Universidade Fernando Pessoa
Faculdade de Ciéncias da Saude

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

2
>
m
-
>
S
2

GuIAINNEY,
S vy %

SRR

PESSOA

%o

)

08 FERW®

Pesquisa da atividade antioxidante em subprodutos alimentares:

conceito de sustentabilidade

Daniela Margarida Carvalho Valente

Porto, 2015






Universidade Fernando Pessoa
Faculdade de Ciéncias da Saude

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

2
>
m
-
>
S
2

GuIAINNEY,
S vy %

SRR

PESSOA

%o

)

08 FERW®

Pesquisa da atividade antioxidante em subprodutos alimentares:

conceito de sustentabilidade

Daniela Margarida Carvalho Valente

Porto, 2015



Trabalhos desenvolvidos durante a execucdo desta dissertacao:

Daniela M. C. Valente, Carla Sousa, Ana F. Vinha. Natural resources of phytochemical
constituents in citrus fruits wastes. Poster n. 13 In: XIV Congresso de Nutricdo e

Alimentacdo. Dias 21 e 22 de maio de 2015. Lisboa, Portugal.



Pesquisa da atividade antioxidante em subprodutos alimentares:

conceito de sustentabilidade

(Daniela Margarida Carvalho Valente)

Trabalho apresentado a Universidade Fernando Pessoa como parte
dos requisitos para obtencdo do grau de mestre em Ciéncias

Farmacéuticas, sob orientagdo da Prof®. Doutora Ana Cristina
Mendes Ferreira da Vinha.



Pesquisa da atividade antioxidante em subprodutos alimentares: conceito de sustentabilidade

RESUMO

As industrias agroalimentares produzem anualmente grandes quantidades de residuos cuja
valorizacdo é ainda muito pequena. Atualmente sabe-se que apenas uma pequena parte é
reaproveitada para a alimentacdo direta de gado ou para compostagem. A estratégia de
implementar uma gestéo de residuos exequiveis, além de valorizar fortemente um subproduto,
diminui consideravelmente a carga poluente resultante da atividade agroindustrial e potencia o

sistema agricola e econémico de um pais.

A baixa ingestdo de fibras, vitaminas e minerais € um habito corrente na popula¢do mundial.
Para aumentar o consumo desses nutrientes, varias alternativas tém sido propostas, dentre as
quais a producdo de novos géneros alimenticios enriquecidos com subprodutos alimentares,
que possuam um valor nutricional superior ao alimento original, mas que sejam, a0 mesmo
tempo, acessiveis as classes economicamente menos favorecidas. Uma alternativa para esse
problema € o recurso de novos ingredientes que possam aumentar o aporte nutricional
comparativamente com os alimentos tradicionais ja comercializados no mercado corrente.
Com o intuito de valorizar os residuos alimentares e provar que 0S mesmos apresentam
propriedades bioldgicas idénticas as ja descritas nas polpas das frutas citricas, neste trabalho
foi integrado um estudo baseado no desenvolvimento de um novo biscoito enriquecido com as
cascas dos frutos citricos estudados. Para isso, foram quantificados os teores de alguns
compostos bioativos e a respetiva atividade antioxidante nas cascas e nas polpas de seis
citrinos diferentes, de origem Portuguesa, nomeadamente a laranja (Citrus sinensis), o liméo
(Citrus limon), a clementina (Citrus clementina), a toranja (Citrus paradisi), a tangerina

(Citrus reticulata) e a lima (Citrus aurantifolia).

Determinou-se o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides e carotenoides recorrendo a
métodos espetrofotométricos previamente validados. A atividade antioxidante foi estudada
através do método colorimétrico de inibicdo do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH").
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Este trabalho teve como objetivo adicional elaborar um novo biscoito enriquecido com cascas
de citrinos pouco aproveitados ou normalmente subutilizados e caracteriza-los
sensorialmente, recorrendo a um painel de 150 provadores ndo treinados, de forma monadica
sequencial, usando uma escala de pontuacdo de Likert com 9 categorias, de extremamente
agradavel a extremamente desagradavel. As amostras foram também avaliadas em relacdo a
intencdo de compra por parte dos consumidores, visando um futuro recurso de

sustentabilidade e aumento de aporte nutricional.

Palavras-chave: Sustentabilidade; Subprodutos; Compostos bioativos;  Atividade

antioxidante; Alimento enriquecido; Andlise sensorial.
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ABSTRACT

The agro-food industries annually produce large quantities of waste which valorization is still
very small. Currently it is known that only a small part is reused for cattle feed or used for
composting. The strategy to implement a feasible waste management, and also enrich the food
by-products, considerably reduces the pollutant load resulting from agro-industrial activity,

enhances agricultural and economic system of a country.

The low intake of fiber, vitamins and minerals is a common habit in the world population. To
increase consumption of these nutrients, several alternatives have been proposed, among
which the production of novel fortified foods, which may have higher nutritional value than
the original food, but also at the same time, to be accessible to less economically favored
classes. An alternative to this problem is to use new ingredients that can increase the
nutritional intake compared to traditional foods already in the current market. In order to
enhance food waste and also to prove that they have identical biological properties to those
already described in the citrus fruit pulps, this work has been integrated into a study based on
the development of a new biscuit enriched with the peels of six citrus fruits. For this reason,
the content of some bioactive compounds and their antioxidant activity were analyzed in the
peel and in the pulp of six different Portuguese citrus fruits, namely, orange (Citrus sinensis),
lemon (Citrus limon), clementine (Citrus clementine), grapefruit (Citrus paradisi), tangerine

(Citrus reticulata) and lime (Citrus aurantifolia).

It was determined the content of total phenolics, flavonoids and carotenoids by using
spectrophotometric methods, previously validated. The antioxidant activity was also studied

using a colorimetric method, the free radical 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH’) assay.

In this work we elaborated a new enriched biscuit with citrus peel, by assessing them through
a sensory analysis, using a panel of 150 untrained, following a sequential monadic manner,
and using a Likert scoring scale with 9 categories: extremely pleasant to extremely
unpleasant. The samples were also evaluated for purchase intent among consumers, aiming a

future resource sustainability and increased nutrient intake.
iii
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CAPITULO I. INTRODUCAO

A alimentacdo exerce um papel importante na promocdo e manutencdo da saude
humana. As frutas constituem uma parte integrante da dieta atual, inserindo-se no
padrdo alimentar da dieta mediterranica, a qual foi recentemente reconhecida pela
UNESCO (Organizagdo das Nacbes Unidas para a Educacdo, Ciéncia e Cultura) como

patrimonio Cultural Imaterial da Humanidade (Comissao Nacional da UNESCO, 2013).

O crescente interesse dos consumidores por produtos mais saudaveis como frutas e
vegetais reflete as evidéncias de vérios estudos cientificos os quais defendem que o
consumo destes alimentos acarretam efeitos benéficos para a salde, nomeadamente na
prevencdo de doencas cronicas, tais como, doencas neurodegenerativas,
cardiovasculares e cancro (Balogh et al., 2010; Mohammadian et al., 2011; Bermejo e
Cano, 2012; Parashar et al., 2014).

A indGstria de processamento de alimentos e agro-alimentar produz uma grande
quantidade de residuos ou subprodutos como cascas, sementes e polpas danificadas, 0s
quais representam 50% da matéria-prima das frutas processadas (Vasudeva e Sharma,
2012). A procura de recursos naturais baratos, ricos em compostos antioxidantes tem
atraido o interesse por parte da comunidade cientifica, profissionais de saude e pelos
préprios consumidores. Por esse motivo, muitos estudos tém sido desenvolvidos de
forma a selecionar matérias-primas, incluindo os residuos agroindustriais, com o intuito
da sua recuperacdo e possivel reutilizacdo nas areas alimentares, farmacéutica e

cosmética (Yasoubi et al., 2007).

Face ao crescente desperdicio de alimentos e subprodutos provenientes da industria
torna-se necessario adotar medidas para a pratica do consumo consciente pela
populacdo em relacdo a alimentacdo. O aproveitamento integral de frutas e hortalicas
(polpa, cascas, talos e folhas), na elaboragdo de novos produtos, é uma alternativa
tecnoldgica limpa que estd ao alcance de todos, pois pode ser aplicada tanto no
ambiente industrial como residencial. A utilizacdo do alimento, de forma sustentavel,
reduz a producdo de lixo organico, prolonga a vida util do alimento e promove a

seguranca alimentar.

