescente neste setor devido a promocao dos efeitos de
substancias naturais na saude. Corantes sintéticos e até naturais, como o corante carmim (E120) do
inseto cochonilha capaz de conferir a cor rosa/carmim, estdao disponiveis no mercado e s&o
amplamente utilizados na industria de alimentos, mas o seu uso nao é permitido pela legislacdo em
varios produtos a base de carne. Além das restricoes legais, varios fatores relacionados com as
propriedades fisico-quimicas dos corantes responsaveis pela estabilidade das cores, desde a producao
e armazenamento até ao consumo, inviabilizam o seu uso no processo de preparacdo de determinados
produtos. Tendo em vista os aspetos mencionados anteriormente, neste trabalho investigou-se a
possibilidade de aplicacdo de corantes naturais, como alternativa ao E120 e outros corantes nao
permitidos pela legislacdo em produtos a base de carne processada, designadamente fiambre da
perna, a fim de obter uma cor rosada atrativa para o consumidor.

Neste sentido, foram selecionadas algumas espécies vegetais, nomeadamente o Raphanus sativus
L., Roselle sabdariffa L., Beta vulgaris L. e Opuntia stricta. Foram realizados procedimentos de extracao
de modo a obtencao dos respetivos extratos contendo corantes naturais, que foram parcialmente
caraterizados por técnicas analiticas, bem como avaliados relativamente a estabilidade a diferentes
parametros fisico-quimicos (pH, temperatura e luz). Foi obtida a citotoxicidade de varios extratos
utilizando uma linha celular AGS. O nanoencapsulamento em sistemas lipidicos de alguns extratos foi
efetuado utilizando lecitina de soja e maltodextrina. Os resultados indicam elevadas eficiéncias de
encapsulamento em ambos os sistemas e a auséncia de toxicidade relevante para células de cancro
gastrico humano dos extratos testados. Os extratos obtidos das espécies anteriormente referidas, apos
liofilizacao e encapsulamento em maltodextrina foram aplicados na formulacdo de fiambre da perna e
na sua obtencdo em escala piloto. A coloracdo de amostras de fiambre dos diferentes ensaios foi
avaliada visualmente e em colorimetro. Globalmente, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que
a coloracao do fiambre da perna obtida com extrato de Beta vuigaris L. liofilizado & muito promissora
para futuras aplicacdes neste tipo de produtos carneos.

Palavras-Chave: Beta vulgaris L., fiambre, Opuntia stricta, Raphanus sativus L., Roselle sabdariffa |.



ABSTRACT

Alternative natural dye to cochineal carmine capable of giving pink hue to ham

Over the years, the food industry has used dyes to improve or restore the original appearance of
food, to ensure uniformity and as an indicator of quality. The use of natural pigments has received an
increasing interest in this sector due to the promotion of the effects of natural substances on health.
Synthetic and even natural dyes, such as carmine dye (E120) from the cochineal insect capable of
conferring the pink/carmine colour, are widely available on the market and widely used in the food
industry, but their use is not allowed by the legislation in several meat products. In addition to legal
restrictions, several aspects related to the physicochemical properties of the dyes responsible for colour
stability from the production and storage to the consumption, make their use unfeasible in the process
of preparing certain products.

Considering the above mentioned aspects, this work investigated the possibility of applying natural
dyes as an alternative to E120 and other dyes forbidden by the legislation in processed meat products,
namely ham, in order to get an attractive pink color for the consumer.

In view of the previously mentioned aspects, some plant species were selected, namely Raphanus
sativus L., Roselle sabdariffa L., Beta vulgaris L. and Opuntia stricta. Extraction procedures were
performed in order to obtain the respective extracts containing natural dyes, which were partially
characterized by analytical techniques, as well as evaluated for stability at different physical-chemical
parameters (pH, temperature and light). The cytotoxicity of various extracts was obtained by using an
AGS cell line. Nanocapsulation in lipid systems of some extracts was performed using soy lecithin and
maltodextrin. Results indicate high encapsulation efficiencies in both systems, and the absence of
relevant toxicity to human gastric cancer cells of the extracts evaluated.

The extracts obtained from the aforementioned species, after lyophilization and encapsulation in
maltodextrin were applied in the formulation of ham leg and used in its pilot scale. The color of ham
samples from the different assays was evaluated visually and by colorimeter. Overall, the results
obtained in this work suggest that leg ham coloration obtained with lyophilized extracts of Beta wuigaris

L. is very promising for future applications in this type of meat products.

Keywords: Beta vulgaris L., ham, Opuntia stricta, Raphanus sativus L., Roselle sabdariffa L.
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1. INTRODUCAO TEORICA




1.1 Corantes como aditivos alimentares

Desde sempre que o Homem associa a cor a varios aspetos do quotidiano e,
consequentemente, esta propriedade influencia as varias escolhas no dia-a-dia. Na industria alimentar,
por exemplo, a cor é um factor muito importante, dada a sua interligacdo ao sabor e aspeto,
carateristicas relevantes na aceitabilidade dos produtos. Esta relacdo nao pode ser ignorada e aquando
da formulacdo de um produto alimentar a cor € um elemento a ter em consideracéo.

As civilizacbes ancestrais ja tinham por habito retirar da natureza substancias para colorir
alimentos com o intuito de melhorar a sua aparéncia e, ao longo do tempo, o uso de corantes tem sido
uma preocupacdo crescente no setor alimentar e foco de investigacdo e desenvolvimento por parte
desta industria.

Atualmente, a utilizacdo de corantes e aditivos em alimentos é rigorosamente controlada pela
legislacdo que garante uma aplicacdo responsavel e segura dos mesmos. O Cddigo Alimentar (CA)
contém as primeiras diretrizes internacionais destinadas a géneros alimentares e foi estabelecido em
1962 pela Comissao do Codigo Alimentar (CCA) criada pela Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacao e Agricultura (FAO) e Organizacdo Mundial de Saude (OMS).' Encontra-se inserido na
estrutura desta comissdo um Comité de Aditivos Alimentares e Contaminantes cujo foco é, como o
proprio nome indica, a questao dos aditivos alimentares e contaminantes. Este comité delibera
recomendacdes sobre determinados aditivos e niveis recomendados para consumo. Em conjunto a
CCA, FAO e OMS geraram uma base de dados designada Padrdes Gerais para Aditivos Alimentares
(PGAA) que pretende harmonizar regras internacionais de forma a controlar o comércio livre de
alimentos.

A Unido Europeia (UE) segue o Regulamento da Comissdo Europeia N° 1333/2008 que tem
por base a livre circulacdo de géneros alimentares seguros e que contribui significativamente para a
saude e bem-estar dos cidadaos, assim como para 0s seus interesses sociais e economicos. De acordo
com este regulamento, cada aditivo usado na UE deve passar primeiramente pela avaliacao da
Autoridade de Seguranca Alimentar Europeia (ASAE), a qual baseia a sua avaliacao no parecer emitido
pelo Comité de Aditivos Alimentares e Contaminantes. Os aspetos envolvidos na avaliacdo de um
aditivo incluem as especificacdes quimicas e técnicas do composto, descricdo do processo de
manufaturacdo, métodos analiticos para determinacdo do composto, reacdo com alimentos, resumo
das autorizacdes atuais para uso do mesmo, dosagem, informacao toxicocinética e dados de toxicidade

(toxicidade aguda oral, sub crénica e cronica), atividade cancerigena, genotoxicidade, hipersensibilidade
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e toxidade reprodutiva e de desenvolvimento.! A aprovacao do aditivo baseia-se nos conhecimentos do
momento, sendo necessaria uma revisao constante e atencao sobre novos dados cientificos.

Para a rotulagem, e no sentido de eliminar qualquer ambiguidade, o Comité de Aditivos
Alimentares e Contaminantes criou um Sistema Numérico Internacional que permite a identificacdo do
aditivo na lista de ingredientes do produto alimentar. Na Unido Europeia foi implementado um sistema
no qual cada aditivo é designado pela letra E (para a Europa) seguindo-se um cédigo de trés digitos.

Os corantes sao descritos no Decreto de Lei como “substancias que conferem ou restituem cor
a um género alimenticio e incluem componentes naturais de géneros alimentares e substancias
naturais, que normalmente nao sdo consumidas como géneros alimentares nem utilizadas como
ingredientes carateristicos dos géneros alimentares”. Neste regulamento sao considerados corantes
naturais “as preparacbes obtidas a partir de géneros alimentares ou de outros materiais de base
natural comestiveis obtidas por extracdo fisica e/ou quimica de modo & obtencdo seletiva dos
pigmentos em relacao aos componentes nutritivos ou aromaticos” .2

A aplicacdo de corantes em alimentos deve assegurar o funcionamento eficaz do mercado
interno e, simultaneamente um elevado nivel de protecdo da saude humana e dos interesses do

consumidor através de procedimentos exaustivos.

1.2 Corantes naturais e sintéticos

Os corantes podem ser classificados de acordo com diferentes parametros, tais como origem
(natural, sintético, organico e inorganico) (Figura 1), solubilidade e capacidade de cobertura

(opacidade).
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Plantas (organico)

Animais (organico)

Natural
Microorganismos (organico)
Corante Minerais (inorganico)
Sintético Laboratdrio (organico ou inorganico)

Figura 1. Classificacdo dos corantes de acordo com a origem.

Ha décadas que os corantes naturais sintéticos sao utilizados na industria alimentar,
farmacéutica, cosmética, téxtil, mobiliaria, entre outras. Sem valor nutricional associado, o objetivo da
aplicacao de corantes ao nivel da industria alimentar ¢ apenas conferir cor tornando atrativos os
produtos onde sao inseridos. Amplamente utilizados em formulacdes de alimentos e bebidas pelo facto
de possuirem elevado poder colorimétrico, conferem cores vistosas e apelativas para o consumidor.

Na Unido Europeia estdo identificados quarenta e trés corantes com aplicacdo alimentar, dos
quais dezassete sao de origem sintética e vinte e seis de origem natural.: Os corantes sintéticos sao
produzidos quimicamente e agrupam-se de acordo com a solubilidade podendo ser compostos soluveis
em agua, insollveis em agua (sollveis em 0leos e solventes organicos) e lacas.® Pela natureza toxica,
0s corantes insoliveis em agua nao estao autorizados para utilizacdo na industria alimentar.
Habitualmente, os corantes sintéticos sdo caraterizados por possuirem boa estabilidade (a luz,
temperatura, oxigénio e pH), uniformidade na cor conferida e auséncia de contaminantes
microbioldgicos.s

De entre os corantes sintéticos, cuja aplicacao tem como objetivo conferir cor vermelha/rosada
a alimentos surgem o corante eritrosina (E127), vermelho allura AC (E129), carmoisina (E122),

vermelho cochineal A (E124), amaranto (E123) e vermelho 2G (E128).
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Apesar das multiplas vantagens dos corantes sintéticos, a sua substituicdo por corantes
naturais tem aumentado gradualmente. Contudo, sdo ainda reduzidos os estudos sobre fontes de
corantes naturais, bem como caraterizacao e otimizacao dos processos de extracdo. Assim, o foco da
comunidade cientifica ¢ encontrar alternativas naturais para corantes sintéticos, bem como novos
procedimentos para a obtencao de corantes.

Os corantes naturais podem ser classificados de acordo com a fonte de origem (plantas,
animais, microrganismos, minerais; Figura 1) e estrutura quimica (derivados tetrapirrdis, terpenos, O-

heterociclicos, N-heterociclicos, quinonas e melaninas; Tabela 1).67

Tabela 1. Classificacdo dos corantes naturais, baseada na estrutura quimica.

Grupo Composicao estrutural geral Classe de pigmentos

Tetrapirrdis Anéis de pirrois ou tipo pirrol ligados de forma linear ou  Clorofilas e hemes
circular

Terpendides Derivados de isopreno Carotendides e iridoides

N-heterociclicos  Heterociclicos de N, conjugados com o anel benzeno Purinas, flavinas,
fenazinas, fenoxazinas e
betalainas

O-heterociclicos  Acucar ligado a um ou mais grupos hidroxilo ligados ao  Antocianinas e

anel benzeno flavonoides

Quinonas Cetonas ciclicas nao saturadas Benzoquinonas,
naftoquinonas e
antraquinonas

Melaninas Derivados de tirosina -

A utilizacao de corantes naturais apresenta beneficios para a saude, podendo acrescentar valor
nutricional aos produtos. Contudo, estes corantes exibem algumas limitacdes, designadamente baixa
estabilidade a temperatura, luz e pH, necessidade de producao de fontes de extracdo, associacao a
contaminantes indesejados carateristicos da fonte de origem e custo de producao elevado

comparativamente aos corantes sintéticos.s” Alguns corantes naturais sao mais estaveis /7 vivo que na
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forma isolada, o que sugere que as plantas desenvolveram estratégias para proteger a cor.t Um maior
conhecimento do modo como estes corantes existem na natureza é necessario para o desenvolvimento
e formas mais estaveis dos mesmos.

0O mercado atual oferece opcdes de corantes naturais passiveis de conferir tom rosado a
determinados alimentos, nomeadamente o carmim da cochonilha (E120), antocianinas (E160) e
betalainas (E163). Atendendo ao objetivo do presente trabalho e de modo a melhorar a compreensao

do mesmo, em seguida sera efetuada uma breve abordagem a esses corantes.

1.3 Carmim de cochonilha

O corante carmim de cochonilha (E120) provém do insecto cochonilha (Dactylopius coccus),
um parasita de certas espécies de catos (Opuntia stricta sp.). A cor rosa-avermelhada tipica do E120 é
resultante da presenca do acido carminico (Figura 2), cuja principal funcdo é proteger o inseto,
afastando os seus predadores. As cochonilhas projetam sangue ou outros fluidos corporais constituidos
por acido carminico e, assim, afastam o predador em situacdes de ameaca.

A utilizacao do carmim de cochonilha estende-se desde a industria alimentar, farmacéutica e
cosmética até a medicina. Este é obtido por extracdo sélido-liquido, seguida de filtracdo, surgindo uma
solucao que pode em seguida sofrer liofilizacao resultando num pd. A sua comercializacdo pode ocorrer
em ambas as formas, quer em solucdo ou em pd. A composicdo do extrato final obtido inclui acido
carminico, proteinas soluveis, hidratos de carbono, compostos i6nicos provenientes do processo de
extracao e outras moléculas biolégicas provenientes da cochonilha.

Existem varios fatores que determinam a qualidade e composicdo desse extrato final,
designadamente, o clima, tipo de solo, estacao de recolha, origem geografica, fases de
desenvolvimento do inseto, bem como condicdes dos processos de extracdo e purificacdo.*' De um
modo geral, surge em baixos rendimentos e com composicao variavel. A qualidade e composicao
determinam o valor comercial do produto, e normalmente maior quantidade de acido carminico e
menor teor em contaminantes estéo associados a valores de mercado elevados.