Com o intuito de eliminar/reduzir os niveis de subprodutos formados pelas inddstrias

alimentares, concretamente, as de frutas e derivados, o presente trabalho teve por

1
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objetivo reaproveitar as cascas de 6 citrinos nacionais (laranja, liméo, lima, clementina,
tangerina e toranja) numa proposta de desenvolvimento de um produto alimentar. A
formulacdo do produto (biscoito com cascas de citrinos) foi padronizada e as
caracteristicas quimicas de cada casca foram igualmente analisadas. Foram
quantificados os teores de fendlicos totais, flavonoides e carotenoides por técnicas
espetrofotométricas. A atividade antioxidante de cada subproduto foi obtida pelo
método do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH®). Tendo em consideracéo
0 grau de aceitabilidade deste produto por parte dos consumidores, foi igualmente
realizado uma andlise sensorial aos seis biscoitos enriquecidos com as cascas dos

citrinos supracitados.
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CAPITULO II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Sustentabilidade

A definicdo de sustentabilidade mais difundida é a da Comissdo Brundtland, a qual
considera que o desenvolvimento sustentavel deve satisfazer as necessidades da geragédo
presente sem comprometer as necessidades das geragOes futuras. Esta definicdo deixa
claro um dos principios bésicos de sustentabilidade, a visdo de longo prazo, uma vez
que os interesses das futuras geracfes devem ser analisados. Existem atualmente
diversas definicbes de desenvolvimento sustentavel, sendo que a maioria dos estudos
afirma que este conceito envolve trés dimensbes que se relacionam: economica,

ambiental e social (Claro et al., 2008).

O conceito de desenvolvimento sustentavel disseminou-se por diversos setores da
economia e a consciéncia da sociedade sobre a importancia da preservacdo ambiental
para a manutencdo da qualidade de vida € cada vez maior. Questbes como a
conservacao da biodiversidade, a recuperagdo dos ambientes degradados e a adogao de
politicas publicas que garantam o desenvolvimento sustentivel sairam do ambiente
académico e passaram a ser debatidos pela sociedade. Esta passou a sentir as
consequéncias dos impactos das atividades antropicas sobre o meio ambiente, o0 que
levou a uma maior aceitacdo da necessidade de mudanca no atual modelo de
desenvolvimento. Passou-se a ter nogdo de que 0s recursos existentes no nosso planeta
sdo finitos e ha necessidade de se realizar o tratamento dos residuos formados (Freitas,
2008; Lacerda e Candido, 2013).

Os relatérios da Organizacdo das NacGes Unidas para a Agricultura e a Alimentacdo
(FAO) revelam que 37 paises a nivel mundial estdo a precisar de assisténcia externa por
alimentos, sendo 29 desses paises africanos (FAO, 2015). As recentes crises alimentares
tém aumentado a consciéncia do consumidor relativamente ao impacto na saude publica
da producdo de alimentos, do seu processamento e da sua distribuicdo (Wognum et al.,
2011). Verifica-se igualmente a intensificacdo da sensibilizagcdo do consumidor perante
0 uso pouco adequado das matérias-primas e respetivos residuos (Falguera et al., 2012).
Hoje em dia, estd a tornar-se comum ter em conta a qualidade, a seguranca e a
conformidade ambiental nas decisdes de aquisi¢do dos produtos. Em contrapartida, cabe
aos produtores responder a estes requisitos, aumentando a sustentabilidade dos

processos e produtos (Wognum et al., 2011).
3
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Prevé-se que até 2050, as necessidades alimentares mundiais venham a aumentar
significativamente devido ao aumento da populacdo mundial e também devido a melhor
e maior ingestdo alimentar (Spiertz, 2010). Tendo em consideracdo o0 aumento da
populacdo, a escassez de alimentos e, consequentemente, a dificuldade em fornecer
alimento para todos, a inddstria agro-alimentar € uma das principais visadas quando se
aborda sobre sustentabilidade. Assim, as industrias agro-alimentares enfrentam varios
desafios, nomeadamente a gestdo dos subprodutos que a sua atividade produz. Esta
problematica tem de ser vista na perspetiva da sustentabilidade e, assim, também ao

nivel da sociedade, economia e ambiente.

2.2. Subprodutos agroalimentares

Atualmente, grandes quantidades de residuos soélidos e liquidos sdo produzidos
anualmente pela industria de processamento de produtos alimentares. Estes materiais
contém residuos biodegradaveis principalmente matéria organica e sua eliminacéo cria
graves problemas ambientais (Schieber et al., 2001; Makris et al., 2007). No entanto,
estes subprodutos sdo também fontes promissoras de compostos bioativos que podem

ser reutilizados, atendendo as suas propriedades bioldgicas (Schieber et al., 2001).

A gquantidade de residuos produzidos pode ser significativamente reduzida através do
recurso a novos métodos de processamento ou da modificacdo dos ja existentes, ou
através do tratamento e reutilizagdo dos mesmos. Para este fim, estdo a ser
desenvolvidos diferentes processos que visam a conversao dos residuos em
biocombustiveis, ingredientes alimentares ou outros produtos biologicos (Makris et al.,
2007).

Até a data corrente muitos estudos tém sido desenvolvidos com o intuito da obtencdo de
compostos bioativos a partir de subprodutos alimentares, tal como a casca e pele da
aveld (Contini et al., 2008; Alasalvar et al., 2009; Locatelli et al., 2010), casca de
améndoa (Pinelo et al., 2004) e casca de pistachio (Goli et al., 2005; Tomaino et al.,
2010). Os subprodutos da industria do azeite também tém atraido consideravel atencéo
por parte da comunidade cientifica (Balasundram et al., 2006). A utilizagdo das aguas
rucas nos sistemas de rega dos solos agricolas, a utilizagdo dos carogos da azeitona na

producdo de energia calorifera (Pinto, 2003) e o aproveitamento das folhas de oliveira



Pesquisa da atividade antioxidante em subprodutos alimentares: conceito de sustentabilidade

devido a presenca de antioxidantes fenolicos de interesse (Pereira et al., 2007; Fu et al.,
2010) séo alguns exemplos préaticos. As cascas de varios frutos foram também alvo de
estudos, como é o caso das cascas de macas, péssegos e péras cujas cascas contém o
dobro de compostos fendlicos totais relativamente as polpas dos mesmos (Balasundram
et al., 2006). Outros subprodutos igualmente importantes sdo as cascas, sementes e
polpa dos citrinos. As inddstrias de processamento de sumos utilizam especialmente as
polpas das frutas citricas e as suas cascas constituem o principal residuo. Geralmente,
estas industrias secam os residuos e vendem-nos para extracdo de pectina ou para racdo
animal, contudo nenhum destes processos € muito rentavel. Estes subprodutos tém
também sido tradicionalmente utilizados na producdo de combustivel (Mamma et al.,
2008; Casquete et al., 2015). As cascas secas de frutos citricos sdo uma fonte de
pectina, celulose e hemicelulose e podem ser utilizadas como substrato de fermentacao.
Sendo uma das utilizacbes deste subproduto a producdo de preparacOes
multienzimaticas, que contém enzimas pectinoliticas e celuloliticas através de fungos

mesofilicos (Mamma et al., 2008).

Pelas razbes referidas, existe um grande interesse na criacdo de produtos alimentares a
partir de materiais residuais, sendo que os residuos dos citrinos ndo sdo uma excecao
(Abirami e Nirmala, 2013). A possibilidade de exploracdo destes desperdicios naturais
conferem seguranca alimentar e sdo vantajosos do ponto de vista econdémico, para além
da sua riqueza em compostos bioativos cuja reutilizacdo converge para uma utilidade

terapéutica (Gnanasaraswathi et al., 2014).

2.3. Frutos citricos

A maioria dos taxonomistas considera Citrus um género de plantas pertencente a
familia Rutaceae (Madhuri et al., 2014), subfamilia Aurantioideae e ordem Geraniales
(Nicolosi, 2007). O género Citrus, onde se incluem praticamente todas as arvores
citricas cultivadas no mundo, constitui o principal género desta subfamilia. Este género
apresenta um grande numero de variedades devido a mutagcfes espontaneas, bem como
a elevada ocorréncia de hibridos naturais, juntamente com o elevado nimero de hibridos

interespecificos obtidos artificialmente. Estas variedades, algumas com maior ou menor
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valor comercial, receberam nomes locais, o que complica a identificacdo taxonomica de
cada uma delas (Ortiz, 2002).

Os citrinos sio originarios do continente asiatico (China e india) tendo-se adaptado bem
em muitas zonas do mundo, entre as quais se destacam a bacia do Mediterraneo, grande

parte do continente americano e ainda a Sul do continente africano.