O acido carminico € uma antraquinona conjugada com acido carboxilico, possuindo um grupo
metilo, quatro grupos hidroxilo e uma unidade de glucose, com formula molecular C»H.0; (massa
molecular de 491g/mol) (Figura 2). Apresenta elevado potencial colorimétrico e boa estabilidade ao

pH, luz e temperatura.1z
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Figura 2. Estrutura do acido carminico.

O corante carmim de cochonilha tem sido utilizado em detrimento de alguns corantes
sintéticos como o vermelho 2G (E.123), carmoisina (E122), eritrosina (E127), vermelho afllura AC
(E129) e ponceau 4R (E124), em diversos produtos alimentares, com dose diaria recomendada de 5
mg/kg. Contudo, o seu uso tem levantado algumas questdes/problemas, nomeadamente o facto de
ser de origem animal, criou uma barreira para consumidores vegetarianos e até algumas duvidas do
foro da protecao animal.’s Surgiram também alguns casos clinicos associados ao consumo do E120.
No entanto, e segundo o relatorio da Autoridade Europeia de Seguranca dos Alimentos esses casos nao
estdo diretamente ligados ao consumo de E120. A revisdo ao uso deste corante foi traduzida no
relatorio publicado em 2015 no Jornal da Autoridade Europeia, no qual é referido que a quantidade
diaria admitida nao acarreta problemas ao consumidor e como tal ndo foi alterada.z

Segundo o Decreto-Lei n.° 120/2011 de 28 de dezembro decretado pelo Parlamento
Portugués, o uso de E120 em fiambres ndo é permitido e, por esse mesmo motivo, surge a
necessidade de encontrar uma alternativa natural a este corante para aplicacdo nesses produtos

carneos processados.?

1.4  Antocianinas

As antocianinas sao pigmentos polifenolicos hidrossoluveis responsaveis por varias cores desde
o vermelho ao azul em vegetais, frutos e flores. Geralmente apresentam um espetro de UV/Visivel com
duas bandas na regiao 260-280 nm e 490-550 nm.7* Possuem diversas funcionalidades como
protecdo a acao da luz, mecanismos de defesa contra predadores, conferem cor, atuam como
antioxidantes e possuem atividade biologica.2#

A capacidade antioxidante aumenta o interesse destes pigmentos dado que, para além de

conferirem a cor pretendida, aumentam o valor nutricional do alimento. Esta propriedade das
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antocianinas tem sido estudada no sentido de prevenir e ajudar na cura de determinadas patologias

baseadas no stress oxidativo de células e/ou substancias presentes no nosso organismo.»2:

Figura 3. Estrutura geral das antocianidinas.

A estrutura base comum a todas as antocianinas é o iao flavilio ligado a um residuo de acucar.
Existem varias antocianinas que diferem entre si no nimero e posicao de grupos metilo e hidroxilo,
natureza, numero e posicdo de acucares ligados, assim como no grau e natureza da esterificacao com

acidos alifaticos e aromaticos do residuo de acucar.:=

A aglicona das antocianinas é habitualmente designada de antocianidina (Figura 3) e existem
na natureza (Tabela 2).x
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Tabela 2. Identificacdo das diferentes antocianidinas presentes na natureza.

Nome Abreviatura 1 2 3 4 5 6 7 Coloracao

Apigeninidina Ap H H H H H H H

Arrabidina Ab H H H H H H OMe

Aurantinidina Au OH H H H H H H

Capensinidina Cp OH Me H H OMe OH OMe Azulvermelhada

Carajurina Cj H H OH H H OMe OMe

Cianidina Ci OH H H H H H H Laranja-
vermelhada

Delfinidina Df OH H H H H H OH  Azulvermelhada

Europinidina Eu OH Me H H OMe OH OH  Azulvermelhada

Hirsutidina Hs OH H H Me OMe OH OMe Azulvermelhada

3’-Hidroxi-arrabidina ~ OHAb H H OH H OH OH OMe

6’-Hidroxi-cianidina 6-OHCi OH H OH OH OH OH OH Vermelha

6’-Hidroxi-delfinidina ~ OHDf OH H OH H OH OH OH  Azulvermelhada

6’-Hidroxi- OHPg OH H OH H H OH H

pelargonidina

Luteolina Lt H H H H OH OH H

Malvidina Mv OH H H H OMe OH OMe Azulvermelhada

5'-Metil-cianidina MCi OH Me H H OH OH H Laranja-
vermelhada

Pelargonidina Pg OH H H H H OH H

Peonidina Pn OH OH H H OMe OH H Laranja-
vermelhada

Petunidina Pt OH H H OH OMe OH OH Azulvermelhada

Pulchelidina Pl OH Me H OH OH OH OH Azulvermelhada

Ricionidina A RiA OH H H OH H OH H

Rosinidina Rs OH H H OMe OMe OH H Vermelha

Tricetinidina Tr H H H OH OH OH OH Vermelha
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No entanto, existem seis tipos de antocianidinas mais abundantes, sendo trés nao-metiladas
(cianidina 1, delfinidina 2 e pelargonidina 3) e trés possuindo grupos metil (peonidina 4, malvidina 5 e
petunidina 6) (Figura 4).2 Para além dessas, alguns trabalhos referem um novo tipo de antocianidinas

metiladas designadas de piroantocianidinas.

OH N OH oN
& SO0
Z Som ZSom
OH

1 2 3
Cianidina Delfinidina Pelargonidina

Peonidina Malvidina Peonidina

Figura 4. Antocianidinas mais abundantes na natureza.

As diferencas estruturais entre as antocianinas e agliconas (antocianidinas), originam
propriedades distintas como estabilidade, cor, copigmentacao, atividades antioxidante e bioldgicar =+
No entanto, a estabilidade destes pigmentos é também influenciada por outros factores, tais como
temperatura, pH, oxigénio, luz, presenca de compostos fenolicos, enzimas, ides metalicos, acucares e
acido ascorbico.sx

A temperatura influencia negativamente a estabilidade das antocianinas, sendo varios os
trabalhos onde este efeito é reportado.#+ Holzwarth e colaboradores mencionam o facto de um

aquecimento inicial rapido ajudar a desnaturar as enzimas responsaveis pela degradacdo de
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antocianinas sugerindo que o efeito da temperatura nestes pigmentos dependera do grau e duracéo do
tratamento térmico.*

Devido a natureza idnica das antocianinas, o pH é um fator bastante importante na
estabilidade.r=»#4% As cores das antocianinas sdo determinadas pela proporcao das diferentes formas
da antocianinas presentes, nomeadamente o catido flavilio 7 (vermelho), base quinoidal 8 (violeta),
chalconas 10 (amarelada) e pseudobase ou carbinol 9 (incolor) e em condicdes acidas (pH 1-2), a cor
apresentada pela antocianina é vermelha sendo indicadora da presenca maioritaria do catido flavilio 7.
0 aumento de pH traduz-se em variacdes na cor, desde o violeta (pH 2-4) devido a base quinoidal 8 até

ao incolor (pH 4-5) e amarelado (pH 6) da pseudobase 9 e chalcona 10, respetivamente (Esquema 1).#

R1 R1

R4
OH O OH o OH
Ho M)
O R, == HO o R, ==HO 0

EOa b e oMl b g
Z>0H Z>OH Z 0R,
OH OH
8 7 9 10
Base quinoidal Catido flavilio Pseudobase carbinol Chalcona
pH 2-4 pH 1-2 pH 4-5 pH 6
Violeta Vermelha Incolor Amarelada

Esquema 1. Alteracao estrutural das antocianinas e respetiva coloracdo, em funcao do valor de pH.

Na presenca de oxigénio foi constatada a diminuicdo da estabilidade destes pigmentos, pois
ocorre a oxidacao dos compostos em solucao que estabilizam estes pigmentos. 4

A luz interfere negativamente na estabilidade das antocianinas provocando alteracéo da cor,
por fotodegradacao. s

Hubbermann et al. reportaram a influéncia de alguns sais e enzimas em solucdes de
antocianinas, tendo verificado que os efeitos destas substancias em determinadas concentracoes, eram
nocivos a estabilidade destes pigmentos.®= Contudo, a presenca da enzima pectina melhora a cor das
antocianinas e, consequentemente dos produtos alimentares onde sao aplicadas. Por outro lado, a
inativacdo da polifenoloxidase (PPO) que ocorre pelo aumento da temperatura, por exemplo no passo
inicial de extracao, também melhora a estabilidade.

A complexacao de um ido metalico com o catido de flavilio € considerada uma via alternativa

para a estabilizacdo da cor.z* A presenca de moléculas de agua vai diminuir a estabilidade, uma vez
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que essas moléculas ligam-se ao catido flavilio e em competicdo com outros grupos quimicos esta
associacao predomina.=

A presenca de aclcares em solugcdo com antocianinas leva a um processo de estabilizacdo, de
acordo com o trabalho de Hubbermann et a/«

0 &cido ascorbico, em determinadas concentracdes, provoca a destabilizacdo das antocianinas
e, consequentemente, a perda da cor. Skrede e colaboradores, referem o facto de o acido ascoérbico
estabilizar estes pigmentos, contudo fatores como temperatura, oxigénio e ides metalicos tém de ser
tidos em conta para que este processo aconteca.s s

A copigmentacdo é um processo que contribui para a intensificacdo da cor de um determinado
pigmento, e consiste na associacao deste a determinadas substancias, designadas copigmentos. No
caso da copigmentacao de antocianinas, este processo visa a protecdo do catido flavilio, melhorando a
sua estabilidade.»#%5 O copigmento pode ser outra antocianina (auto-associacdo ou copigmentacéo
intramolecular), metais (complexacdo), flavondides, alcaldides, aminoacidos ou nucledtidos
(copigmentacdo intermolecular). Podem ocorrer em simultaneo diferentes tipos de associacoes.z# E
sugerido em varios trabalhos que a copigmentacao intramolecular, comparativamente a copigmentacao
intermolecular, origina estabilidade superior.#

O pH e a temperatura sdo fatores relevantes na copigmentacao natural sendo esta favorecida
por valores de pH na regido 1-7 e baixas temperaturas. Valores elevados de pH e temperatura afetam
negativamente este processo.*#

Existe no mercado um corante natural constituido por antocianinas o E163.5 Este corante é
obtido por extracdo com agua sulfitada, agua acidificada, dioxido de carbono, metanol ou etanol, a
partir de variedades naturais de plantas e frutos comestiveis, e possui constituintes comuns das
mesmas, nomeadamente antocianinas, acidos organicos, taninos, acucares, minerais, etc., nao
necessariamente na mesma proporcao das plantas de origem.2

A aplicacao de antocianinas tem sido alvo de estudos baseados principalmente no seu poder
colorimétrico e capacidades antioxidante e anticancerigena, entre outras.2 32w

O uso de corantes de antocianinas, em alternativa aos corantes sintéticos, podera ser
interessante em diversas areas, designadamente na industria alimentar, tal como referido

anteriormente.
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1.5 Betalainas

As betalainas sao compostos nitrogenados hidrossoliveis, que apresentam cor e
comportamento semelhantes as antocianinas. As fontes de origem natural incluem varias plantas, tais
como 0 amaranto, beterraba, frutos de catos opuntia, entre outras. Estes compostos t€m como
principais funcdes intervirem na polinizacdo e servirem como pesticidas contra determinados
predadores aumentando a resisténcia e defesa da planta.

Estruturalmente as betalainas sado derivados do acido betalamico 11, que condensado com
grupos amina ou aminoacidos origina as betaxantinas 12 e com ciclo-Dopa da origem as betacianinas
13 (Figura 5).»s2 Estas duas classes de betalainas, ou seja as betacianinas 12 e betaxantinas 13,

apresentam cores amarela e vermelha-azulada, respectivamente.

OR
§ OR @_X
Rz + 1 +
~3 y COOH

(@] | COOH
" | |
HO | OH HO | OH HO | OH
o] o] O O 0] 0]
11 12 13
Acido betalamico Betaxantinas Betacianinas

Figura 5. Estrutura geral das betalainas.

As betacianinas surgem no espetro de absorcao de UV/Visivel na regiao 535-540 nm e
apresentam a 270-280 nm o sinal correspondente a ciclo-3,4-di-hidroxifenilalanina (ciclo-DOPA). As
betaxantinas 12, apresentam uma banda de absorcdo a 480 nm e outra a 406 nm devida ao acido
betalamico.s¢

No entanto, dependendo dos substituintes dos grupos amina/aminoacidos, no caso das
betaxantinas 12, e da glicosilacdo ou acilacdo, no caso das betacianinas 13, podem observar-se

desvios do comprimento de onda maximos referidos.
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As betalainas possuem coeficientes de extincdo molar (g) elevados, O que resulta num poder
tintorial interessante e competitivo com o dos corantes sintéticos.&

A betanidina é a aglicona comum da maior parte das betacianinas e diferentes substituicdes
(glicosilacdo ou acilacao) no residuo dao origem as diferentes betacianinas existentes. A glicosilacao da
betanidina traduz-se num desvio hipsocrémico, enquanto a acilacao resulta num desvio batocromico.

Tal como no caso das antocianinas, a estabilidade da cor das betalainas é influenciada pela
estrutura quimica, temperatura, luz, oxigénio, atividade da agua, época de colheita e armazenamento,

solventes de extracao, copigmentacéo e presenca de outros compostos como antioxidantes e agentes

quelantes.
N\

(D]

§ Concentracdes altas pigmento , Concentracdes baixas de pigmento

= Elevado grau de glicosilacao Baixo grau de glicosilacao

*% Elevado grau de acilacéo Baixo grau de acilagao %

< Baixa actividade da agua Alta actividade da agua S

fe! pH 3-7 pH inferior a 3 e superior a 7 S

o .~ ..

g Antioxidantes Presenca ides metalicos 8

= Agentes quelantes Elevadas temperaturas .
Baixas temperaturas Presenca de luz o
Auséncia de luz Presenca de oxignio %
Auséncia de oxigénio Presenca de enzimas §

Figura 6. Fatores que afetam a estabilidade das betalainas.