Portugal, devido a sua dimensdo, tem um peso modesto na citricultura mundial, a nivel
de volume de producdo. No entanto, num contexto nacional, os citrinos constituem,
juntamente com as pomdideas (macieira e pereira) e a vinha, um dos trés principais
grupos de culturas produtoras de frutos. Em contrapartida, 0 nosso pais teve um papel
relevante na histdria da citricultura. Apesar de ndo se poder afirmar com certeza que
foram os portugueses a introduzir a laranjeira doce no hemisfério ocidental, é evidente
que foram os nossos navegadores que trouxeram as melhores variedades de laranjeira
para a Europa. Ainda que antes da descoberta do caminho maritimo para a india, ja se
cultivavam alguns citrinos no sul da Europa e no norte de Africa, foi desde o inicio do
séc. XVI que a cultura destes frutos, principalmente da laranjeira doce, atingiu elevada
importancia em Portugal e nos paises vizinhos. Os citrinos encontram-se espalhados
pelo nosso pais, nos quintais e hortas, mas a producdo de laranjas e tangerinas numa
escala comercial estd limitada ao Algarve, ao litoral alentejano e a algumas zonas
microclimaticas. O limoeiro tem, além dessas localiza¢gBes, uma importante zona de

producdo na regido Oeste (Duarte, 2012).

Ao longo dos séculos, a expansdo dos citrinos pelo mundo foi grande, sendo hoje
cultivados nos cinco continentes, em condicdes e ecossistemas completamente variados,
com expressdes muito caracteristicas por regides ou paises em relagdo as espécies mais
significativas. As diferentes condicdes edafoclimaticas das regides produtoras fazem
com que os citrinos dai obtidos, ainda que das mesmas variedades ou cultivares,
possuam caracteristicas diferentes, tanto a nivel nutricional, quimico e organoléptico
(Bermejo e Cano, 2012).

Os citrinos sdo formados pela casca que se subdivide em epicarpo ou flavedo e em
mesocarpo ou albedo, e pelo endocarpo ou polpa (material interno) (Ramful et al., 2010;
Chede, 2013). O flavedo representa a superficie exterior pigmentada da casca (Ramful
et al., 2010) e desempenha a funcdo primaria de protecdo da fruta face as condicdes

edafoclimaticas (Mohammadian et al., 2011), enquanto o albedo compreende a camada
6
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central da casca, apresentando cor branca e textura suave (Ramful et al., 2010) (Figura
1).

Albedo

Figura 1-Anatomia dos citrinos (Adaptado de Ramful et al., 2010).

A citricultura é um dos setores mais competitivos e de maior potencial de crescimento
agroecondmico, integrando-se nos diferentes padrdes alimentares, com aplicacdes muito
diversificadas, dado poderem ser consumidas in natura, em sumos, em saladas ou
bebidas processadas (Madhuri et al., 2014). De facto, os citrinos sdo utilizados
abundantemente em todos os paises, ocupando o primeiro lugar na producdo mundial
(Abirami e Nirmala, 2013; Rekha e Bhaskar, 2013; Madhuri et al., 2014), com uma
producéo anual de aproximadamente 80 milhdes de toneladas (Gnanasaraswathi et al.,
2014). A nivel nacional, os citrinos ja tm uma relevancia significativa, no que se refere

a sua producdo e, consequentemente, ao impacto social e econémico do nosso pais.

Segundo a edicdo de 2015 das estatisticas agricolas do Instituto Nacional de Estatistica
(INE), referente ao ano agricola de 2013/2014, globalmente foi caracterizado com um
aumento da producdo de cereais de inverno, batata, culturas horticolas e alguns frutos,
concretamente, pera, prundideas (péssego e ameixa) e citrinos. Esse ano agricola foi
igualmente favoravel para as macieiras, com uma producdo que ultrapassou 270 mil
toneladas. A producdo de pera atingiu 210 mil toneladas, o segundo maior registo das
ultimas trés décadas; a produtividade do péssego (aproximadamente 41 mil toneladas)
foi das melhores das Gltimas décadas, sendo esta substancialmente superior a de 2013
(+79,7%); a producdo de améndoa rondou as 9 mil toneladas, proxima de um ano
normal. Relativamente aos citrinos, na producéo de laranja globalmente, verificou-se

um aumento de 6,2%, face a 2013, atingindo as 252 mil toneladas. A tangerina atingiu
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aproximadamente 36 mil toneladas, o limao 15 mil toneladas, a tangera 1400 toneladas
e por fim a toranja 224 toneladas (INE, 2015).

Estas frutas, para além do impacto socioeconémico que representam a nivel mundial
(Madhuri et al., 2014), tém sido muito valorizadas como parte de uma dieta nutritiva e
saborosa (FAO, 1998), considerando-se indispensaveis para a manutencao de uma dieta
saudavel (Gnanasaraswathi et al., 2014). De facto, os citrinos sdo reconhecidos como
excelentes fontes de vitaminas, minerais e fibras alimentares que séo essenciais para o
crescimento normal e desenvolvimento e bem-estar nutricional global (FAO, 1998). Os
seus Oleos essenciais também sdo reconhecidos pelas suas propriedades medicinais e
aromatizantes, facto que potencia a sua produgdo anual para posteriores utilizagdes em
diferentes industrias, tais como, alimentar, farmacéutica e dermocosmética. De entre as
muitas propriedades fisiologicas, estdo descritas atividades antiaterogénica (Tripoli et
al., 2007; Ramful et al., 2010), anti-inflamatoria (Ramful et al., 2010; Mohammadian et
al., 2011; Hegazy e Ibrahium, 2012; Tsujiyama et al., 2013) e antitumoral (Ramful et
al., 2010; Mohammadian et al., 2011; Hegazy e lIbrahium, 2012; Rekha e Bhaskar,
2013).

2.3.1. Laranja

Figura 2-Laranja

A laranja, Citrus sinensis, € uma fruta citrica (Ortiz, 2002; Al-Juhaimi, 2014), sendo a
espécie de citrinos mais cultivada e comercializada no mundo (Chede, 2013). Este fruto
¢ rico em acUcares, acidos organicos, polissacarideos e diversos fitoquimicos,
destacando-se o acido ascorbico (vitamina C), os tocoferois (vitamina E), as vitaminas
do complexo B, os polifendis e os carotenoides (Cardefiosa et al., 2015; Singanusong et
al., 2015).
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2.3.2. Limao

Figura 3-Liméo

O limdo, Citrus limon também pertence a familia Rutaceae (Khan e Riaz, 2015). A
producdo de limdes verifica-se em paises e regides especificas devido ao facto da planta
ser muito sensivel a baixas temperaturas (Lorente et al., 2014). Rico em fitoquimicos
naturais, contem maioritariamente acido folico, limonoides, acidos organicos e
vitaminas C, A e B, fibra dietética, 6leos essenciais e carotenoides (Khan e Riaz, 2015;
Molina et al., 2010).

Citrus limon apresenta propriedades bioldgicas benéficas para a saude de quem o
consome (Lorente et al., 2014) devido a presenca de compostos fendlicos,
maioritariamente flavonoides (Hajimahmoodi et al., 2014). Os seus efeitos benéficos
tém sido associados a vitamina C e aos flavonoides, poderosos antioxidantes naturais.
Desta forma, sendo o limdo rico em flavonoides, este fruto apresenta um papel
importante na prevencdo de certas doencas, tais como a obesidade, diabetes, doencas
cardiovasculares e certos tipos de cancro, além de promover o decréscimo dos niveis
séricos de lipidos (Molina et al., 2010). Nos extratos da casca de limdo estdo também

descritas atividades antibacteriana e antifingica (Mathew et al., 2012).

2.3.3. Lima

Figura 4-Lima
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As limas sdo cultivadas principalmente em zonas tropicais ou subtropicais (Ortiz, 2002).
As limas habitualmente comercializadas sdo as limas &cidas: Citrus latifolia, as de
maior dimensdo e menos azedas e Citrus aurantifolia, também designadas como lima

mexicana, de menores dimensdes e mais azedas (Nicolosi, 2007).

Atualmente a lima é bastante utilizada na culinaria e o seu sumo é aconselhado para o
tratamento de hipercloridria, Ulceras gastricas, acidez gastrica e infe¢bes renais. Tal com
a laranja, a lima é rica em vitaminas do complexo B (B, e Bs) e apresenta niveis
elevados de vitamina C. A sua casca € uma fonte rica de fitoquimicos, nomeadamente,
flavonoides, acidos fendlicos, carotenoides, limonoides e agucares redutores. Segundo
Singanusong et al. (2015) os compostos fenolicos presentes neste fruto, apresentam

atividades antioxidantes, antiviricas, anti-inflamatorias e antineoplasicas.