As diferencas estruturais resultam em variacoes nos niveis de estabilidade do pigmento, sendo
reportado que as betacianinas apresentam estabilidade superior as betaxantinas, a temperatura
ambiente, aquecimento e a valores de pH acidos. Esta estabilidade tende a aumentar com o grau de
glicosilacao ou acilagao.seses

Comparativamente as antocianinas, as betalainas apresentam maior estabilidade a valores de
pH entre 3 e 7, permitindo o uso destas numa vasta gama de produtos alimentares. Para valores de

pH inferiores a 3 ocorre um desvio hipsocromico no comprimento de onda de absorcao maxima e a
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valores de pH superiores a 7, 0 A« desvia-se batocromicamente, com diminuicdo dos coeficientes de
extincdo molar em ambos 0s casos. 516

A estabilidade térmica de solucbes de betanina (forma glicosilada ou acilada da betanidina)
depende do pH, quando sujeita a temperaturas elevadas a betanina altera a sua cor de vermelho para

acastanhado.
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Esquema 2. Degradacéo da betanina pela acao da temperatura.
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O factor determinante na degradacdo das betalainas é a temperatura e o tempo de
exposicdo.eisemzs A degradacdo térmica leva a isomerizacdo, descarboxilacdo ou clivagem das
betalainas e o resultado final ¢ a reducdo gradual da cor vermelha e o aparecimento da cor
acastanhada (Esquema 2).7

A agua mostrou ser um fator desestabilizador das betalainas, dado que torna susceptivel a
clivagem da ligacao aldimina, resultando na perda de cor. Assim, o uso de betalainas é recomendado
em produtos alimentares contendo baixo teor em agua.s””

O efeito da luz nas betalainas tem sido alvo de varios estudos. Nos trabalhos realizados por
Herbach et al” e Skopinska et al/”, a luz foi considerada um fator prejudicial & estabilidade das
betalainas, tendo sido verificado que a degradacédo era acelerada pela presenca de oxigénio.s No
entanto, a recuperacao destes pigmentos pode ocorrer se a concentracdo de oxigénio a que sao
expostos nao for muito elevada.’”

A presenca de metais (como ferro, aluminio e cobre) acelera a degradacéo das betalainas, uma
vez que estes pigmentos formam facilmente complexos com metais. Contudo, esta situacado pode ser
minimizada pela adicdo de agentes quelantes (EDTA ou acido citrico) que se associam de modo a
neutralizar a carga positiva do atomo de nitrogénio das betalainas.?#

Antioxidantes como o acido ascorbico ou isoascérbico mostraram melhorar a estabilidade das
betalainas. No entanto, a concentracdo para que este efeito ocorra ainda ndo estd completamente
estabelecida, sendo que em determinadas concentracdes estas substancias atuam como oxidantes do
pigmento.®® A presenca ou adicao destes antioxidantes melhoram a regeneracao, assim como
protegem as betalainas durante o tratamento térmico de alguns alimentos.

Agentes quelantes, como referido anteriormente, pode funcionar no sentido de estabilizar as
betalainas. O mecanismo destes baseia-se na neutralizacdo do nucleo das betalainas pela associacao
destes agentes com a carga positiva do atomo de nitrogénio. s

A adicao de conservantes como pectina ou agar-agar podera também ajudar no processo de
estabilizacao das betalainas. Ravichandran ef a/ utilizaram estes conservantes como matrizes de
encapsulamento.#

As betalainas apresentam copigmentacdo, sendo que a taxa de degradacao é superior em
solucdes de betacianinas puras relativamente as solucdes ndo puras, sugerindo um efeito protetor por

parte de compostos naturais presentes na espécie vegetal de origem.7¢7sees7
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A capacidade antioxidante das betalainas tem sido estudada com o proposito da sua aplicacao
contra determinadas patologias nas quais o stress oxidativo tem um papel importante, como por
exemplo no cancro e em cardiopatias. a2

Atendendo as propriedades fisico-quimicas, as capacidades terapéuticas mencionadas, assim
COmo ao consumo nao toxico, os pigmentos de betalainas sdo uma alternativa saudavel e segura aos

corantes sintéticos na area alimentar.

1.6  Espécies Vegetais
1.6.1 Raphanus sativus L.

Raphanus sativus L., rabanete, pertencente a familia Brassiceae e é utilizado para consumo
diario em todo o mundo devido ao seu sabor adocicado, refrescante e picante. Devido & presenca de
antocianinas na sua composicdo, que conferem a cor rosada da sua pele exterior, este vegetal tem
despertado um interesse particular.

As antocianinas presentes no Raphanus sativus L. séo a pelargonidina-3-diglucdsido-5-glucésido
22, e as suas formas aciladas com residuos de acido caféico, B-cumarico, ferulico e/ou maloénico

(Figura 7) 7.5

R,O HO OH

Figura 7. Estrutura quimica da pelargonidina 3-diglucésido-5-glucésido 22.

Tal como foi referido anteriormente, as antocianinas tém sido alvo de estudos, devido ao seu
potencial colorimétrico, nutracéutico e antioxidante. A presenca de antocianinas no Raphanus sativus L.
tem motivado o seu estudo, no sentido da otimizacéo dos processos de extracao e/ou armazenamento

dos pigmentos em questao.7s=10 A relacdo entre os diferentes fatores que influenciam a estabilidade
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das antocianinas e ofs) solvente(s) e condicdes de extracdo € importante e deve ser tida em
consideracdo.=

Diferentes estudos tém sido efetuados com o objetivo de estabilizar e obter a maior quantidade
possivel de antocianinas provenientes do Raphanus sativus L.. O metanol, etanol e agua sdo dos
solventes mais utilizados para realizar extracdes de antocianinas para posterior consumo humano. A
associacao destes solventes a determinados acidos, tais como, acido citrico, acido acético e acido
cloridrico é também habitual dado que permitem que a solucao de extracao adquira um pH acido
idéntico ao do ambiente em que as antocianinas se encontram no vegetal e assim facilitam a sua
estabilizacdo. Contudo, o metanol e o acido cloridrico tém sido considerados toxicos para a saude
humana.

No processo de extracdo é mencionado um passo adicional para remocdo do cheiro
desagradavel proveniente da degradacdo dos glucosinalatos, efetuado através da inativacdo das

enzimas mirosinase.o.o1

1.6.2 Roselle sabdariffa L.

Roselle sabdariffa L., hibisco, € um género de plantas com flor, inserida na familia das
Malvaceae proveniente do este de Africa e cultivado nos tropicos.*2 A composicao destas plantas inclui
antocianinas, bem como flavonoides e polifenois.i*+ A quantidade de antocianinas presentes na flor,
mais especificamente nas suas pétalas, é cerca de 2,5 g/100 g de antocianinas (pétalas secas).
Entre as antocianinas presentes surgem a cianidina e a delfinidina glicosiladas, mais concretamente a
cianidina 3-sambubidsido 23 e delfinidina 3-sambubidsido 24, que contribuem para a atividade

antioxidante desta planta (Figura 8).1os1

OH OH OH OH
OH OH OH OH
23 24

Figura 8. Estrutura quimica da cianidina 3 -sambubioésido 23 e delfinidina 3 -sambubiosido 24.
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O potencial do Aoselle sabdariffa L. encontra-se em estudo. Contudo, a sua aplicacdo na
industria alimentar tem vindo a ser desenvolvida, incluindo ja a sua utilizacdo como emulsionante para
producao de doces e sumos, corante natural para determinados produtos, e utilizacdo como cha.eme
As propriedades medicinais, tais como diurética, antisséptica, laxativa, antioxidante e anticancerigena
que o extrato apresenta justificam algumas das suas aplicacoes.2#.1012

Atendendo & sua importancia, tém sido reportados alguns estudos que incidem sobre o método
de extracdo de antocianinas do Aoselle sabdariffa L. e as condices étimas de armazenamento para
melhorar a estabilidade destes pigmentos.isimisnsizize Qs solventes mais utilizados para a extracéo
sao etanol, agua e metanol, em conjunto com a adicdo de acidos tais como acido citrico, acido
cloridrico e acido acético para estabilizar os pigmentos. Devido a instabilidade das antocianinas, o
encapsulamento destes pigmentos em matrizes como maltodextrinas, carragenato e lipossomas tem

sido sugerido como forma de minimizar esta limitacao.:=”

1.6.3 Beta vulgaris L.

Beta vulgaris L., beterraba, é uma planta herbacea da familia amaranthaceae caraterizada
pela sua cor vermelha escura e sabor intenso. Entre os diferentes constituintes da Befa wuigaris L.
surgem as betalainas predominando duas betacianinas (isobetanina 17 e betanina 18) e trés
betaxantinas (indicaxantina 27, vulgaxantina | 28 e vulgaxantina Il 29) »su25127 que |he conferem a cor

carateristica e estdo associadas a sua capacidade antioxidante (Figura 9).1

COOH COOH

{D~coo y .
co0 +)\A ")\A

|
| | |
HOOC H COOH HOOC

N COOH HOOC N COOH
H H
25 26 27
Indicaxantina Vulgaxantina | Vulgaxantina Il

Figura 9. Estrutura das betacianinas (17, 18) e betaxantinas (27, 28, 29) presentes na Befa vuigaris L..

A presenca destes pigmentos de elevado potencial tem motivado estudos de extracdo e
aplicacao dos mesmos nas mais diversas areas, designadamente area alimentar, cosmética e em

técnicas/testes laboratoriais baseados em reacdes acido-base= Para além disso, surgem também



estudos relacionados com a capacidade antioxidante em aplicacdes ao nivel determinadas patologias,
desencadeadas por processos de oxidacao de tecidos, células e compostos.t7i121

Existe no mercado um corante natural, o E162 que tem como base pigmentos obtidos a partir
da Beta vulgaris L. por extracao aquosa ou do sumo resultante da compressao deste vegetal.2

Uma desvantagem da utilizacao da Beta vulgaris L. € o seu sabor intenso derivado da presenca
de geosmina que pode ser transferido para o produto aplicado, sendo desagradavel sobretudo na
industria alimentar.:»

Na extracao das betalainas devem ser tidas em atencéo as condicdes optimas de estabilidade
destes pigmentos, de modo a obter a melhor eficiéncia de extracdo com o minimo de
degradacao.eomss

Entre os solventes que tém sido reportados para a extracdo de pigmentos a partir da beta
vuigaris L. surge o etanol, metanol, agua e os acidos cloridricos e citrico, necessarios a estabilizacao
dos pigmentos.

Devido a sua natureza, os pigmentos extraidos apresentam alguma instabilidade em
determinadas condicdes de aplicacdo e/ou armazenamento. No entanto, estudos efetuados mostraram
que a estabilizacdo dos pigmentos podem ocorrer por encapsulamento em diferentes matrizes,

nomeadamente maltodextrinas, goma de acacia e amidos.®=

1.6.4 Opuntia stricta

Opuntia stricta, opuntia, € um género botanico da familia cactaceae que compreende entre
200 a 300 espécies e ¢ proveniente de zonas aridas e semiaridas. Estes catos de grandes dimensoes
originam frutos de diversas cores (amarelo, vermelho ou laranja), nos quais tem sido referida a
presenca de compostos com atividade analgésica, anti-inflamatdria, antioxidante, hipoglicémica,
anticancerigena e potenciadores do sistema neuroldgico. Destaca-se também o poder colorimétrico dos
pigmentos presentes nesses frutos com potencial para aplicacao na area alimentar e cosmética, entre
outras,1eso1371%

As propriedades da Opuntia stricta tém sido associadas a presenca de betalainas, com
diferentes estruturas quimicas e composicoes variadas o que também resulta nas cores distintas dos
seus frutos.z

A utilizacdo destes frutos como fonte de pigmentos é referida como benéfica uma vez que

apresentam baixos riscos de contaminacdao microbioldgica, nao possuem nitratos associados, nem

36



sabor desagradavel, para além das interessantes propriedades nutricionais, tais como elevados niveis
de calcio, magnésio e vitamina C.#

O processo de extracao das betalainas tem sido alvo de varios estudos, na tentativa de
otimizacado das condicdes experimentais, designadamente da temperatura, pH e exposicao a luz. &7

A instabilidade dos pigmentos extraidos tem direcionado os estudos no sentido de minimizar
esta limitacao, tendo o encapsulamento dos mesmos em matrizes de maltodextrina, inulina ou proteina
de soja surgido como uma possibilidade interessante.”

Relativamente & Opuntia stricta, espécie selecionada para este trabalho, é referida na sua
Ccomposicao a presenca de apenas betanina e isobetanina igualmente encontradas na Beta vulgaris L. e
em todas as espécies opuntia. Contudo, a Opuntia stricta apresenta a maior quantidade de
betacianinas e com estabilidade superior comparativamente a extratos de frutos de outras espécies de

opuntia.e

1.7 Métodos de extracao

Entre os varios métodos de extracdo de compostos a partir de fontes vegetais no caso dos
pigmentos é frequente a utilizacdo da extracao solido-liquido. Neste método, o material vegetal é
colocado em contato com o solvente, que penetra nas células, solubiliza os metabolitos/compostos e,
por fim, difunde-se para o exterior da célula arrastando os metabolitos celulares.

A maceracdo & um processo que consiste no contato da amostra vegetal com um solvente
extrator com agitacao constante durante um determinado periodo de tempo.

Apds a extracdo, o material sélido é removido por filtracdo ou decantacdo, e o extrato é
recolhido.

Um outro processo é a extracao assistida por ultrassons, na qual o material vegetal esta em
contato com o solvente e pela acao do ultrassons ocorre a ruptura da membrana celular libertando-se
0s metabolitos nelas existentes.

A extracdo por Soxhlet é uma técnica que recorre ao uso de uma fonte de aguecimento do
solvente. A amostra vegetal colocada num cartucho de celulose e o solvente sd entra em contato com
esta quando atinge a ebulicao seguida de condensacdo. O extrato resultante ndo necessita de ser
separado do material vegetal o que facilita o processo de extracéo.

O facto de neste processo ocorrer aquecimento podera ser desvantajoso para a extracao

dos pigmentos de espécies vegetais.
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1.8  Nanoencapsulamento

A natureza instavel dos pigmentos constitui uma limitacdo a sua aplicacdo nas mais diversas
areas (alimentar, farmacéutica e cosmética). No entanto, esta limitacdo pode ser minimizada pela
incorporacao dos pigmentos em sistemas de nanoencapsulamento, como foi referido anteriormente.

0O nanoencapsulamento baseia-se na formacdo de particulas de diametro entre 1 e 1000
nanometros, podendo estas serem solidas (nanoparticulas lipossomais sélidas) ou condensadas
(vesiculas e microemulsdes). As nanoparticulas podem ser de dois tipos, ou seja, nanoesferas e
nanocapsulas, sendo que nas nanoesferas o composto é adsorvido ou encapsulado no interior da
particula. No caso das nanocapsulas o composto € imerso num liquido dentro de uma cavidade
rodeada por uma membrana polimérica ou é apenas transportado nesta mesma membrana.

O sistema de nanoencapsulamento a usar depende do tamanho, forma, natureza e possivel
aplicacao dos compostos a encapsular. No caso do encapsulamento de pigmentos para a area
alimentar, o sistema lipossomal € o mais adequado.

A maior vantagem das nanoparticulas assenta no facto de requerer reagentes pouco téxicos,
ser efetuado de forma simples, ser seguro e permitir uma taxa de eficiéncia elevada na aplicacdo, por
exemplo em sistemas terapéuticos.

Existem varios nanosistemas lipossomais, que podem ser obtidos por diferentes métodos, dos
quais foram usados neste trabalho. Estes formam estruturas multivesiculares que protegem o pigmento

da degradacao e permitem a solubilidade do mesmo aquando a sua aplicacao.

2. PRODUTOS CARNEOS

2.1 Aspetos gerais

A industria alimentar é conduzida pela busca do consumidor por produtos com elevada
qualidade, baixo processamento, minimo teor em aditivos adicionados, tempo de prateleira estavel e
seguros para a saude.

Relativamente a industria das carnes processadas, como € o caso do fiambre, a cozedura é
reconhecida como um processo de preservacao e seguranca alimentar influenciando também o sabor

do produto final e a sua cor.
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A monotorizacdo da qualidade da carne antes do processamento, considerando os fatores
intrinsecos bem como os fatores extrinsecos e as suas interacdes é um pré-requisito que determina a
qualidade do produto final. E possivel elaborar formulaces que incluem a adicdo de ingredientes e/ou
tratamentos fisicos para compensar a baixa qualidade da carne, contudo nenhuma destas técnicas

pode substituir uma carne fresca de boa qualidade.

A atividade microbiolégica de um produto carneo é influenciada pela espécie do animal, estado
de saude, praticas de abate, medidas sanitarias dos manuseadores da carcaca, tipo de embalagem,
tempo e temperatura de armazenamento. A seguranca dos alimentos € assegurada por uma
abordagem preventiva, incluindo boas praticas de higiene e aplicacao de procedimentos baseados na

analise de perigos e controlo de pontos criticos (HACCP). 414

O consumidor associa a cor vermelha brilhante a carne fresca e a cor castanha a frescura da
carne. Estas cores resultam da concentracao de mioglobina presente no musculo, do seu estado de
oxigenacao ou oxidacao, e pode variar de espécie para espécie.

Embalagens com atmosferas ricas em oxigénio séo tipicamente usadas para prolongar a cor
vermelha das carnes apdés o seu processamento. Essas embalagens sdo colocadas em cabines
refrigeradas de acesso ao consumidor. A luz existentes nestes equipamentos também afeta a cor e
estabilidade do produto carneo, pelo que este aspeto deve ser tido em consideracéo na otimizacao das

condicdes a utilizar para prolongar o tempo de prateleira de um determinado produto.

2.2 Fiambre - ingredientes e preparacéo

O fiambre ¢ um produto a base de carne, preparado a partir de carne de suino salmourada,
prensada ou ndo em moldes e sujeita a tratamento térmico. O fiambre é classificado em diferentes
categorias, designadamente fiambre da perna extra, fiambre da perna superior, fiambre da perna,
fiambre da pa e fiambre corrente.

O produto objeto deste trabalho é o fiambre corrente definido como um preparado a partir de
carne de suino a qual foram adicionados ingredientes podendo ou nao ser adicionadas proteinas nédo
carneas e amidos. Na formulacao deste tipo de fiambre, a carne de suino, a agua e/ou gelo e sal séo
considerados ingredientes essenciais, enquanto os produtos nao carneos, aromas, amidos, acucares,
geleias de cobertura e outros aditivos sdo ingredientes facultativos.

O fiambre corrente deve possuir determinadas carateristicas fisico-quimicas, respeitando as

Normas Portuguesas em vigor (NP 1612,1613,1614,1842,1846,1847 e 2150). O produto final deve
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apresentar-se sob a forma de bloco ou fatias e ao corte deve possuir uma superficie humida com
cheiro e sabor carateristicos.

A producao de fiambre corrente compreende as seguintes etapas: selecdo de matéria-prima,
desmanche, refrigeracao, preparacdo da salmoura, injecdo e tenderizacdo, massagem, enchimento,
cozedura e refrigeracdo e armazenamento

A selecdo da matéria-prima consiste em escolher pecas de carne isentas de maus cheiros,
feridas e hematomas e com estas procede-se ao desmanche removendo-se os coagulos e outras
sujidades.

A refrigeracdo compreende a colocacdo da carne numa camara, com uma temperatura entre
0° e 2°C, de modo a para prevenir o desenvolvimento bacteriano aquando de transporte da matéria-
prima para o local de transformacéo.

A preparacao da salmoura consiste na mistura dos aditivos necessarios em quantidades
adequadas, conforme a formulacao pré-definida, de modo a obter-se o produto final desejado. A agua
utilizada na salmoura deve ser fria, e para que possa atingir a temperatura ideal substitui-se 20 a 30%
da quantidade de agua por gelo, de modo a atingir a temperatura entre -2 e 2°C.

Os ingredientes que constituem a salmoura devem conferir-lhe as carateristicas seguintes:4

e Agua - aspeto humido.

e Sal - sabor, maciez, reducdo da atividade da &agua (protege contra crescimento dos
microorganismos indesejaveis) e solubilizacado das proteinas da carne.

e Proteina — aumento do contetido protéico do produto final e retencao de agua.

e Acucares - reducao da atividade da agua, promocao da cor e sabor, reducao dos nitratos a
nitritos e dificultar a reducao da mioglobina em metamioglobina.

e Fécula de batata - gelificacdo por acdo do calor formando uma rede tridimensional que
retém quantidades significativas de agua, e consequentemente aumenta o volume do produto final.

e Nitritos - conservante que origina a conversao da mioglobina a nitrosomioglobina
conferindo uma cor rosada ao produto final, concede aroma e sabor e inibe seletivamente o
desenvolvimento de microorganismos patogénicos.

e Fosfatos - aumentam a capacidade de retencdo de agua e favorecem a solubilidade das
proteinas, dado que formam complexos com ides calcio e magnésio levando ao relaxamento da rede de
proteinas devido a quebra de ligacoes.

e Espessantes/gelificantes — conferem consisténcia e textura compacta ao produto final.
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e Antioxidantes — reduzem o nitrito a 6xido nitroso formando a nitrosomioglobina e, portanto,

promovem a formacao da cor rosada e dificultam a oxidacdo das gorduras.

Apds a preparacao da salmoura, procede-se a injecao, que consiste na difusdao homogénea da
salmoura na carne, recorrendo a agulhas injetoras que possuem orificios cruzados na extremidade
para permitirem a saida da solucao. Antes de iniciar a injecdo efetua-se a medicdo da temperatura da
carne (que devera encontrar-se proxima de 5°C) e da salmoura (que devera situar-se entre os -2 e 2°C).

A tenderizacdo consiste na passagem da carne entre dois cilindros contendo laminas que
golpeiam a carne de modo que os golpes que a atingem levem a extracdo da proteina soluvel, a
distribuicao e a homogeneizacao da salmoura e também ao aumento da capacidade de absorcao de
substancias liquidas nas etapas seguintes. No final da tenderizacdo ¢ medido o pH da carne (que
devera estar compreendido entre 5,8 e 6,2).

Na massagem no bombo, os pedacos de carne sao elevados pelas saliéncias do interior do
mesmo até ao seu ponto mais alto, até cairem e o impacto da queda produz uma intensa acao
mecanica, danificando a estrutura muscular da carne. Esta etapa do processo é essencial a extracédo
da proteina soltvel, que decorre do processo de massagem, faz com que a carne fique extremamente
envolvida por uma goma de consisténcia gelatinosa, que ira auxiliar na coesao da carne durante a
cozedura e simplificara depois a remocado do produto carneo do molde.

0O enchimento consiste em colocar a massa ja massajada e maturada no interior de sacos
plasticos especificos (tripa), a partir de uma enchedora a vacuo que elimina todo o ar da mistura. Apds
o enchimento do fiambre no saco este é selado através de um sistema de colocacdo de clipes
especificos. Por fim, enformam-se em moldes metalicos e prensam-se estes para de seguida irem para
as estufas elétricas.

Na cozedura, a carne passa por uma série de fendmenos fisico-quimicos, bioguimicos e
microbiolégicos que vao definir a qualidade do produto, as suas carateristicas organolépticas e
assegurar a estabilidade microbiologica. Por isso, sao definidos temperaturas e tempos no processo de
cozedura de forma a garantir a esterilidade do produto final.

O processamento térmico é sucedido por alteracdes fisicas da textura da carne devido a
solubilizacdo do colagénio em gelatina, alteracdes fisicas da forma e homogeneidade da carne
resultando na ligacéo da carne, formacao de um sabor e aparéncia Unicos e aumentar a estabilidade
do produto e tempo de prateleira.

0 fiambre deve ser submetido a uma temperatura de 75°C durante cerca de seis horas e meia

até o seu interior atingir 72°C de modo a garantir os beneficios inerentes ao tratamento térmico. Nesta
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etapa da-se a coagulacao das proteinas musculares formando-se um bloco gelificado, a desnaturacéo
das fibras degradadas durante a massagem favorecendo a sua compactacao e formacédo de uma rede
tridimensional capaz de reter agua, conferindo ao produto acabado consisténcia, firmeza e coesao.
Desenvolve-se também o aroma e o sabor carateristicos e a estabilizacdo da cor do produto.

Apds a cozedura, o fiambre é arrefecido com um duche de agua fria durante cerca de uma
hora, com o intuito de reduzir a temperatura interna do produto para os 40 — 50°C. Seguidamente, o
produto ¢ encaminhado para uma camara de refrigeracdo, onde permanece durante doze horas a
cerca de 0°C para diminuir gradualmente a temperatura interna até aos 4°C. Esta temperatura deve
ser atingida o mais rapido possivel, uma vez que a temperaturas abaixo dos 4°C sao eficazes contra
microrganismos sobreviventes ao tratamento térmico.

Os produtos nunca devem ser colocados numa camara de refrigeracdo sem antes terem
passado pelo duche de agua fria, dado que a dgua presente nas camadas mais superficiais do produto
iria solidificar, enquanto o interior permaneceria quente, o que levaria a formacdo de exsudado. O
armazenamento do produto ¢é efetuado em camaras de refrigeracdo entre os 0 e 5°C.

A cor da carne é influenciada por fatores intrinsecos (pH, potencial de oxidacao-reducéo,
atividade enzimatica) e extrinsecos (aditivos, acidificacdo e aquecimento) durante o processamento e

alterando o racio das diferentes formas da mioglobina. s

2.3 A cor da carne

A mioglobina é uma proteina monomérica globular composta pela proteina globina associada
a um grupo heme. Este grupo heme consiste num anel de porfirina condensado com um atomo de
ferro (Fez). O ferro pode formar seis ligacdes sendo que quatro dessas ligacdes ocorrem a atomos de
nitrogénio da porfirina, uma outra a globina e a sexta ligacao pode ser efetuada com oxigénio, agua ou
oxido nitrico o que determina o estado de oxidacdo da mioglobina e consequentemente afeta a cor da
carne.
A mioglobina pode existir em trés formas: desoximioglobina (cor roxa) que é rapidamente
oxigenada a oximioglobina (cor vermelha) quando exposta ao ar e metamioglobina (cor acastanhada)

que resulta da oxidacao do Fe> a Fe* da mioglobina, que ocorre a medida que a carne vai maturando.
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O nitrito € um agente oxidante da mioglobina, provavelmente a reacao inicial consiste na
conversao da mioglobina e oximioglobina em metamioglobina. O odxido nitrico pode combinar-se com a
metamioglobina originando a nitrosometamioglobina, que pode reduzir-se a nitrosomioglobina.

A nitrosomioglobina ¢ originada pela desnaturacdo da parte protéica da mioglobina, mantendo-
se intacta a estrutura do grupo heme com a ligacdo ao dxido nitrico. A cor do nitroso hemocromo &
rosa, em contraste com a nitrosomioglobina que possui uma cor mais avermelhada. O nitroso
hemocromo € estavel ao calor, porém instavel a luz e oxidacoes.

Contudo, é necessario ter em atencao os limites da adicao do nitrito, dado que niveis elevados
de nitrito podem resultar num aspeto esverdeado do produto carneo. Em produtos como o fiambre, o
nitrito adicionado é oxidado a nitrato, deixando de atuar no desenvolvimento da cor do produto final.

O pH do musculo esta relacionado com o estado bhioquimico do mesmo no momento do abate
do animal e, apd6s o desenvolvimento do rigor mortis, contribuindo para a cor da carne e
posteriormente do produto final.

A diminuicao do fornecimento de oxigénio decorrente do abate resulta na conversdo do
glicogénio em é&cido lactico e consequentemente o pH diminui. Este processo de acidificacdo muscular
inativa as enzimas glicoliticas.

A carne de suino com pH elevado (pH 6) exposta a tratamento térmico apresenta cor vermelha
mais intensa que a carne a pH ligeiramente inferior (pH 5.5) sugerindo que a quantidade de mioglobina
desnaturada é reduzida na carne, a pH mais elevado, a uma determinada temperatura.

Trout comprovou que entre 55 e 83°C, a presenca de cloreto de sodio e tripolifosfato de sédio
aumentam a percentagem de mioglobina desnaturada e concluiu que a cor rosa que se encontra em
carne cozinhada com pH elevado esta relacionada com a desnaturacao incompleta da mioglobina a
baixas temperaturas (70°C).

A perda de cor de produtos carneos & muito influenciada pela luz, pois produtos contendo
complexos de o6xido nitrico, como é o caso do fiambre, sdo suscetiveis a fotélise reduzindo a alterando
a cor.

O oxigénio permite manter a mioglobina na forma oxigenada — oximioglobina. No entanto, em
atmosfera rica em oxigénio existe a promocao da oxidacao lipidica desenvolvendo sabores indesejados
e diminuindo a consisténcia do produto carneo. Por este motivo, devera ser encontrado um equilibrio
entre 0 que se pretende a nivel sensorial (cor) e a seguranca do produto para a saude humana. A
medicao e controlo de determinados parametros, como pH e temperatura sdo essenciais para a

obtencao do produto pretendido pelo produtor e consumidor com o maximo de seguranca.
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A importancia da cor no aspeto/atratividade dos produtos pelo consumidor, designadamente
de produtos carneos processados, como o caso do fiambre corrente € muito significativa. A estratégia
para a obtencdo da melhor cor possivel deve focar-se, tal como referido anteriormente, no controlo
restrito de todos os parametros que afetam a qualidade/estabilidade da matéria-prima, assim como na
execucdo e controlo rigoroso de todas as restantes etapas da producédo do fiambre.

Devido a composicdo do fiambre corrente e a todo o seu processamento a cor final ndo é a
mais atrativa. Por outro lado, a legislacdo portuguesa nao permite a utilizacdo de corantes sintéticos
(eritrosina, vermelho allura AC, carmoisina, vermelho cochineal A, amaranto e vermelho 2G) e mesmo
corantes naturais (carmim de cochonilha) no fiambre corrente. Assim, o desafio do presente trabalho
consistiu na obtencdo de uma cor mais atrativa para este tipo de fiambre, que no caso de ser

conseguida seria uma mais-valia para a empresa Primor.

2.4 Plano e objetivos

O objetivo deste trabalho foi a obtencado de pigmentos rosa/vermelhos a partir de espécies
vegetais para aplicacdo em fiambre corrente de modo a tornar a sua cor/aspeto mais apelativo ao
consumidor.