2.3.4. Toranja

Figura 5-Toranja

A toranja, Citrus paradisi, € um citrino hibrido, resultante do cruzamento do pomelo
(Citrus maxima) ou o seu ancestral com a laranja (Citrus sinensis) (Nicolosi, 2007).
Este fruto é bastante apreciado devido ao seu sabor adstringente e amargo e ao seu
reconhecido valor medicinal. A toranja, tal como todos 0s outros citrinos apresenta
elevado teor de acido ascérbico, favoravel ao sistema imunitario. Apresenta atividade
diurética, auxiliando na remocdao do excesso de agua do organismo, usada no tratamento
da celulite. Também é consumida para combater a fadiga muscular e estimular o sistema
linfatico (Faleye et al., 2012). Outros compostos bioativos presentes na toranja sdo as
flavanonas, nomeadamente, narirutina, naringina, hesperidina, neohesperidina,
poncirina, as quais estdo associadas a efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios,

antiproliferativos, antineoplasicos, e antimicrobianos (Uckoo et al., 2012).
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2.3.5. Mandarinas
E um grupo bastante complexo, uma vez que inclui varias espécies, além de um certo

namero de hibridos que sdo considerados abaixo:

2.3.5.1. Tangerina

Figura 6-Tangerina

A tangerina (Citrus reticulata), também conhecida como mandarina é um citrino de cor
alaranjada e sabor adocicado. Nativa da China e da India é considerada como uma

espécie selvagem antiga (Mabberley, 1997).

A tangerina, igualmente pertencente a familia Rutaceae tem efeitos benéficos para a
salde. A casca pode ser utilizada no tratamento de doencas degenerativas como a
doenca de Parkinson; na reducdo do colesterol; diminuicdo do risco de doencas
cardiovasculares e obesidade; estando descritas propriedades antineoplasicas, anti-
inflamatorias, antioxidantes, antiaterogénicas e antibacterianas. Segundo Jasim (2012), a
casca da tangerina € rica em compostos antioxidantes, incluindo os flavonoides, tais

como a tangeritina, nobiletina, hesperidina e quercitrina.

2.3.5.2. Clementina

Figura 7- Clementina
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A clementina (Citrus clementina) é um hibrido resultante do cruzamento da laranja
(Citrus sinensis) e da tangerina (Citrus reticulata) (Boudries et al., 2012). Este fruto é
valorizado devido ao seu sabor, porém em relacdo a outros citrinos como o limédo e a
laranja, existe menos informacéo relativa as suas propriedades funcionais (Alvarez et
al., 2012).

As clementinas sdo igualmente frutos hesperideos, de forma oval e de dimensdes
reduzidas, de casca lisa laranja intensa. Normalmente, este fruto é desprovido de

sementes, caracteristica bastante apreciada pelos consumidores em geral (Chao, 2005).

Tal como em todos os outros citrinos anteriormente referidos, os terpenos sdo
predominantes e neste, em concreto, estdo descritos o limoneno, o a- e B-pineno, 0 a-
terpineol, o linalol e o mirceno. Estes compostos organicos oleofinicos naturais sao
importantes para as industrias alimentar, farmacéutica e dermocosmética conferindo
aromas intensos e caracteristicos, para além da sua atividade antioxidante reconhecidas
(Buettner et al., 2003).

2.4. Antioxidantes nos frutos

As frutas citricas sdo muito consumidas e apreciadas por todo o mundo, ndo s6 devido
ao seu paladar agradavel como também ao seu reconhecido valor nutricional. S&o fontes
naturais de constituintes bioativos que podem atuar como compostos antioxidantes de

defesa ao nosso organismo.

Nas Gltimas décadas, tém sido desenvolvidos indmeros estudos com o objetivo de
esclarecer o mecanismo de acdo dos radicais livres nos processos fisioldgicos, tais
como, o0 envelhecimento precoce, cancro, doencas cardiovasculares, cataratas,
diminuicdo do sistema imune e disfuncGes cerebrais (Pandey e Rizvi, 2009; Abdullah et
al., 2012).

O termo “radicais livres” refere-se a moléculas e/ou a atomos que apresentem um ou
mais eletres desemparelhados nas suas Orbitas atomicas ou moleculares. A
configuracdo da camada eletronica confere a estas espécies uma elevada instabilidade e
grau de reatividade, permitindo que aumente a capacidade das mesmas em combinarem-
se de forma aleatoria e pouco especifica com diferentes biomoléculas, nomeadamente,

proteinas, lipidos e &cidos nucleicos (Valko et al., 2007; Pala e Girkan, 2008). Estas
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caracteristicas sdo fatores que tornam os radicais livres determinantes no
desenvolvimento de vérias doencas cronicas (Guimaraes et al., 2010; Khonkarn et al.,
2010; Thorat et al., 2013; Al-Juhaimi, 2014). Embora existam nos sistemas biol6dgicos
muitas espécies reativas, as que merecem mais destaque sdo as espécies reativas de
oxigénio (ERO), espécies reativas de azoto (ERN), os radicais derivados de tiois, as
espécies reativas de cloro, as espécies reativas de carbono e alguns metais de transicao,
como por exemplo, o ferro e o cobre (Oliveira et al., 2009).

Os antioxidantes tém a capacidade de proteger as células do organismo de lesdes
causadas por substancias instaveis, como é o caso dos radicais livres, promovendo
assim a sua destruicdo, favorecendo o sistema imunoldgico e evitando o aparecimento e
progressdo de uma variedades de doencas (Chakraborty et al., 2009). Os antioxidantes
podem ser definidos como substancias que, quando presentes em pequenas
concentracdes relativamente ao substrato oxidavel, sdo capazes de atrasar ou inibir
consideravelmente a oxidacdo desse substrato (Kumar, 2011; Kunwar e Priyadarsini,
2011;Thorat et al., 2013).

Os antioxidantes produzem efeitos fisiologicos benéficos no organismo e também
podem ser utilizados pela inddstria alimentar, de forma a conservar o sabor e a cor dos
diferentes géneros alimenticios, sdo também imprescindiveis nos alimentos evitando a
destruicdo das vitaminas presentes nos mesmos e minimizando a deterioracdo oxidativa
de certos alimentos, como 6leos e gorduras, que leva a formacdo de ranco, havendo
alteracdo do sabor e odor, aliado a diminuicdo da sua qualidade nutricional bem como
seguranca, uma vez que se verifica a formacdo de compostos secundarios
potencialmente toxicos (Moure et al., 2001; Antolovich et al., 2002; Sarmadi e Ismail,
2010; Santos et al., 2014; Ahmad et al., 2015).

Por esse mesmo motivo, os frutos e os vegetais tém sido alvo de intensos estudos no
sentido de provar a importancia dos seus consumos, obtendo assim diferentes moléculas
quimicas cujos mecanismos de acdo possam atuar de forma sinérgica e,
consequentemente reduzirem os danos causado pelos radicais livres. A pesquisa de
compostos antioxidantes torna-se cada vez mais importante para a industria alimentar e
para a industria farmacéutica (Degaspari e Waczczynskyj, 2004; Montazeri et al.,

2011). Vaérios autores mostraram que frutas e vegetais sdo especialmente ricos em
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antioxidantes naturais e que estes compostos podem diminuir o risco de doencas
cronicas, como o cancro, doenca de Alzheimer e diabetes (Mohammadian et al., 2011).
Por outro lado, alguns estudos demonstraram que o consumo de bebidas e alimentos
ricos em polifendis podem aumentar a capacidade antioxidante do plasma, limitar a
incidéncia de doencas coronarias, apresentarem propriedades antidiabéticas (Degaspari
e Waczczynskyj, 2004; Pandey e Rizvi, 2009; Kennedy e Wightman, 2011; Xiao e
Hogger, 2015).

2.4.1. Antioxidantes maioritarios nos citrinos

Relativamente as frutas citricas, estas sdo conhecidas como fontes de constituintes
antioxidantes, que apresentam varias acdes benéficas ao ser humano. De entre esses
compostos bioativos, destacam-se o acido ascorbico, os compostos fendlicos e o0s
carotenoides (Wang et al., 2008; Ghasemi et al., 2009; Goulas e Manganaris, 2012).

2.4.1.1. Vitamina C

A vitamina C (&cido ascorbico) é um micronutriente essencial, necessario para a funcao
metabolica normal do corpo (Rahman et al., 2007; Mohammed et al., 2009; Mussa e
Sharaa, 2014) comumente encontrada nos citrinos (Rahman et al., 2007; Mohammed et
al., 2009; Rekha et al., 2012; Mussa e Sharaa, 2014). Embora o teor de acido ascorbico
varie consideravelmente mediante a espécie, maturacdo, condi¢cdes edafoclimaticas,
métodos de preparacdo e consumo (Mohammed et al., 2009; Mussa e Sharaa, 2014), a
sua ingestdo através da dieta € fundamental, uma vez que o metabolismo humano nao
tem a capacidade de a sintetizar (Rahman et al., 2007; Mohammed et al., 2009; Rekha
et al., 2012; Mussa e Sharaa, 2014; Shishehbore e Aghamiri, 2014). Por outro lado, o
acido ascorbico, para além de ser um reconhecido antioxidante natural, tem um papel
importante na regeneracdo de outros antioxidantes, como por exemplo, a vitamina E
(Shishehbore e Aghamiri, 2014); reducdo dos niveis plasméaticos de colesterol e
regulacdo da presséo arterial (Rahman et al, 2007; Mohammed et al., 2009; Rekha et
al., 2012; Mussa e Sharaa, 2014); prevencdo do escorbuto; manutencdo da pele,
gengivas e vasos sanguineos saudaveis (Rekha et al., 2012); inibicdo da cascata

inflamatdria (Hazewindus et al., 2012). Esta vitamina é essencial para a sintese de
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colagenio, carnitina e norepinefrina (neurotransmissor) (Shishehbore e Aghamiri, 2014).
Sao-lhe reconhecidas algumas funcbes bioldgicas, nhomeadamente na diminui¢do do
risco de arteriosclerose, doencas cardiovasculares e algumas formas de cancro (Rekha et
al., 2012), incluindo o cancro da mama, colo do Utero, colon, reto, pulmdo, boca,
préstata e estbmago (Rahman et al., 2007; Mohammed et al., 2009; Mussa e Sharaa,
2014).

2.4.1.2. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo uma das maiores classes de metabolitos secundéarios das
plantas (Degéaspari e Waczczynskyj, 2004), quimicamente definidos como substancias
gue possuem um ou mais anéis aromaticos contendo pelo menos um grupo hidroxilo
(Soares et al., 2008). Os compostos fendlicos ou polifendis exercem fungdes de defesa
contra a radiacdo ultravioleta, microorganismos e insetos, sendo também responsaveis
pela pigmentacdo e algumas caracteristicas organolépticas dos alimentos (Nakajima et
al., 2014).

Os compostos fendlicos existentes nos citrinos abrangem maioritariamente os acidos

fendlicos, cumarinas, flavonoides e taninos (Dubick e Omaye, 2001).

De entre os compostos fendlicos existentes nestes frutos, os flavonoides constituem o
grupo mais representativo, podendo ainda dividir-se em pequenos subgrupos tais como,
antocianinas (cianidina, delfinidina), flavanas (catequina, epicatequina, luteoforol,
procianidina, theaflavina), flavanonas (hesperidina, naringenina), flavonas (apigenina,
luteolina, diomestina, tangeritina, nobiletina, tricetina), flavondis (quercetina, rutina,

miricetina) e isoflavonoides (daidzeina, genisteina) (Gattuso et al., 2007).

As flavanonas, as flavonas e os flavondis sdo o0s subgrupos com maior
representatividade nos citrinos. As flavanonas que existem como mono ou
diglicosidicas contribuem para o sabor dos frutos citricos, nomeadamente a hesperidina,
a narirutina, a naringina, e a neohesperidina (Sivam, 2002). As laranjas contém
hesperitina e naringenina que raramente ocorrem como agliconas livres. De facto, as
flavanonas glicosidicas dominantes nas laranjas doces (C. sinensis) sdo a hesperidina e a
narirutina, enquanto nas laranjas azedas (C. aurantium) predominam as neohesperidina
e naringina. A principal diferenca entre as flavanonas glicosidicas de laranjas doces e de

laranjas azedas estd nas moléculas de acucar, que influenciam o gosto. O agucar
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rutinose (6-O-a-A-rhamnosyl-B-D-glucose) causa nas flavanonas hesperidina e
narirutina um sabor neutro e é relativamente elevado em laranjas doces e tangerinas,
enquanto o0 aclcar neohesperidose (2-O-a-L-rhamnosyl-B-D-glicose) apresenta
concentracdes superiores nas laranjas azedas e na toranja, conferindo um sabor amargo

ou picante as flavanonas glicosidicas neohesperidina e naringina (Peterson et al., 2006).

2.4.1.3. Carotenoides

Os carotenoides pertencem a uma familia de pigmentos naturais, dos quais mais de 600
variantes estruturais estdo atualmente reconhecidas e quimicamente caracterizadas
(Stahl e Sies, 2003; Rao e Rao, 2007). Estes compostos sdao moléculas isoprenoides
lipossoluveis que sdo comuns na natureza (Mortensen, 2006; Burgos et al., 2012; Malik
et al.,, 2012) e desempenham um papel importante na protecdo das plantas contra
processos de fotooxidacdo (Stahl e Sies, 2003). Sao responsaveis por muitas das cores
das plantas, frutas e flores que incluem os tons vermelho, laranja, bem como pelas cores
de alguns péassaros, insetos, peixes e crustaceos (Stahl e Sies, 2003; Santhose et al.,
2011). Apenas as plantas, bactérias, fungos e algas podem sintetizar carotenoides, mas
muitos animais possuem a capacidade de os incorporar através da dieta (e.g., conversdo
de B-caroteno em vitamina A) (Stahl e Sies, 2003; Mortensen, 2006).

No plasma humano predominam o B-caroteno e o licopeno, 0s quais estdo descritos
como compostos antioxidantes, promotores de elevados beneficios para a salde,
nomeadamente na prevencdo de cancro, doencas cardiovasculares e oftalmoldgicas
(Stahl e Sies, 2003; Barba et al., 2006; Fiedor e Burda, 2014). De facto, atualmente, o
grande interesse pelos carotenoides deve-se a sua atividade de pro-vitamina A, sendo
esta vitamina interveniente na sintese de hormonas, na resposta imune e na regulacéo do
crescimento e diferenciacao celular, bem como a sua acéo antioxidante sobre os radicais
de oxigénio e a diminuicdo do stresse oxidativo no organismo (Stahl e Sies, 2003; Barba
et al., 2006; Lam et al., 2007; Burgos et al., 2012; Poiroux-Gonord et al., 2012). Estes
compostos sdo também amplamente utilizados como corantes alimentares (Malik et al.,
2012).
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A cor dos citrinos deve-se, principalmente, a presenca dos carotenoides (Kato et al.,
2004; Rodrigo et al., 2004), os quais conferem diferentes tonalidades que variam entre o
amarelo, laranja e vermelho (Kato et al., 2004).

2.5. Aplicacdo dos subprodutos dos citrinos

Os subprodutos provenientes dos citrinos consideram-se relevantes pois sdo ricos em
ingredientes funcionais, entre os quais se destacam os flavonoides, fibras alimentares e
6leos essenciais (Vasudeva e Sharma, 2012). Deste modo, estes subprodutos podem
utilizar-se em diversas formulagdes alimentares ou no fabrico de alimentos funcionais
(Al-Juhaimi, 2014).

Sdo relatadas atividades bioldgicas na casca dos citrinos, nomeadamente atividades
antimicrobiana e antioxidante (Madhuri et al.,, 2014) que lhes permitem ser
incorporados tanto em farmacos como em suplementos alimentares. Pode ainda ser
avaliada a alternativa do uso dos compostos bioativos presentes nos subprodutos como a
casca e polpa ou outros residuos do fruto, como antioxidantes ao invés dos aditivos
alimentares sintéticos que apresentam potenciais riscos para a sadde. (Al-Juhaimi, 2014;
Gnanasaraswathi et al., 2014).

De acordo com a FAO, em 2014, a producdo mundial de laranja atingiu 68 milhdes de
toneladas, representando 8,5% da producdo total de frutas. Aproximadamente 40-60%
das laranjas s@o processadas para a producdo de sumo, sendo que 50-60% do peso total
da fruta fresca séo residuos, incluindo sementes e cascas. Perante um valor tdo elevado
de subprodutos formados e tendo em conta que a riqueza em compostos bioativos esta
mais concentrada na casca dos frutos, muitos estudos tém sido efetuados com um
objetivo comum: o reaproveitamento dos mesmos. Esta ideia, abrange o conceito de
sustentabilidade, dado integrar o sector social, econémico e ambiental, acrescentando a
possibilidade de promocéo da satde (FAO, 2014).

17



Pesquisa da atividade antioxidante em subprodutos alimentares: conceito de sustentabilidade

CAPITULO I1I. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Tendo em consideracdo que o reaproveitamento dos recursos naturais € uma aposta do
futuro no sentido de aproveitar e valorizar os produtos e residuos nacionais, baseados no
conceito de sustentabilidade, de forma a promover o desenvolvimento econémico e
social e com o consequente melhoramento do meio ambiente e dos recursos naturais, o
objetivo geral deste trabalho visou realizar um estudo comparativo de subprodutos
alimentares provenientes de seis espécies de citrinos de origem portuguesa: laranja,
limdo, lima, toranja, tangerina e clementina, tendo em consideracdo a parte edivel
(polpa) e ndo edivel (casca), através da avaliacdo de fitoquimicos e atividade

antioxidante.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar o teor de compostos bioativos (teores de compostos fenolicos totais,
flavonoides e carotenoides (licopeno e [B-caroteno) de cada citrino (polpa e

casca).

e Determinar a atividade antioxidante da polpa e da casca de cada fruto estudado
(método DPPH?).

e Efetuar uma andlise sensorial, através do estudo sobre o grau de aceitacdo por
parte do consumidor, recorrendo a elaboracdo de biscoitos de manteiga

enriquecidos com os subprodutos dos frutos citricos estudados.