Nesse sentido foram escolhidas as espécies Raphanus sativus L. (rabanete) Roselle sabdariffa
.L. (hibisco), Beta vulgaris L. (beterraba) e Opuntia stricta (opuntia). Foram obtidos extratos usando
diferentes sistemas de solventes, os quais foram parcialmente caraterizados por diferentes técnicas
analiticas, designadamente espectroscopia de UV/Visivel, e RMN (H e =C), HPLC-DAD e
espectrometria de massa. A actividade bioldgica destes extratos, nomeadamente citotoxica, foi
avaliada.

O encapsulamento dos extratos foi realizado em sistema lipidicos e em matrizes de
maltodextrinas de modo a melhorar a estabilidade destes pigmentos ao longo do processo de producao
do fiambre.

A aplicacao dos extratos antes e apos encapsulamento foi efetuada na Primor em fiambre
corrente, a escala piloto segundo os procedimentos habitualmente usados na empresa na preparacao
do mesmo.

Estudos colorimétricos das solucdes aquosas dos extratos, assim como em amostras de

fiambre resultantes da aplicacao dos extratos das diferentes espécies, assim como do corante de
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cochonilha, como modelo, embora nao permitido pela legislacdo no fiambre, em comparacao com o
fiambre nao tratado foram efetuados.
Foi possivel chegar a uma formulacdo com o extrato de Befa vuigaris L. foi 0 que apresentou

no fiambre uma tonalidade aproximada a pretendida e que se apresenta promissora.
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2.1  Procedimentos gerais

Os espetros de ressonancia magnética nuclear foram determinados no aparelho Bruker Avance
II1 400 numa frequéncia de 400 MHz para 'H e 100,6 MHz para =C, usando o pico de solvente como
referéncia interna, a 25°C. Os desvios quimicos sado referidos em ppm, utilizando como referéncia o
valor o« Me.Si = 0 ppm, e as constantes de acoplamento (J) surgem em Hz. A atribuicao dos sinais de
H e =C foi efetuada por comparacao dos desvios quimicos, multiplicidade dos picos e valores de J.
Foram ainda usadas técnicas de desacoplamento de dupla ressonancia, assim como de correlacao
espetroscopica heteronuclear bidimensional, nomeadamente HMQC e HMBC. Os solventes deuterados
usados foram dimetilsulfoxido-at e agua-¢ com grau de deuteracdo superior a 99,8%, da euriso-top® ou
da Acros Organics.

Os espetros de ultravioleta/visivel (200-800 nm) foram obtidos num espectrofotometro
Shimadzu UV/3101PC ou UV 2501PC (nos ensaios de nanoencapsulamento).

Os espetros de massa de baixa resolucdo foram efetuados num Finnigan LXQ.

Na liofilizacdo dos extratos usou-se num liofilizador Alpha 1-4 LD Plus — Christ durante 4/5 dias
e posteriormente armazenados em exsicador.

As medicdes colorimétricas foram efetuadas utilizando o Sistema CIELab (L* (luminescéncia),
a* (coloracdo verde/vermelha) e b* (coloracdo azul/amarela)), num colorimetro Konica Minolta
Chroma Meter CR-400/410.

Para o encapsulamento foi usado, uma mistura comercial de lipidos, lecitina de soja
(Sternchemie) contendo (% mol/mol) 22% de fosfatidilcolina, 20% de fosfatidiletanolamina, 20%
defosfatidilinositol e 10% de acido fosfatidico como componentes principais, com uma concentracdo de
1x102 M). Os amicons usados foram Amicon Ultra, Millipore. A maltodextrina (DE20) ¢ uma mistura
comercial da Prozis, constituida por maltodextrina e pode conter vestigios de ovo, leite, soja e gluten.

Os reagentes usados foram produtos p.a. ou para sintese das empresas Sigma-Aldrich, BDH
Chemicals e Acros Organics e os solventes usados foram produtos p.a. fornecidos pela Fisher
Chemical, Panreac e Carlo Erba.

Os estudos de atividade biologica em células do adenocarcinoma gastrico (AGS) foram
efetuados no REQUIMTE, Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto.

As andlises de HPLC-DAD foram efetuados no REQUIMTE, Faculdade de Farmacia da
Universidade do Porto.

As analises de UHPLC-ESI-Q-TOF (timsTOF) foram efectuadas na Unidad de Espetrometria de

Massa e Protedmica, CACTUS, em Santiago de Compostela, Espanha.
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2.2 Obtencao de extratos

2.2.1 Material vegetal

O material vegetal do Raphanus sativus L.; Roselle sabdarifia L.; Beta vulgaris L. e Opuntia
stricta foram adquiridos comercialmente, nas formas frescas (Raphanus sativus L.; Beta vulgaris L. e
Opuntia stricta) e na forma desidratada (Roselle sabdariffa L.).

A Opuntia stricta, foi colhida e enviada em Maio de 2019 pela empresa Opuntia Farm situada
em Portalegre, Portugal.

Foram utilizadas diferentes partes das espécies vegetais selecionadas. A Bela wulgaris L. e
Opuntia stricta foram descascadas e o seu interior foi cortado em pequenos pedacos. O Raphanus
sativus L. foi descascado e apenas a casca foi utilizada para extracdo. O Roselle sabdariffa L foi

utilizado diretamente na forma em que foi adquirido.

2.2.2 Procedimento geral de extracao

A matéria vegetal (Raphanus sativus L.; Roselle sabdariffa L.; Beta vulgaris L. e Opuntia stricta)
foi adicionado o sistema de solventes correspondente na proporcdo pretendida, sem ou com abrigo de
luz (no escuro) e a mistura resultante foi mantida, sem ou com agitacdo magnética, a temperatura e
durante o tempo indicados na Tabela 3.

Apods esse periodo, as misturas foram filtradas, tendo sido descartado o material vegetal e o
filtrado foi sujeito a evaporacédo (com excecdo da Opuntia stricta) em evaporador rotativo (temperatura
do banho a 40°C) de modo a remover os solventes volateis.

No caso da Opuntia stricta, o filtrado foi submetido a centrifugacdo numa centrifuga Hermle
Z300 a 500 rpm durante 16 minutos. A mistura resultante foi evaporada, tal como foi referido
anteriormente.

Em seguida, os extratos foram congelados a -80°C e liofilizados no liofilizador Alpha 1-4 LD
Plus - Crist durante quatro/cinco dias, resultando nos extratos secos correspondentes que foram

armazenados num exsicador.

Tabela 3. Sistemas de extracdo realizados no Raphanus sativus L.; Roselle sabadarifia L.; Beta vulgaris
L. e Opuntia stricta.
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Racio Duracdo  Condicdes de
Espécie Ensaio  Sistema de solventes (v/v) Bibliografia®
(g/mL)- (h) extraccao
Raphanus 1 Agua:Acido acético (95:5)  1:4 18 Escuro 97
sativus L 4°C
Roselle 2 Etanol: Acido acético 1:2 72 Escuro 123
sabdariffa (80:20) 4°C
L. 3 Agua: Etanol: Acido acético  1:2 72 Escuro 123
(70:29,7:0,3) 4°C
Beta 4 Agua 1:3 0,75 Escuro 131
vulgaris L. Aquecimento até
100°C
5 Agua: Etanol (25:75) 1:25 48 Escuro
T.a.
6 Agua: Etanol (50:50) 1:2 1,5 Escuro 134
TA
Ultrassons
7 Agua: Etanol: Acido 1:2 48 Escuro 68
Cloridrico (66,6:33:0,33) T.a.
8 Agua: Etanol: Acido acético  1:2 48 Escuro 5
(66,6:33:0,33) Ta.
Opuntia 9 Agua 1:5 2 Escuro 69
Stricta T.a.
Agitacdo (200rpm)
10 Etanol: Agua (1:1) 1:5 0,33 Escuro 93
T.a.
Agitacao (200rpm)
11 Agua: Etanol: Acido acético  1:5 0,33 Escuro 5
(66,7:33:0,3) Ta.

Agitacao (200rpm)

= Racio de matéria vegetal: solvente; ® Referéncias usadas na escolha das condicdes experimentais dos

diferentes ensaios
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2.3 Caraterizacao dos extratos

2.3.1 Estudos de UV/Visivel

As propriedades de absorcdo de radiacdo UV/Visivel dos extratos obtidos de Raphanus
sativus L.; Roselle sabdariffa L.; Beta vulgaris L. e Opuntia stricta foram determinadas apos extracao,
diretamente no sistema de solventes, (0,2 mL) diluindo em agua (2,8 mL) e apos liofilizacdo por
dissolucdo do extrato sélido (4-6 mg) em agua (3 mL).

Pela aplicacdo da equacdo 1 e 2 aos resultados de absorvancia foram calculadas as

quantidades de antocianinas e betalainas presentes nos extratos obtidos, respetivamente.

Quantificacdo das antocianinas

A quantificacdo total de antocianinas (QA) nos extratos de Raphanus sativus L. e Roselle
sabdariffa L. foi calculada usando as equacdes 1:%2 QA (mg/L) = (A x FD x Mr x 1000)/ € I (1),
onde A é a absorvancia maxima corrigida pela absorcao a 600 nm sendo 512 nm (Raphanus sativus
L.) e 519 nm (Roselle sabdariffa L.), FD é o fator de diluicdo e | é a distancia percorrida da radiacao
através da cuvete (1 cm). Foram usados os valores de massa molecular (Mr) e coeficiente de extingao
molar (g) da pelargonidina-3-glucosido pertencente ao Raphanus sativus L. (Mr = 433,2 g/mol; € =
31600 L/mol cm) e da cianidina-3-sambubidsido do Aoselle sabdarifia L. (Mr = 449,2 g/mol; € =
26900 L/mol cm).

Quantificacdo das betalainas

A quantidade de betalainas (QB) nos extratos de Befa wuigaris L. e Opuntia stricta foi calculada
usando a equacdo 2:#= QB (mg/L) = (A x FD x Mr x 1000)/ € x | (1), onde A ¢ a absorvancia maxima
corrigida pela absorcdo a 600 nm, FD ¢ o fator de diluicdo e | € a distancia percorrida da radiacéo
através da cuvete (1 cm). Para a quantificacdo das betacianinas e betaxantinas, foram usados os
valores das massas moleculares (Mr) e coeficientes moleculares (g) da betanina (Mr = 550 g/mol; € =
60000 L/mol cm em agua; A = 538 nm), e da indicaxantina (Mr = 308 g/mol; € = 48000 L/mol cm

em agua; A = 480 nm),
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2.4 Estudos de nanoencapsulamento

2.4.1 Nanoencapsulamento em lipossomas

Para os estudos de nanoencapsulamento em lipossomas foram usados os extratos de
Raphanus sativus L.; Roselle sabdariffa L.; Beta vulgaris L. e Opuntia stricta liofilizados.

Foram realizadas diluicdes de concentracdes 2x10s - 50x104 mg/mL para calcular a curva de
calibracdo e determinacao da eficiéncia de encapsulamento.

Os lipossomas foram preparados pelo método de injecao etanolica e hidratacéo lipidica usando
uma mistura comercial de lipidos, lecitina de soja Sternchemie) contendo (% mol/mol) 22% de
fosfatidilcolina, 20% de fosfatidiletanolamina, 20% de fosfatidilinositol e 10% de acido fosfatidico como
componentes principais, com uma concentracdo de 1x10: M. No método de injecdo etanodlica foi
adicionado 2x10® g/mL de extrato a mistura lipidica e em bomba de nitrogénio foi evaporado o
solvente. Apos a evaporacao, adicionou-se cerca de 0,75 L de tetrahidrofurano (TFH) e 0,75 uL de
etanol. Sob vortex adicionou-se a mistura a 3 mL de agua destilada e a solucéo resultante foi colocada
em tubos Amicon e centrifugada (Universal 320 Hettich Zentrifugen) durante 10 minutos a 3000 rpm.

Para a hidratacdo lipidica foi adicionada lecitina de soja (60x10° g) a etanol (3 mL) e
evaporada a mistura na bomba de nitrogénio. Foi adicionado & mistura lipidica 10x10 g/mL da
solucdo aquosa de extrato, anteriormente dissolvida em 5 mL de agua destilada. Esta solucéo foi
colocada no vértex durante 5 minutos e no sonicador (Misonix) também durante e 5 minutos. Em
seguida, a mistura resultante foi centrifugada em tubos Amicon durante 10 minutos a 3000 rpm. s

Desta centrifugacéo resultou uma fracado encapsulada (retida no filtro do Amicon) e outra nao-
encapsulada (sobrenadante). Ambas as fracdes foram recolhidas e com o auxilio do espetrofotémetro
UV-Visivel (Shimadzu UV-3600 Plus) foram obtidos espetros de absorcao.

A absorvancia das fracdes foi medida e as concentracdes dos pigmentos encapsulados e néo
encapsulados foram determinados pela lei de Beer-Lamber (3)) e pela curva de calibracao
anteriormente obtida.

A=exlxc (3)

A eficiéncia de encapsulamento, EE (%), foi calculada pela equacdo abaixo:

Quantidade total-Quantidade néo encapsulada

EE (%) = ‘
Quantidade total

x100 (4)
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2.4.2 Nanoencapsulamento em maltodextrina (DE20)

Para os estudos de nanoencapsulamento em maltodextrina (DE20) foram usados os extratos
de Raphanus sativus L.; Roselle sabdariffa L.; Beta vulgaris L. e Opuntia stricta.

Foi adicionada extrato liofilizado (0,5 g) a agua destilada (3 mL) e posteriormente, sob agitacao,
adicionou-se maltodextrina (3 g). A mistura resultante foi centrifugada (Hemle Z-300) a 500 rpm
durante 16 minutos e posteriormente submetida a liofilizacdo e com base na massa final obtida foi

calculado o rendimento de encapsulamentos.

. massa final apds liofilizagao
Rendimento de encapsulamento (%) = : £

X 100 (5)

massa inicial (maltodextrina+ extrato)

2.5 Aplicacdo dos extratos no fiambre

Foram pesados os ingredientes que compdem a salmoura e as diferentes carnes a incorporar o
fiambre. Preparou-se a salmoura e adicionou-se o extrato escolhido. Efetuou-se a medicao da
temperatura e pH da mistura resultante. Posteriormente adicionou-se a carne e com a ajuda de um
robd de cozinha (Yammi) envolveu-se a mistura de forma a torna-la homogénea.

De seguida, procedeu-se ao embalamento da mistura resultante em tripa de plastico e
enformou-se em recipientes metalicos, tendo sido mantida em repouso durante 12 horas a 4°C.

Apds o repouso procedeu-se ao cozimento da pasta a 75°C, o qual fica completo quando o
nucleo atinge os 72°C. Nessa altura colocou-se o fiambre rapidamente em gelo de modo a atingir
rapidamente os 4°C e reservou-se a baixas temperaturas (5°C) durante 24 horas. No final deste
periodo desenformou-se o fiambre e colocou-se no frio a 4°C até ser utilizado nos ensaios

colorimétricos.