18



Pesquisa da atividade antioxidante em subprodutos alimentares: conceito de sustentabilidade

CAPITULO IV. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras

As amostras estudadas foram cascas e polpas de frutos citricos habitualmente
consumidos pela populacdo portuguesa: laranja (Citrus sinensis), limdo (Citrus limon),
lima (Citrus aurantifolia), tangerina (Citrus reticulata), clementina (Citrus clementina)
e toranja (Citrus paradisi). Todas as espécies, de producdo nacional, foram adquiridas
em 2014. As cascas e as respetivas polpas foram submetidas a um processo de trituragdo
num moinho (Moulinex), para obter uma melhor homogeneizacdo do lote em estudo.

Posteriormente, todas as amostras foram congeladas a -20°C até ao momento da anélise.

4.2. Compostos bioativos e atividade antioxidante

O teor de compostos bioativos e atividade antioxidante foi determinado através de

extratos aquosos obtidos por um processo de parti¢do do soluto sélido-liquido.

4.2.1. Preparacao dos extratos

Por conhecimento prévio do comportamento de outros subprodutos estudados por
diversos autores, e visando condicdo sustentavel de obtencdo dos extratos recorreu-se a
agua destilada como solvente. Prepararam-se extratos (1 g/ 50 mL) em triplicado a partir
de cada amostra estudada. A extracdo foi efetuada em centrifuga Labofrege 200
(Heraeus Sepatech), a 5000 rpm, durante 30 minutos e os extratos obtidos foram
filtrados e congelados a — 20 °C para posterior analise. Para a quantificacdo dos
carotenoides procedeu-se a extracdo com uma mistura de acetona-hexano (4:6), devido
ao factos de estes compostos serem de natureza apolar. Os extratos aquosos obtidos
foram utilizados nas quantificacdes dos fenolicos e flavonoides totais e respetiva

atividade antioxidante.

4.2.2. Determinaco de compostos fendlicos totais
O teor de fenolicos totais foi determinado por um método espetrofotométrico, utilizando
o0 reagente de Folin-Ciocalteau, segundo metodologia recentemente proposta por Vinha

et al. (2015). Este ensaio baseia-se na oxidacdo dos grupos hidroxilo dos fenois, em
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meio basico, pelo reagente de Folin-Ciocalteau (que consiste na mistura do acido
fosfomolibidico e do &cido fosfotungustico). A reducdo deste reagente pelos compostos
fendlicos produz uma mistura de éxidos de tungsténio e molibdénio de coloragdo azul
caracteristica, monitorizados espetrofotometricamente a 765 nm. Para elaborar a reta de

calibracéo utilizou-se um padréo de acido galhico.

Resumidamente colocaram-se num tubo de ensaio 500 pL de extrato (sobrenadante),
aos quais se adicionaram 2,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau (RFC) diluido em agua
destilada (1:10) e 2,0 mL de carbonato de sédio (Na,COs3, 7,5 %). Os extratos foram
colocados em repouso a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 30 minutos.
Foram efetuadas leituras de absorvéncias a 765 nm em espetrofotometro UV/Vis
(Thermo Scientific, Genesys 10S UV-Vis). Os resultados foram expressos em
equivalentes de &cido galhico (EAG) em mg por g de amostra a partir da equacdo da
reta (Y =0,0018X + 0,0159; r = 0,9999).

4.2.3. Determinacdo dos flavonoides totais

Os flavonoides totais foram quantificados segundo metodologia descrita por Costa et al.
(2014), com ligeiras modificacdes. A técnica envolveu a medida da absorvéncia, a 510
nm, do complexo AlCls-flavonoide, utilizando a reta de calibragéo de epicatequina (Y =
0,0003X + 0,0055; r = 0,9985) efetuada aquando das determinacdes.

Num tubo de ensaio misturaram-se 1 mL de extrato, 4 mL de &gua destilada e 300 pL
de cloreto de aluminio (AICI3) (10 %). Apds um minuto foram adicionados 2 mL de
solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) (1 mol/ L) e 2,4 mL de agua destilada. Apos
agitacdo em vortex efetuaram-se as leituras. Todos os ensaios foram feitos em triplicado

e os resultados expressos em mg equivalentes de epicatequina (EEC)/ g de amostra.

4.2.4. Determinacdo dos carotenoides

Os carotenoides foram quantificados por espetrofotometria seguindo a metodologia
descrita por Vinha et al. (2014). Na determinacdo dos carotenoides totais foram lidas as
absorvéncias de cada extrato (sobrenadante), utilizando-se um espetrofotometro UV/Vis
(Thermo, Genesys 10S UV-Vis), a diferentes comprimentos de onda: 663, 645, 505 e

453 nm, sendo possivel, desta forma, quantificar os teores de licopeno e B-caroteno de
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cada extrato. Os extratos (1g/ 10 mL) foram obtidos a partir de uma centrifugacdo a
5000 rpm durante 30 minutos, utilizando uma mistura de solventes apolares (acetona/ n-
hexano, 4:6, v/v). Todos os ensaios foram realizados em triplicado. Os resultados foram
expressos em mg por g de amostra e os teores de cada pigmento foram obtidos de

acordo com as seguintes equacoes:

] Licopeno (mg/ g) = -0,0458A463 + 0,204 Ag45 + 0,372A505 — 0,0806A453
o B-Caroteno (mg/ g) =0,216As63 — 1,22 As45 — 0,304 A505 + 0,0452A453

4.3. Atividade antioxidante

Diversas técnicas analiticas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante
in vitro de forma a permitir uma rapida selecdo de substancias e/ou misturas de
compostos bioativos que, isoladamente ou sinergicamente, se tornam importantes na
promocdo da satde. De entre muitos méetodos utilizados destaca-se 0 método de reducao
do radical livre DPPH* (radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo).

4.3.1. Inibigdo do radical livre DPPH*

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método de reducdo do
radical livre DPPH®. Este constitui um método colorimétrico no qual o DPPH® é
estabilizado por substancias com propriedades antioxidantes, sendo um método
vulgarmente usado para a avaliacdo da capacidade redutora dos radicais livres pela acdo
dos compostos bioativos com propriedades antioxidantes. O radical livie DPPH®
(coloracdo violeta) apresenta um maximo de absorvéncia a 515 nm. O ensaio consistiu
essencialmente numa reacdo de oxidacdo-reducdo, apés a adicdo do antioxidante
verificou-se uma diminuicdo da absorvéncia, proporcional a concentracdo e a atividade
antioxidante da amostra (Brand-Williams et al., 1995; Arnao, 2000). Este método
apresenta diversas vantagens entre as quais o facto do radical livre DPPH® ser muito
estavel e poder ser adquirido diretamente, estando comercialmente disponivel (Arnao,
2000; Pyrzynska e Pekal, 2013).

O procedimento experimental consistiu em pipetar 20 L de amostra (extrato de cada
casca e polpa) e 180 uL de solucdo de DPPH" (0,06 mM) e posterior homogeneizagao.
As leituras foram efetuadas em intervalos de 2 em 2 minutos durante 40 minutos, num
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leitor de microplacas de 96 pocos. A atividade antioxidante foi expressa em

percentagem de inibigdo (%) segundo a seguinte equagao:

Abs branco — Abs final
x 100

% de Inibigdo = Abs branco

Em que a Abs branco corresponde a absorvéncia da solucdo de DPPH' no primeiro
tempo de leitura e a Abs final corresponde a absorvéncia do extrato ap6s obtencdo de

absorvéncias constantes.

4.4. Analise sensorial

Segundo o IFT (Institute of Food Science and Technology) a analise sensorial € uma
disciplina usada para provocar, medir, analisar e interpretar as reag0es produzidas pelas
caracteristicas dos alimentos e materiais, como elas sdo percebidas pelos 6rgdos da
visdo, olfato, gosto, tato e audicdo. Como tal, para avaliar o grau de aceitacdo do novo
género alimentar desenvolvido (biscoitos que incorporam cascas de citrinos), foi
igualmente realizada uma analise sensorial recorrendo a um painel de provadores nao

treinados.

Atraveés desta andlise pretendeu-se verificar de que forma a aparéncia, o sabor e o aroma
dos biscoitos com cascas de citrinos influenciavam a opcdo de compra por parte dos
consumidores. Os 6 biscoitos foram servidos em diferentes pratos descartaveis e

acompanhados com um copo de agua.

Os consumidores foram divididos em trés grupos etarios diferentes, no primeiro
incluiram-se o0s que tinham idades compreendidas entre 18 e 29, no segundo
compreendidas entre 30 e 49 e no terceiro entre 50 e 70 anos, cada grupo constituido

por 50 pessoas, participando um total de 150 individuos.

Os provadores avaliaram as amostras de forma monadica sequencial, usando escala de
pontuacdo de Likert com 9 categorias, de extremamente agradavel a extremamente
desagradavel. As amostras foram também avaliadas em relagdo intengdo de compra

(“compraria este produto?”).
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A escala heddnica hibrida de 9 pontos ou escala de Likert (O=Extremamente
desagradavel, 5=nem agraddvel nem desagradavel; 9=Extremamente agradavel),
proposta por Vilanueva (2003) foi utilizada como instrumento de trabalho de medicao

da preferéncia.

4.5. Analise estatistica

A andlise de dados foi realizada usando o programa IBM SPSS STATISTICS, 22.0
(IBM Corporation, New York, USA (2015)). Os resultados forma descritos através de
contagens e respetivas percentagens para variaveis qualitativas nominais e ordinais, e
ainda pelo célculo da média e desvio padrdo para os resultados da apreciacdo da
aparéncia, aroma e sabor (escala de Likert) para comparacdo com resultados de outros

trabalhos
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CAPITULO V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os teores de compostos bioativos, a
avaliacdo da atividade antioxidante das cascas e polpas dos diferentes citrinos, bem
como os resultados da analise sensorial realizada, apds elaboracdo de biscoitos

enriquecidos com as cascas dos diferentes frutos estudados.

5.1. Solvente Extrator

Os compostos fendlicos sdo na sua maioria polares, desta forma aumentando a
polaridade do solvente, obtém-se um maior rendimento de extracdo destes compostos
(Abdullah et al., 2012). Durante a realizacdo da pesquisa bibliografica verificou-se que
existem muitos estudos associados as condi¢Bes de extracdo dos compostos bioativos.
No entanto, também se verificou que a maioria desses estudos apenas valorizou a
quantidade de compostos extraidos, independentemente dos efeitos nocivos que esses
solventes possam apresentar. Neste trabalho optou-se pela utilizacdo da agua como
solvente extrator, dado a sua inocuidade, custos e capacidade extrativa. Atualmente os
estudos desenvolvidos em matrizes alimentares recorrem ao uso de solventes néo
toxicos. Sousa et al. (2011) determinaram os teores de fendlicos totais dos residuos das
polpas das frutas tropicais acerola (Malpighia glabra L.), goiaba (Psidium guayaba L.),
abacaxi (Ananas comosus L.), cupuacu (Theobroma grandiflorum), bacuri (Platonia
insignis) e graviola (Annona muricata L.), recorrendo a extratos aquosos e
hidroalcodlicos. Gengaihi et al. (2014) também avaliaram o teor de compostos bioativos
em extratos aquosos e etandlicos de mostos. Outros autores também descreveram outros
solventes para a extracdo de fendlicos, tais como éter etilico (Goulas e Manganaris,
2012) ou metanol (Abeysinghe et al., 2007; Barros et al., 2012; Xi et al., 2014).
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5.2. Anélise dos compostos bioativos

As propriedades antioxidantes consistem em retardar a oxidacdo de varios compostos
"importantes para a vida", inibindo a iniciacdo ou a propagacdo de reacfes em cadeia
(Ramful et al., 2010). Desde a prevencdo de reacOes de oxidagdo em alimentos,
medicamentos e cosmeéticos até ao papel das espécies reativas de oxigénio (ERO) em
doengas como o cancro, doencas cardiovasculares, inflamatdrias, neurodegenerativas e
autoimunes, a atividade antioxidante é fundamental para retardar qualquer um dos casos
(Ghafar et al., 2010; Boudries et al., 2012; Vilaplana et al., 2014). Estudos
epidemiol6gicos demonstraram uma relagdo direta entre o consumo de produtos ricos
em antioxidantes e a diminuicdo da morbilidade e mortalidade (Huang et al., 2005). Os
compostos fendlicos sdo considerados um dos grupos mais importantes a contribuir para
a atividade antioxidante. O consumo de alimentos ricos neste tipo de compostos
contribui para a prevencao de doencas (Cartea et al., 2011).

O contetdo de fendlicos totais dos extratos aquosos foi determinado através de um
método colorimétrico, usando o reagente de Folin-Ciocalteau. Este método permite a
avaliacdo de todos os flavonoides, antocianinas e outros compostos fendlicos (néo-
flavonoides) presentes nas amostras (Abdullah et al., 2012). No entanto, os valores de
compostos fendlicos totais devem ser interpretados com prudéncia pois relatos da
literatura tém argumentado que existe a possibilidade de interferéncia de outros agentes
presentes nos alimentos, como 0s carotenoides, aminoacidos, acucares e vitamina C,
que podem reagir com o reagente Folin-Ciocalteau. (Ramful et al., 2010; Ghafar et al.,
2010; Vilaplana et al., 2014).

Os resultados da andlise aos compostos fenolicos apresentados nas Figuras 8 e 9 estdo
expressos em equivalentes de acido galhico (mg EAG)/ g de amostra. Numa primeira
analise observam-se diferencas entre todas as cascas dos citrinos estudados,
apresentando variacdes entre 219,5 e 457,1 mg EAG/ g, correspondendo a lima e a
clementina, respetivamente. No entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os teores de fendlicos totais da toranja e da tangerina. Os resultados obtidos

demonstram que a concentracdo total de polifenois nas cascas varia bastante de acordo
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com a especie. Depende ainda de variaveis como as condi¢cdes ambientais do local de

origem e da época de colheita (Quirds et al., 2010).
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Segundo Trucom (2009), as cascas de limdo contém maiores teores de vitamina C na
casca (~150 mg/ 100g) do que a polpa (40 mg/ 100g). Também é na casca deste fruto
que se concentra a citrina (vitamina P). Este fundamento supracitado potencia ainda
mais as cascas dos outros citrinos, toranja, tangerina e clementina, que sdo 0S menos
utilizados e cujos teores de fendlicos mostram-se bastante superiores aos encontrados no
lim&o. Por outro lado, os resultados apontam para uma maior valorizacdo dos residuos
nacionais face a outros semelhantes mas provenientes de outros paises. Por exemplo,

Abdullah et al. (2012) descreveram um teor de fendlicos totais em extratos aquosos de
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cascas de laranja inferiores aos descritos neste trabalho (357,23 mg EAG/ g e 401,4 mg

EAG/ g, respetivamente).

Relativamente as diferencas encontradas destes compostos nas polpas e respetivas
cascas, as Figuras 8 e 9 mostram valores discrepantes. O teor de fenolicos totais
descritos nas polpas dos citrinos, mostram uma tendéncia idéntica aos valores
observados nas cascas. As polpas de laranja e de limdo mostram superioridade, sendo
que a toranja e a tangerina ndo apresentam diferencas significativas. Curiosamente, a
lima mostrou ser o fruto citrico com menores teores de fendlicos totais, tanto na casca
como na polpa. De uma maneira geral conclui-se que que o contetudo de fendlicos totais
€ menor nas polpas do que nas cascas, mostrando concordancia com outros estudos
semelhantes (Abdullah et al., 2012; Guimardes et al., 2010). Os elevados valores
obtidos nos compostos fenolicos nas cascas das espécies estudadas permitem antever o
resultado da atividade antioxidante, que se espera que também seja mais elevado nas
cascas do que nas polpas. De facto, a correlacdo obtida dos compostos fendlicos com a
atividade antioxidante (DPPHe*) ¢é superior nas cascas, como ¢ possivel verificar pela

Figura 10.
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Os flavonoides constituem um dos grupos de compostos naturais mais diversificado e
vasto e sdo provavelmente os compostos fenolicos mais importantes (Ghafar et al.,
2010). O conteudo total em flavonoides das cascas e polpas dos diferentes citrinos foi
realizado através da complexacdo do extrato com cloreto de aluminio (AICI3). O ido
AI** liga-se a0 grupo cetona ou hidroxilo dos flavonoides através de uma reacdo com
transferéncia de eletrGes, o que leva a produgdo de uma coloracdo amarela intensa
quando observada em espetrofotometro UV-Vis a uma absorvéncia maxima de 510 nm
(Abdullah et al., 2012). Os resultados obtidos encontram-se representados nas Figuras

11 e 12, correspondendo as cascas e polpas, respetivamente.
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Figura 12-Flavonoides totais (mg EEC/ g) das polpas dos citrinos

Analisando a Figura 11, pode-se observar que a casca da tangerina lidera os niveis de
flavonoides (151,1 mg/ @), seguindo-se as cascas de laranja (127,7 mg/ @), da
clementina (125,7 mg/g) e do limao (123,8 mg/ g), com diferencas pouco significativas.