2.6 Analise colorimétrica

A cor foi analisada usando o sistema CIELab. Os valores parametros da cor, designadamente
L* (luminosidade), a* (coordenada verde versus vermelho; +a indica vermelho e —a indica verde) e b*
(coordenada azul versus amarelo; +b indica amarelo e b indica azul) foram determinados num bloco

de calibracao branco usando um Konica Minolta Chroma Meter CR-400/410.
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As amostras dos extratos liofilizados (8 mg) foram analisadas em solucao aquosa (8 mL), de
concentracdao 1 mg/mL.

As amostras de fiambre, sem e com adicdo de extratos na formulacdo usada na sua
preparacdo, foram cortadas em fatias de cerca de 1,5 mm.

As medicoes das cores foram efetuadas numa placa de Petri transparente (5 cm?), para onde
foram transferidas as solucdes, ou a fatia de fiambre a analisar. Cada amostra foi analisada em cinco

pontos distintos.
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54



3.1 Selecao das espécies vegetais

De modo a tornar o fiambre da perna um produto carneo mais apelativo ao consumidor,
sao necessarias melhorias, ao nivel da coloracao, que resultem na obtencao de um produto final com
uma cor mais rosada.

0 carmim de cochonilha é um corante que existe no mercado capaz de conferir cor rosada aos
produtos onde ¢ adicionado. Contudo, no seguimento da legislacdo portuguesa, este ndo pode ser
aplicado ao fiambre da perna. Em alternativa a este corante, o uso de um corante natural que
preencha os requisitos necessarios para a aplicacdo em causa surge como um tdpico interessante e
atual.

Na natureza existem diversos pigmentos de coloracdes muito variadas, contudo, para a
obtencao da cor pretendida sao desejaveis os pigmentos vermelhos/rosados, designadamente da
classe das antocianinas e betalainas.

Para este projeto, e na procura de fontes naturais de pigmento vermelhos/rosas foram
escolhidos o Raphanus sativus L. (rabanete), Roselle sabdariffa L. (hibisco), Beta vulgaris L. (beterraba)
e Opuntia stricta (opuntia). Como referido anteriormente, os pigmentos vermelho/rosa que entram na
composicao do Raphanus sativus L. e Roselle sabdarifia L. sdo antocianinas e na Befa vulgaris L. e
Opuntia stricta sdo betalainas. Especificamente, destacam-se no Raphanus sativus L. a pelargonidina e
no Roselle sabdariffa L. a cianidina e delfinidina. Na Beta vulgaris L. e Opuntia stricta é referida a

presenca de betanina, isobetanina e vulgaxantina (1 e Il).

3.2 Obtencao de extratos

A extracao dos pigmentos a partir das fontes naturais efetuada neste trabalho teve por base
estudos reportados na literatura, designadamente relativos ao método, sistemas de solventes e outras
condicoes experimentais aplicadas. Para além disso, foi também tida em conta a legislacao em vigor
de modo que todo o processo fosse seja concordante e dentro do que é permitido para a industria
alimentar.

Para a obtencao de extrato de Raphanus sativus L. foi utilizada este vegetal fresco e apenas a
sua casca foi colocada em contato com o solvente. A extracao de pigmentos foi realizada com agua
destilada acidificada com acido acético (95:5; v/v) a 4°C, na auséncia de luz durante 18 horas. Estas

condicoes experimentais usadas sao suportadas pela literatura, que menciona a natureza instavel das
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antocianinas a valores de pH neutros e/ou basicos, assim como, a instabilidade destes pigmentos a
temperatura e luz.

Relativamente ao extrato de Aoselle sabdariffa L., este resultou da adicdo do mesmo
desidratado de uma solucdo de etanol e acido acético (80:20; v/v) ou de solucdo aquosa de etanol
acidificado com é&cido acético (70:29,7:0,3; v/v). A extracdo decorreu a 4°C, na auséncia de luz e
durante 72 horas. Na obtencdo deste extrato e, dado que contém pigmentos da mesma classe que o
anterior, foram tidos em consideracdo os mesmos parametros, nomeadamente o pH, dado que as
antocianinas presentes sdo estaveis e existem nesta flor em pH acido

No caso da Beta vulgaris L., para a obtencdo dos extratos foram testados varios sistemas de
solventes, tendo sido também variadas as restantes condicdes experimentais, dado que os pigmentos
presentes na sua composicao, as betalainas apresentam uma maior estabilidade a temperatura
comparativamente as antocianinas obtidas neste trabalho a partir do Aaphanus sativus L. e Roselle
sabdariffa L., como referido anteriormente. Assim, a Befa wvulgaris L. descascada e cortada em
pequenos pedacos, foi inicialmente submetida a extracdo com agua destilada e a mistura na auséncia
de luz, foi aquecida até aos 100°C. Atingida essa temperatura, o correspondeu a aproximadamente 45
minutos, o ensaio foi interrompido. A cor do extrato resultante deste ensaio, apés um determinado
periodo de tempo, alterou-se, pelo que o mesmo foi rejeitado.

Em seguida, foi efetuado outro ensaio utilizando uma solucédo de agua e etanol (25:75; v/v), ao
abrigo da luz, a temperatura ambiente, durante 48 horas. Posteriormente, usando novamente o
sistema de solventes agua/etanol (50:50; v/v), mas aumentando a quantidade de agua, decidiu-se
usar o ultrassons (J. P. Selecta), a temperatura ambiente, tendo sido a mistura sonicada durante 90
minutos. A utilizacdo de sistemas de extracdo acidicos foi também considerada, tendo sido usada num
dos ensaios uma solucao aquosa de etanol com adicdo de acido cloridrico (66,6:33:0,33; v/v) e no
outro ensaio a acidificacdo ocorreu com acido acético, tendo ambos os ensaios sido mantidos ao
abrigo da luz, a temperatura ambiente, durante 48h.

Para a extracdo de betacianinas da Opuntia stricta, os ensaios decorreram a temperatura
ambiente e na auséncia de luz, de modo a potenciar a estabilidade destes pigmentos no extrato
resultante. Assim, os extratos foram obtidos a partir do fruto descascado, usando como sistemas de
solventes, num primeiro ensaio apenas agua destilada, com agitacdo durante 2 horas e nos outros dois
ensaios solucdes de agua/etanol (1:1; v/v) sem ou com adicdo de acido acético (66,7:33:0,3; v/v), e

agitacao por 20 minutos em ambos 0s casos.
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O racio material vegetal/solvente [m (g)/v (mL)] variou de 1:25 a 1:50, tal como indicado na
Tabela 3.

Apds remocao do material vegetal, as solucdes resultantes dos processos de extracao do
Raphanus sativus L., Roselle sabdariffa L. e Beta vulgaris L. com os diferentes sistemas de solventes,
foram submetidas a evaporacao parcial (com excecdo dos casos em que foi usada apenas agua) sob
pressdo reduzida, de modo a remocao dos solventes mais volateis. No caso da Opuntia stricta, a
evaporacao ocorreu apenas apos centrifugacdo. Posteriormente, as solucdes foram congeladas a -80°C
e liofilizadas originando os respetivos extratos solidos.

As percentagens da massa de extrato em funcdo da massa de matéria vegetal de partida
variaram nas diferentes espécies/condicdes experimentais usadas (Tabela 3), tendo sido obtido valores
maximos entre aproximadamente 4 e 35%; Raphanus sativus L. (3,6%), Roselle sabdariffa L. (35%),
Beta vulgaris L. (8,7%) e Opuntia stricta (7,0%) (Tabela 4).

Os extratos obtidos apos remocao da matéria vegetal solida e solucdes aquosas obtidas com os
extratos liofilizados foram submetidos a estudos preliminares de estabilidade a diferentes parametros
fisico-quimicos (pH, temperatura e exposicdo a radiacdo), tendo os resultados obtidos sido

considerados ao longo deste trabalho nos diferentes estudos efetuados.

Tabela 4. Percentagens massicas de extrato liofilizado obtidas para o Raphanus sativus L., Roselle
sabdariffa L., Beta vulgaris L. e Opuntia stricta nos ensaios 1, 3, 8 e 11 indicados na Tabela 3.

Espécie Ensaio % Massico (m/m)
Raphanus sativus L. 1 3,6

Roselle sabdariffa L. 3 35

Beta vulgaris L. 8 8,7

Opuntia stricta 11 7

Os extratos obtidos foram parcialmente caraterizados por diferentes técnicas analiticas,
designadamente espetroscopia de UV-visivel, RMN, HPLC-DAD e espetrometria de massa de baixa e
alta e resolucao.

Os extratos liofilizados das espécies foram usados em estudos de nanoencapsulamento com
diferentes sistemas lipidicos, designadamente lipossomas e maltodextrina (DE20) e determinadas

eficiéncias/rendimentos de encapsulamento.
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Foram também submetidos a estudos de citotoxicidade em células do adenocarcinoma do
estdbmago (AGS), através de uma colaboracéo existente no ambito do projeto de investigacdo em que se
insere este trabalho.

Atendendo ao objectivo final desta dissertacdo, os extratos sélidos foram usados na preparacao
de fiambre da perna, em estudos efetuados na empresa Primor. Amostras do fiambre obtido com os
extratos das diferentes espécies foram avaliadas relativamente a coloracéo obtida por observacao visual
direta e analise colorimétrica usado o sistema CIELab, em comparacdo com as correspondentes

solucOes aquosas obtidas por dissolucdo dos solidos usados nesses ensaios apenas em agua.

3.3 Caraterizacao dos extratos

3.3.1 Estudos de absorcao de UV/Visivel

As solucdes obtidas apds remocado da matéria vegetal, diluidas com agua destilada (0,2:2,8;
v/v)), assim como as solucdes aquosas preparadas a partir dos extratos solidos liofilizados, foram
analisadas por espetroscopia de UV-Visivel. Os espetros obtidos sdo apresentados e discutidos em

seguida.

Raphanus sativus L.

O espetro de absorcdo do extrato de Raphanus sativus L. apds remocdo do material vegetal e
diluicdo com agua destilada (0,2:2,8 v/v; pH 2,32) (Figura 10 A), apresenta na regido do visivel uma
banda com um maximo de absorcao a 507 nm, o que é coincidente com o que & mencionado na
literatura, correspondente a presenca de pigmentos de antocianinas.

No espetro da solucdo aquosa preparada a partir do extrato de Raphanus sativus L. solido
liofilizado (concentracédo 1,67x10% g/mL) surge igualmente uma banda com absorcdo maxima a 507

nm, no entanto, menos estruturada que no espetro anteriormente referido (Figura 10 B).
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Figura 10. Espetros de absorcdo do extrato de Raphanus sativus L. apés remocao do material vegetal e
diluicdo com agua destilada (0,2:2,8; v/v)) (A) e solucdo aquosa preparada a partir do extrato sélido
liofilizado (concentracédo 1,47x102 g/mL) (B)

Atendendo a que os extratos eram para incorporacao no fiambre da perna e que a preparacao
do mesmo se inicia com a preparacao da salmoura, onde os extratos seriam adicionados, foram
efetuados ensaios preliminares que consistiram na adicdo das solucdes de extrato obtidas apos a
remocao do material vegetal e por adicdo do extrato sélido resultante da liofilizacdo a salmoura obtida
diretamente da empresa Primor € com a mesma composiCcdo a usar nos ensaios posteriores com
fiambre.

A Figura 11 mostra para o caso do Raphanus sativus L. a comparacado das cores da solucao de
extrato obtida apds remocao do material vegetal (A) e da salmoura apds a adicdo desse extrato (B),

assim como do extrato sélido decorrente da liofilizacdo (C).

A B C

@}":—F @

Figura 11. Solucéo de extrato de Raphanus sativus L. apés a remocao do material vegetal (A) e adicao
a salmoura (B). Adicao do extrato sélido resultante da liofilizacao a salmoura (C).

Por comparacao visual, verifica-se que as cores obtidas na salmoura sao diferentes nas duas
situacdes, o que podera estar relacionado com a variacdo do pH, que é de aproximadamente 5,8 na

salmoura e com a presenca de varios componentes nesta mistura.
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Roselle sabdariffa L.

O espetros de absorcao dos extratos de Roselle sabaariffa L. apds remocado do material vegetal
e diluicdo com agua destilada (0,2:2,8 v/v; aproximadamente pH 1,6 para ambas as solucdes) (Figura
12 A e B), apresentam na regido do visivel uma banda com um maximo de absorcdo a 531-542 nm
(ensaios 2 e 3, Tabela 3). Atendendo a que se partiu da mesma quantidade de matéria vegetal e racio
matéria vegetal/solvente (m/v), o valor da absorvancia maxima obtido é superior no sistema
agua/etanol/éacido acético (70:29,7:0,3; v/v), pelo que se decidiu usar o extrato sélido resultante da

liofilizacdo com esta composicdo de solventes nos estudos posteriores com fiambre.
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Figura 12. Espetros de absorcao dos extratos de Roselle sabdariffa L. apos remocdo do material vegetal
e diluicdo com agua destilada (0,2:2,8; v/v)) correspondentes aos ensaios 2 (A) e 3 (B) da Tabela 3 e
solucdo aquosa preparada a partir do extrato soélido liofilizado correspondente ao ensaio 3 (C)

(concentracao 1,73x10%g/mL).
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O espetro de UV/Visivel da solucdo aquosa preparada a partir desse extrato solido liofilizado
(concentracao 1,67x10° g/mL), mostra que o comprimento de onda de absorcdo maxima se desviou
hipsocromicamente para 519 nm (Figura 12 C), o que resultou da alteracdo do solvente e pH devidos a
liofilizacao e posterior dissolucao apenas em agua destilada (pH cerca de 5.5). O valor assim obtido vai
de encontro ao que é mencionado na literatura relativamente ao comprimento de onda de absorcao

maxima carateristico das antocianinas presentes no hibisco.s:

Figura 13. Solucdes de extrato de Roselle sabdariffa L. apos a remocdo do material vegetal, relativas
aos ensaios 2 e 3 (Tabela 3) (A, B) e adicdo de ambos a salmoura (C, D). Adicdo do extrato solido
resultante da liofilizacdo da solucéo do ensaio 3 a salmoura (E)

Por comparacdo visual, verifica-se que a cor obtida na salmoura com o sistema
agua/etanol/éacido acético (70:29,7:0,3; v/v) (Figura 13 E) é a mais intensa. A adicdo a salmoura do

extrato solido obtido por liofilizacdo dessa mesma solucdo resultou num tom rosado diferente.

Beta vulgaris L.

A Figura 14 mostra os espetros de absorcdo dos extratos de Beta wuigaris L. apds remocao do
material vegetal e diluicdo com agua destilada (0,2:2,8 v/v) dos cinco ensaios efetuados, com os
diferentes sistemas de solventes, designadamente agua (ensaio 4 da Tabela 3, A), agua/etanol 25:75
(ensaio 5 da Tabela 3, B), agua/etanol 50:50 (ensaio 6 da Tabela 3, C), agua/etanol/acido cloridrico
66,6:33:0,33 (ensaio 7 da Tabela 3, D) e agua/etanol/acido acético 66,6:33:0,33 (ensaio 8 da Tabela
3, E). Da observacdo desses espectros é possivel verificar a presenca de bandas com maximos de
absorcao na regiao 531-537 nm, que sugerem a presenca de betacianinas, a 478- 485 nm indicadores
da presenca de betaxantinas e 257-268 nm referentes ao L-leucodopacromo (ndo mostrado no grafico
correspondente). Atendendo a que se partiu da mesma quantidade de matéria vegetal e racio matéria
vegetal/solvente (m/v) (com excecdo do ensaio 5 em que o valor foi ligeiramente superior), o valor da
absorvancia maxima obtida é superior no sistema agua/etanol/acido acético (66,6:33:0,33; v/v), pelo
que se decidiu usar o extrato solido resultante da liofilizacao com esta composicdo de solventes nos

estudos posteriores com fiambre (Figura 14 F).
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Figura 14. Espetros de absorcéo dos extratos de Beta vuigaris L. apos remocdo do material vegetal e
diluicdo com agua destilada (0,2:2,8; v/v) correspondentes aos ensaios 4 (A), 5 (B), 6 (C) e 7 (D) e 8
(E) da Tabela 3 e solucdo aquosa preparada a partir do extrato sélido liofilizado correspondente ao

ensaio 8 (F) (concentracdo 2,07x102 g/mL).
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A Figura 15 mostra para o caso da Beta vulgaris L. a comparacao das cores das solucdes de
extrato obtidas apos remocdo do material vegetal nos cinco sistemas de solventes usados (ensaios 4-8
Tabela 1) e da salmoura apds a adicao do extrato 8 (Tabela 1) (F), assim como do extrato solido

decorrente da liofilizacao da solucéo obtida do ensaio 8 (Tabela 1) (G).

A B C D E F G
Figura 15. Solucdes de extrato de Beta vulgaris L. apds a remocao do material vegetal, relativas aos

ensaios 4 (A), 5 (B), 6 (C) e 7 (D) e 8 (E) (Tabela 3) e adicdo a salmoura do extrato 8 (F). Adicdo do
extrato sélido resultante da liofilizacdo da solucdo do ensaio 8 a salmoura (G).

Por comparacéo visual, verifica-se que a cor obtida no extrato E é a mais intensa e que a
adicdo a salmoura desse extrato, assim como do solido correspondente obtido por liofilizacdo dessa
mesma solucao resultou num tom rosado com interesse para a aplicacdo no fiambre que se pretende

efetuar.

Opuntia stricta

A Figura 14 mostra os espetros de absorcao dos extratos de Opuntia stricta apés remocao
do material vegetal e diluicdo com agua destilada (0,2:2,8 v/v) dos trés ensaios efetuados, com os
diferentes sistemas de solventes, designadamente agua (ensaio 9 da Tabela 3, A), solucdo aquosa de
etanol (50:50; v/v) (ensaio 3 da Tabela 3, B), dgua/etanol/acido acético (66,7:33:0,3; v/v) (ensaio 3
da Tabela 3, C).

Da observacao desses espetros € possivel verificar que sao todos muito semelhantes,
apresentando bandas com maximos de absorcédo na regiao 536-538 nm, que sugerem a presenca de
betacianinas. Atendendo a que se partiu da mesma quantidade de matéria vegetal e racio matéria
vegetal/solvente (m/v), o valor da absorvancia maxima obtida é superior no sistema agua/etanol/acido
acético (66,7:33:0,3; v/v), pelo que se decidiu usar o extrato solido resultante da liofilizacdo com esta
composicdo de solventes nos estudos posteriores com fiambre (Figura 16 C). Por outro lado, a
literatura refere que a estabilidade das betacianinas é superior a valores de pH acidos, assim a

presenca de acido acético no solvente de extracdo que confere um valor mais baixo ao pH (pH 3,97)

63



comparativamente aos outros dois sistemas (pH 5,32 e 5,97 para a agua e etanol/agua 50:50,

respectivamente) é benéfico para este tipo de pigmentos.
A solucdo aquosa obtida a partir do extrato liofilizado apresenta um espetro com um
comprimento de onda de absorcdo maxima a 537 nm, muito semelhante ao espetro do extrato

correspondente apos a remocao da matéria vegetal da mistura de extracéao correspondente.
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Figura 16. Espetros de absorcao dos extratos de Opuntia stricta apos remocao do material vegetal e
diluicdo com agua destilada (0,2:2,8; v/v) correspondentes aos ensaios 9 (A), 10 (B) e 11 (C) da
Tabela 3 e solucdo aquosa preparada a partir do extrato solido liofilizado correspondente ao ensaio 11

(D) (concentracdo 1,37x10% g/mL).

A Figura 17 mostra a comparacao das cores das solucdes de extrato de Opuntia stricta obtidas
apds remocao do material vegetal nos trés sistemas de solventes usados (ensaios 9-11, Tabela 3, A, B,

C) e da salmoura apos a adicdo desses extractos (D, E, F), assim como do extrato sélido decorrente da
liofilizacdo da solucao obtida do ensaio (G)
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A B
Figura 17. Solucdes de extrato de Opuntia stricta apos a remocao do material vegetal, relativas aos

ensaios 9 (A), 10 (B), 11 (C) (Tabela 3) e adicao a salmoura dos extratos 9 (D), 10 (E) e 11 (F). Adicao
do extrato solido resultante da liofilizacdo da solucdo dodo ensaios 11 a salmoura (G).

Por comparacao visual, verifica-se que as cores obtidas por adicdo a salmoura dos trés extratos
(C, D, E) e do sdlido correspondente ao ensaio 11 (F) obtido por liofilizacdo dessa mesma solucao nao
apresentam diferencas significativas, o que é concordante com a semelhanca registada nos espetros
de absorcado. No entanto, no caso do extrato obtido com agua a cor € menos intensa do que nos
restantes dois, 0 que sugere uma menor quantidade de betacianinas presentes. Globalmente, a adicéo
do sélido correspondente ao ensaio 11 (F) a salmoura resulta numa cor rosada muito interessante para

a aplicacao no fiambre que se pretende.

Quantificacdo dos pigmentos presentes nos extratos

Com base nos dados de UV-Visivel e por aplicacdo das equacoes 1 e 2, foi possivel estimar para os
extratos (solucdes aquosas preparadas a partir dos extratos soélidos liofilizados) a quantidade de
pigmentos. Assim, para os extratos de Raphanus sativus L. e Roselle sabdariffa L. foram quantificadas
as antocianinas, para Befa wulgaris L. e Opuntia stricta as betalainas (betacianinas e betaxantinas)

(Tabela 5).

Tabela 5. Quantidade de antocianinas e betalainas presentes nos extratos liofilizados

Espécie Ensaio Pigmento Quantidade de pigmento (g/L)
Raphanus sativus L. 1 Antocianinas 1,27
Roselle sabdariffa L. 3 Antocianinas 13,01
Beta vulgaris L. 8 Betaxantinas 9,63
8 Betacianinas 22,13
Opuntia stricta 11 Betaxantinas 2,37

11 Betacianinas 8,28
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Os valores obtidos para as antocianinas variam de 1,27 e 13,01 g/L

No caso das betalainas, designadamente as betacianinas variaram entre 8,28 e 22,13 g/L e as
betaxantina entre 2,37 € 9,63 g/L

Atendendo ao objectivo final deste trabalho, é desejavel a presenca de betacianinas em maior
quantidade do que betaxantinas, dado que as primeiras conferem a cor rosa cor desejada no fiambre,

enquanto as segundas conferem a cor amarelo.

3.3.2 Estudos por outras técnicas analiticas

Para além dos estudos por espetroscopia de UV/Visivel, os extratos liofilizados foram também
submetidos a outras técnicas analiticas, designadamente RMN (1H e 13C), HPLC-DAD e espetrometria
de massa de baixa e elevada resolucao.

Os espetros de RMN de protdo obtidos nos solventes deuterados dimetilsulfoxido e agua,
mostraram que os extratos das quatro espécies apresentavam uma mistura de diferentes
componentes, ndo tendo sido possivel identificar um componente em particular por esta técnica, pelo
que 0s espectros se revelaram inconclusivos relativamente as estruturas dos pigmentos presentes.

Foram realizados estudos por HPLC-DAD que confirmaram no caso do extrato de Raphanus
sativus L. a presenca de derivados de pelargonidina, flavondides, acidos e outros componentes, no
Roselle sabdariffa L. a presenca de antocianinas, flavonoides, acidos e outros componentes e na Befa
vuigaris L. a presenca de betalainas.

Por espetrometria de massa (ESI) de baixa resolucao foi possivel confirmar na Beta vuigaris L.
a presenca da betanina, com m/z 550,78 (ido molecular, pico base), tal como mencionado na
literatura para esta espécie. No caso do Raphanus sativus L., a analise UHPLC ESI-Q-TOF-MME revelou
a presenca de derivados da pelargonidina 3 mono- ou diglucosilados nas posicoes 3 e b,
designadamente os compostos 28, 29 e 30 (Figura 18)~, através dos picos a m/z 1019,2666 (valor
calculado para C46H51026 [M+] 1019,2663), 989,2559 (valor calculado para C45H49025 [M+]
989,2557) e 433,1132 (valor calculado para C21H21010 [M+] 433,1129).
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Figura 18. Possiveis estruturas de derivados da pelargonidina 3 presentes no extrato de Raphanus
sativus L. 28-30.

3.4 Nanoencapsulamento

O processo de preparacao do fiambre envolve a mistura de diferentes aditivos e tratamentos
com temperatura e pH acido, que podem provocar alteracdes a nivel estrutural dos pigmentos usados
e consequentemente da coloracao obtida com os mesmos.

Atendendo a que as antocianinas e betalainas sdo sensiveis a determinadas condicdes (pH,
temperatura e luz, entre outros), e considerando a sua utilizacado na coloracdo do fiambre nos ensaios a
efetuar, decidiu-se proceder ao nanoencapsulamento dos extratos obtidos. Nesse sentido, foram
utilizadas matrizes de lecitina de soja (lipossomas) e maltodextrina (DE20), dado que estes sistemas
lipidicos sdo reportados na literatura para a estabilizacdo via nanoencapsulamento de diferentes
componentes. Para além disso, estes materiais sao utilizados como aditivos na industria alimentar.

Partindo da lecitina de soja, foram utilizados os métodos de injecdo etandlica e hidratacéo
lipidica, dado que habitualmente estdo associados a elevadas eficiéncias de encapsulamento. Contudo,
a aplicacao a escala industrial deste processo apresenta limitacbes quer a nivel financeiro quer a nivel
experimental. Considerando estes aspetos, foi também realizado o encapsulamento com maltodextrina

(DE20), o qual se apresenta de mais facil realizacdo e economicamente favoravel.

3.4.1 Lipossomas

Relativamente ao encapsulamento foram adoptados dois sistemas, os lipossomas e

maltodextrinas.
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O sistema lipossomal foi executado por dois métodos que quando comparados apresentam
eficiéncias de encapsulamento bastante altas e ndo apresentam uma diferenca substancial entre os
dois procedimentos (Tabela 6).

Contudo, e apesar da optimizacdo deste sistema, a aplicacdo industrial deste método de
encapsulamento nao seria vantajosa a nivel financeiro. Todo o processamento do encapsulado, quer

por injeccdo quer por hidratacao, verifica-se trabalhoso e dispendioso.

Tabela 6. Eficiéncia de encapsulamento dos extratos.

Eficiéncia de Encapsulamento (%)

Extratos
Injecao Etandlica Hidratacao Lipidica
Raphanus sativus L. 99 .98 99.59
Roselle sabdariffa L. 99.88 98.17
Beta vulgaris L. 98.33 99,35
Opuntia stricta 90,87 92,01

3.4.2 Maltodextrina (DE20)

A maltodextrina ¢ produto de amidos hidrolisados com diferentes equivalentes de dextrose e é
mencionada como uma matriz de encapsulamento utilizada na industria alimentar.

Todos os extratos foram adicionados a maltodextrina e dissolvidos em agua destilada,
posteriormente centrifugados para encapsulamento do extrato pela matriz de polissacarideo.

Foram encapsulados todos os extratos e todos eles obtiveram rendimentos proximos de 100%.

Do ponto de vista industrial, este método de encapsulamento demonstra-se ser simples e

menos dispendioso comparativamente com o encapsulamento em lecitina de soja.

3.5 Atividade bioldgica

Atendendo a aplicacao especifica no fiambre pretendida neste trabalho, assim como a outras

potenciais aplicacdes na area alimentar, foi avaliada a citotoxicidade dos extratos obtidos em células do
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adenocarcinoma gastrico humano (AGS). Estes estudos foram efetuados através de uma colaboracéo
existente no ambito do projeto de investigacao no qual se insere esta dissertacao.

Os resultados obtidos para os extratos de Raphanus sativus L., Roselle sabdarifia ., Beta
vukgaris L. e Opuntia stricta, mostram auséncia de citotoxicidade em todos os casos. Acresce o facto
de os pigmentos de antocianinas e betalainas presentes nestes extratos estarem associados a
propriedades benéficas para a satde do consumidor, capacidade antioxidante e anticancerigena, o que

os torna interessantes ao nivel da industria alimentar.

3.6 Aplicacdo dos extratos no fiambre

Atendendo a que o objetivo principal desta dissertacéo era a avaliacdo da possibilidade de
aplicacdo de corantes naturais, como alternativa ao carmim de cochonilha (E120) e outros corantes
ndo permitidos pela legislacdo em produtos a base de carne processada, designadamente fiambre da
perna, a fim de ser obtida uma cor rosada atrativa para o consumidor, foram usados extratos
liofilizados na preparacdo do fiambre. Assim, os extratos de Aoselle subdariffa, Beta vulgaris L. e
Opuntia stricta ndo encapsulados e encapsulados em maltodextina apos liofilizacdo, e carmim de
cochonilha (E120) comercial como padrdo de comparacdo, foram adicionados a formulacdo e
efetuadas as preparacdes correspondentes de fiambre da perna a escala piloto na empresa Primor.

Para esta avaliacao dos resultados obtidos no fiambre com os extratos testados, foi utilizado o
fiambre da perna produzido e comercializado actualmente pela Primor, e o fiambre preparado por
adicdo do carmim de cochonilha (E120) com concentracdo de 0,1 g/kg. Estes dois fiambres
representam, respetivamente a cor atualmente existente e que se pretende melhorar, e a cor optima
que se pretende obter com pigmentos naturais permitidos pela legislacdo. Na Tabela 8 sao
apresentados os resultados obtidos no fiambre, sem corante, pela aplicacdo do corante E120 e dos
diferentes extratos liofilizados com os valores massa de extrato/kg de fiambre aplicados nos diferentes

ensaios.
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Tabela 7. Resultados visuais obtidos pela aplicacao dos diversos extratos em diversas

Ensaio Resultado visual

Fiambre sem corante

Fiambre com E120
(0,4 g/kg)

Fiambre com E120
(0,24 g/kg)

Fiambre com E120
(0,1 g/kg)

Fiambre com Roselle sabdariffa L.
(3,6 g/kg)
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Fiambre com Roselle sabdariffa L. MD
(6,93 g/kg; 1 g de extrato/kg)

Fiambre com Befa vuigaris L.
(0,4 g/kg)

Fiambre com Befa vuigaris L.
(0,88 g/kg)

Fiambre com Beta vulgaris L.
(4,55 g/kg)

Fiambre com Beta vulgaris L. MD
(7,29 g/kg; 1 g de extrato/kg))
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Fiambre com Opuntia stricta
(1,63 g/kg)

Fiambre com Opuntia stricta MD
(6,79 g/kg; 1 g de extrato/kg)

Fiambre com Opuntia stricta MD
(12,5 g/kg; 2 g de extrato/kg)

Fiambre com Opuntia stricta MD
(26,88 g/kg; 3,8 g de extrato/kg)

Relativamente ao Aaphanus sativus L., apesar de apresentar boa coloracdo aquando a sua
adicdo a salmoura, seria necessario uma maior quantidade de extrato para obter uma coloracdo de
grande intensidade como observado nos restantes extratos.

Foram realizados ensaios com o Aoselle sabdariffa L., visto ser aquele que dentro do grupo das
antocianinas obteve uma maior concentracao de pigmento (antocianinas) por kg de extrato. No ensaio

realizado com o extrato seleccionado verificou-se que a cor pretendida estava longe de ser alcancado,

72



quer na aplicacdo do extrato direto ou encapsulado com maltodextrina. Observou-se que a coloracdo do
fiambre era escura em ambos os casos, podendo sugerir que desde que é adicionado até ao final da
cozedura as antocianinas sofrem uma perda de coloracao.

Varios ensaios foram realizados com o extrato de Befa vulgaris L. com e sem maltodextrina
(DE20), com diferentes concentracdes e o mesmo sucedeu-se com o extrato de Opuntia stricta. Nestes
extratos de betacianinas seria de esperar que apenas fosse aplicado o extrato de Befa wvulgaris L.
contudo, optamos por aplicar os dois extratos devido ao elevado poder colorimétrico inerente as
betalainas e pela elevada estabilidade a temperatura referida na literatura (Figura 8).

No que diz respeito ao extrato de Befa vuigaris L., o extrato com 0,88 g/kg de fiambre
demonstrou ser o resultado bastante aceitavel em comparacdo com o fiambre sem adicdo de corante e
o fiambre com coloracéo pretendida (com adicdo de E120). Este extrato apresenta a maior quantidade
de pigmento por kg de extrato, e consequentemente ndo necessita de uma grande quantidade de
extrato aplicado para obter alteracdes na cor final do fiambre.

Quanto ao extrato de Opuntia stricta apenas o extrato encapsulado com maltodextrina
(DE20) demonstrou ser o resultado com melhor aspeto visual € na concentracdo de 2 g de extrato por
kg de fiambre. No caso da Opuntia stricta, o encapsulamento demonstra estabilizar o seu pigmento

durante a cozedura do fiambre e no final obter uma coloracdo com algum interesse.
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3.7 Analise colorimétrica

Tabela 8. Dados colorimétricos sobre os diferentes extratos e dos diferentes fiambres onde foram
aplicados os extratos em diferentes condicoes.

Amostra L* a* b* Cc* h
Raphanus sativus L. 38.75 0.84 0.27 0.89 17.57
Roselle sabdariffa L. 37.35 240 0.43 2.43 10.20
Beta vulgaris L. 37.26  4.23 0.38 4,24 5.13
Opuntia stricta 32,20 2,62 282 3,85 12,95
E120 36,29 0,52 4,26 4,29 82,89
Fiambre sem corante 60,74 -0,32 6,84 6,85 92,92
Fiambre com E120 (0,4 g/kg) 59,57 6,05 2,22 6,44 20,05
Fiambre com E120 (0,24 g/kg) 59,38 5,34 3,59 6,63 35,33
Fiambre com E120 (0,1 g/kg) 59,89 1,84 3,59 4,08 61,56
Fiambre com Roselle sabdariffa L. (3,6 g/kg) 63,22 -0,19 6,03 6,03 92,09
Fiambre com Roselle sabdarifia L. MD 59,09 2,19 4,79 5,27 66,33
(6,93 g/kg;3.66 g de extrato/kg)

Fiambre com Beta vulgaris L. (0,4 g/kg) 63,47 1,06 6,52 6,60 80,80
Fiambre com Beta vulgaris L. (0,88 g/kg) 60,91 3,68 5,66 7,01 58,26
Fiambre com Beta vulgaris L. (4,55 g/kg) 58,37 4,64 9,62 10,69 64,12
Fiambre com Beta vulgaris L.MD 61,54 0,36 8,71 8,73 87,84
(7,29 g/kg; 1 g de extrato/kg))

Fiambre com Opuntia stricta (1,63 g/kg) 60,52 1,12 8,38 8,73 82,68
Fiambre com Opuntia stricta MD 61,49 -0,29 7,27 7,27 92,31
(6,79 g/Kg ; 1 g de extrato/kg)

Fiambre com Opuntia stricta MD 60,56 3,97 8,89 9,72 64,42
(12,5 g/kg; 2 g de extrato/kg)

Fiambre com Opuntia stricta MD 56,69 9,89 3,62 10,57 20,06

(26,88 g/kg; 3,8 g de extrato/kg)
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Os ensaios com extrato de ARoselle sabaariffa L. foram realizados com o extrato encapsulado e
ndo encapsulado, sendo que a concentracdo de pigmento em ambos os ensaios ¢ muito préxima. Os
ensaios demonstram valores de a*diferentes sendo que o resultado mais préximo do expectavel é dado
pela aplicacdo do extrato desta espécie encapsulado. Relativamente aos valores de b*, o extrato
encapsulado apresenta o valor proximo do pretendido. Os valores de L* sdo proximos em ambos os
ensaios com extrato de Aoselle sabdarifia L., e comparativamente com os valores alvo nao existe
diferenca substancial. Na avaliacao geral da cor pelo colorimetro, e associado ao aspeto visual final do
fiambre onde o extrato é aplicado, o melhor resultado é dado pelo extrato encapsulado com
maltodextrina. Apesar de este extrato nao apresentar o maior valor de a*, correspondente a cor
vermelha, o valor de b*, correspondente a contribuicao de pigmentacdo amarela, € menor que o
extrato ndo encapsulado e no global faz com que apresente melhor coloracdo no produto final.

Verifica-se o efeito protetor do encapsulamento com maltodextrina, visto que o extrato
encapsulado obteve resultados mais proximos do pretendido.

Os ensaios com extrato de Beta wulgaris L. foram realizados com o extrato encapsulado e ndo
encapsulado, com diferentes concentracdes. Os ensaios demonstram valores de a*diferentes sendo
que o resultado mais préximo do ensaio com E120 (0,1 g/kg) é dado pela aplicacdo do extrato da Befa
vulgaris L. com concentracdo de 4 g/kg. Relativamente aos valores de b*, o extrato ndo encapsulado
desta espécie com concentracdo de 0,88 g/kg apresenta um valor préximo do desejado. Os valores de
L* sdo proximos em ambos os ensaios com extrato encapsulado e nao encapsulado e semelhantes ao
pretendido.

Acompanhando os resultados do colorimetro e o aspeto final dos fiambres correspondentes ao
ensaio dos extratos de Beta wujgaris L. verificamos que o melhor resultado advém da aplicacdo do
extrato nao encapsulado com a concentracdo de 0,88 g de extrato/kg de fiambre. Este extrato néo
apresentar o maior valor de a*, no entanto o seu valor de b* ¢ o menor resultando numa menor
contribuicado de pigmentacao amarela e o valor relativo a pigmentacao vermelha nao esta longe do
verificado no ensaio do E120. Na coloracdo do fiambre em questdo verifica ter o melhor e mais
aceitavel resultado visual.

Os ensaios com extrato de Opuntia stricta foram realizados com o extrato encapsulado e nao
encapsulado. Os ensaios demonstram valores de a*diferentes sendo que o resultado mais proximo do
expectavel é dado pela aplicacdo do extrato da Opuntia stricta encapsulada com concentracao 2 g/kg.
Relativamente aos valores de b*, o extrato encapsulado com concentracdo 3,6 g/kg apresenta o valor

pretendido. Os valores de L* sdo proximos em ambos 0s ensaios com extrato de Opuntia stricta.
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Associando os resultados obtidos com os resultados visuais da cor obtidos nos fiambres onde o
extrato de Opuntia stricta é aplicado verificou-se que o melhor ensaio foi realizado com extrato de
Opuntia stricta encapsulado com concentracao de 2 g/kg.

E possivel também observar o efeito do nanoencapsulamento do extrato com maltodextrina
(DE20), que permite a obtencdo de uma coloracdo mais interessante no fiambre em comparacao com

0 extrato da mesma espécie nao encapsulado.
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4. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS




O trabalho desenvolvido permitiu a selecdo de quatro espécies vegetais, designadamente
Raphanus sativus L., Roselle sabdariffa L., Beta vulgaris L. e Opuntia stricta e obtencao dos extratos
correspondentes pela aplicacdo de condicdes experimentais, nas quais se variaram diferentes
parametros, incluindo o sistema de solventes, com vista a obtencdo das maiores quantidades possiveis
de pigmentos tendo sempre presente a estabilidade dos mesmos. As percentagens massicas (m/m)
determinadas para os extratos liofilizados foram de 3,6% (Raphanus sativus L.), 35% (Roselle sabdariffa
L.), 8,7% (Beta vulgaris L.) e 7,0% (Opuntia stricta).

Os extratos foram parcialmente caraterizados por técnicas analiticas (RMN, UV/Visivel, HPLC-
DAD e espetrometria de massa), bem como avaliados relativamente a estabilidade a diferentes
parametros fisico-quimicos (pH, temperatura e luz). Com base nos dados de UV/Visivel foi possivel
estimar as quantidades de pigmentos nos extratos obtidos, designadamente de antocianinas em
Raphanus sativus L. e Roselle sabdariffa L., assim como de betaxantinas e betacianinas em Befa
vulgaris L. e Opuntia stricta.

Estudos de nanoencapsulamento em sistemas lipidicos de lecitina de soja e maltodextrina
foram efetuados e revelaram eficiéncias de encapsulamento elevadas em ambos os sistemas nos
extratos liofilizados das quatro espécies usadas. Por questdes praticas, incluindo econémicas,
relacionadas com a viabilidade de aplicacao a nivel industrial, decidiu-se selecionar a maltodextrina
para 0s ensaios em fiambre.

Atendendo a que o objetivo principal desta dissertacao era a avaliacdo da possibilidade de
aplicacao de corantes naturais, como alternativa ao carmim de cochonilha e outros corantes nao
permitidos pela legislacdo em produtos a base de carne processada, designadamente fiambre da
perna, a fim de ser obtida uma cor rosada atrativa para o consumidor, foram usados extratos
liofilizados preparacao do fiambre. Assim, os extratos de Aaphanus sativus L., Roselle sabdariffa L.,
Beta vulgaris L. e Opuntia stricta nao encapsulados e encapsulados em maltodextrina apos liofilizacao,
e carmim de cochonilha (E120) comercial como padrdo de comparacao, foram adicionados a
formulacado e efetuadas as preparacdes correspondentes de fiambre da perna a escala piloto na
empresa Primor. Amostras de fiambre desses ensaios foram submetidas a avaliacao visual e analises
colorimétricas usando o Sistema CIELab.

Considerando a cor obtida no fiambre contendo carmim de cochonilha 0,1 g/kg (massa de
corante/kg de fiambre) como padrdo para comparacao, verificou-se que dos extratos aplicados o que
se encontrava mais préximo do pretendido pertence a Befa vulgaris L. com a concentracao 0,88 g/kg

(massa de corante/kg de fiambre). Os resultados obtidos com extrato de Aoselle sabdariffa L.,

78



apresentavam igualmente valores proximos do pretendido. Contudo, a quantidade de extrato necessaria
era superior a usada na Beta vulgaris L. (3,6 g/kg). No caso da Opuntia stricta, o melhor resultado foi
obtido com o extrato encapsulado com maltodextrina (DE20) (12,5 g/kg). Destaca-se o facto de tanto a
nivel visual como colorimétrico ser possivel verificar no fiambre a influéncia da presenca dos pigmentos
amarelos (betaxantinas) presentes nos extratos de Befa wuigaris L. e Opuntia stricta. O efeito do
nanoencapsulamento com maltodextrina é notorio no caso da Opuntia stricta, dado que a mesma
concentracdo de extrato ndo encapsulado e extrato encapsulado originaram diferencas de coloracdo no
fiambre, sendo a mais adequada obtida com o extrato encapsulado.

Globalmente, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a coloracdo do fiambre da
perna obtida com extrato de Beta wujgaris L. liofilizado € muito promissora para futuras aplicacdes
neste tipo de produtos carneos.

Para além das analises visual e colorimétrica efectuadas neste trabalho, outros aspetos
deveriam ser avaliados a semelhanca do € a pratica corrente na industria alimentar, tais como o tempo
de armazenamento, contaminacbes do produto, analise bioldgica e até uma analise sensorial
(degustacdo e textura) do produto. Essa avaliacdo sera considerada e efetuada em futuros ensaios na
empresa Primor.

Os resultados obtidos com os extratos estudados, designadamente de Befa wujgaris L. e
Opuntia stricta nanoencapsulada sdo promissores, tal com ja referido. No entanto, quando comparados
com as amostras obtidas pela aplicacdo do carmim de cochonilha E120, corante ndo permitido pela
legislacdo em fiambre, verifica-se que sdo ainda necessarias melhorias no processo de coloracado de
modo a obtencdo da cor otima para o produto. Essas melhorias poderao passar por alteracdes no
sistema de extracao dos pigmentos, processos de encapsulamento e até pela utilizacao de novas fontes
de extracao.

Para além disso, estes resultados abrem também a possibilidade de coloracao com os extratos
estudados de outros produtos alimentares ndo necessariamente carneos e que necessitem de um
melhoramento a nivel visual para se tornarem mais atrativos ao consumidor. Além da cor, convém
destacar as valéncias para a saude humana anteriormente referidas destas espécies e dos seus

extratos que podem ser uma simultaneamente valorizadas.
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