Uma vez mais, as cascas dos citrinos nacionais mostraram teores de bioativos superiores
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aos descritos por Abdullah et al. (2012), os quais apresentaram teores de flavonoides
nas cascas de laranja na ordem dos 22,79 mg /g. Tal como aconteceu com os fendlicos
totais, a lima mostrou teores inferiores de flavonoides (101,8 mg/ g). Num contexto
geral, o teor de flavonoides presente nas cascas € em média 25% superior aos teores
encontrados nas polpas dos 6 citrinos. Uma vez mais, este estudo evidenciou que as
cascas dos frutos sdo mais ricas em compostos bioativos que as polpas, mostrando-se

concordantes com outros estudos anteriores (Guimardes et al.,, 2010; Goulas e

Manganaris, 2012).

Estes resultados sugerem que a varia¢do no teor dos compostos fenolicos supracitados
pode resultar em diferentes respostas biologicas, e apesar dos fenolicos totais e dos
flavonoides representarem 0s constituintes maioritarios, outros compostos podem
interferir de forma positiva, contribuindo para o aumento das propriedades biologicas
associadas a ingestdo dos frutos citricos. Muitos estudos atribuem propriedades
antioxidantes aos flavonoides (Ghafar et al., 2010; Sousa et al., 2011; Gengaihi et al.,
2014), no entanto, neste estudo, ficou evidente que a correlacdo entre a atividade

antioxidante e estes compostos € muito baixa (Figura 13).
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De facto, as frutas contém muitos compostos com elevada atividade antioxidante, como
as vitaminas C e E, os carotenoides, as clorofilas e uma variedade de fitoquimicos,
incluindo os compostos fendlicos simples, glicosideos e flavonoides. Propde-se que
sejam realizados mais estudos, nomeadamente, na quantificacdo de outros compostos
fenolicos, igualmente com propriedades biologicas reconhecidas e que possam potenciar

a atividade antioxidante.

Os carotenoides presentes nos frutos desempenham um papel importante na salde
humana, como agentes de prevencao contra o desenvolvimento de doencas cronicas. Os
carotenoides sdo pigmentos responsaveis pela cor externa e interna das frutas citricas.
Os citrinos sdo fontes complexas de carotenoides, contendo o maior nimero destes
compostos relativamente aos outros frutos (Alquezar et al., 2008; Goulas e Manganaris,
2012). No entanto, a concentracdo de carotenoides é fortemente dependente das

variedades Citrus e das condicGes edafoclimaticas (Molina et al., 2010).

De acordo com os resultados presentes na Tabela 1 observaram-se diferencas
significativas de resultados entre as espécies de frutas e entre as polpas e cascas de cada

especie.

Tabela 1-Teor de carotenoides (g/ g) obtidos nas cascas e polpas dos citrinos estudados

*(----): Valores nédo detetados.

Cascas Licopeno p-Caroteno Polpas Licopeno p-Caroteno
Limé&o 0,385+0,08 0,255+0,22 Liméo 0,2416+0,10 0,130+0,23
Lima ——— 7,32+0,26 Lima 0,0584+0,02 0,0723+0,13
Laranja 8,82+1,20 Laranja 1,84+0,49
Toranja 11,94+1,95 7,99+0,59 Toranja 3,18+1,32 1,50+0,41
Tangerina 0,0674+0,08 5,19+0,32 Tangerina 0,471+0,05 0,916+0,39
Clementina 14,80+0,89 Clementina 1,60+0,73

Relativamente ao [-caroteno, as concentracdes deste composto foram manifestamente
superiores nas cascas do que nas polpas de todos os frutos, sendo que a casca da
clementina apresentou o maior valor (14,80 ug/ g). As polpas da laranja e da toranja

apresentaram valores idénticos mas significativamente superiores aos encontrados nas
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outras polpas. Embora com diferencas muitos significativas entre eles, a ordem
decrescente de [-caroteno existente nas cascas e nas polpas dos citrinos mostrou-se
concordante, observando-se um decréscimo sequencial entre clementina > laranja >
toranja > tangerina > lima > limdo. Estes dados mostram-se concordantes com os dados
publicados na bibliografia. Silva et al. (2010) descreveram diversas fontes vegetais ricas
em carotenoides, entre as quais a laranja e a tangerina. Também Chedea et al. (2010)
descreveram elevados teores de apocarotenoides e a- e -caroteno nas cascas de duas
variedades de laranja (Valencia e Navel). O licopeno, responsavel pelas tonalidades
“vermelhas” do reino vegetal também foi encontrado no limdo, na toranja e na
tangerina. Estes valores foram pouco claros, no entanto, face a escassez de bibliografia,
ndo podem ser comparados com outros estudos idénticos. Empiricamente poder-se-a
afirmar que os teores de licopeno foram superiores na toranja, uma vez que este fruto

apresenta uma tonalidade mais “avermelhada” que todos os outros citrinos.

5.3. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante de uma e qualquer matriz vegetal podera sugerir a contribuicao
relativa da soma dos seus constituintes com acéo antioxidante. De acordo com os dados
publicados até a data, os compostos fendlicos, os carotenoides e a vitamina C sdo 0s

principais antioxidantes encontrados nos frutos (Egea et al., 2010).

Para a determinacdo da atividade antioxidante, recorreu-se ao método do DPPH®, uma
vez que se trata de um método rapido, sensivel e reprodutivel, exigindo um
equipamento de laboratdrio simples e convencional para a determinacdo da atividade

antioxidante de extratos de frutas e de legumes (Boudries et al., 2012).

Os resultados da analise da atividade antioxidante estdo apresentados nas Figuras 14 e

15 e expressos em % de inibicdo do radical DPPH".
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Figura 14-Atividade antioxidante das cascas dos citrinos

Todas as cascas dos citrinos revelam uma elevada atividade antioxidante (Figura 14),
sendo o0s seus valores proximos entre si. A casca da clementina foi a que apresentou a
maior atividade antioxidante (88,9%), seguida da tangerina (83,9%), da laranja (82,5%),
da lima (80,1%), da toranja (77,9%) e do liméo (73,6%). Al-Juhaimi (2014) avaliou a
atividade antioxidante das cascas e polpas da laranja, tangerina e limdo, tendo obtido
valores significativamente inferiores: 67,58%; 68,57% e 46,98%, respetivamente. Esta
diferenca pode ser justificada pelas interferéncias associadas aos fatores intrinsecos
(maturacdo, genética e variedades) como aos fatores extrinsecos (clima, solo, radiacao
solar). De facto, é do conhecimento geral que a sintese de metabolitos secundarios pelas
plantas depende fortemente destes fatores.
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Figura 15-Atividade antioxidante das polpas dos citrinos

As polpas, tal como aconteceu com 0s compostos bioativos, apresentaram
menores valores de atividade antioxidante. Tendo em conta que estes compostos

contribuem para a atividade antioxidante, apesar de outros compostos hidrofilicos tais
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como péptidos, vitaminas poderem também influenciar o poder antioxidante (Abdullah
et al., 2012), é normal que as polpas apresentem menor percentagem de inibicdo do

radical livre DPPH® que as cascas.

Através da observacdo da Figura 15 pode-se constatar que a atividade antioxidante
obtida em todas as polpas foi semelhante, variando entre 50,7% (clementina) e 40,0%
(lima). Assim, a polpa com maior potencial antioxidante é a clementina (50,7%), de
seguida encontram-se as polpas do limdo (50,0%), da laranja (49,7%), da tangerina
(48,1%) e da lima (40,0%). Relativamente ao estudo de Al-Juhaimi (2014) verificou-se
que a atividade antioxidante das polpas da laranja (69,31%), tangerina (62,82%) e liméo
(59,60%) foi superior as obtidas neste estudo. Um dos fatores que possa fundamentar

esta diferenca é o recurso ao metanol como solvente.

De uma maneira geral, este estudo mostrou que as cascas e as polpas dos citrinos
contém grandes quantidades de fendlicos totais, teores moderados de flavonoides e uma
consideravel atividade antioxidante. As cascas dos frutos estudados apresentaram maior
rigueza em compostos bioativos e, consequentemente, maior atividade antioxidante,
seguindo uma tendéncia concordante com os dados publicados por Guimarées et al.
(2010).

De todos os frutos analisados, as cascas da tangerina e da clementina foram os residuos
qgue mostraram ser fontes promissoras de reutilizacdo tanto para a industria alimentar

como farmacéutica.

Os compostos fendlicos totais apresentaram uma maior tendéncia para a atividade
antioxidante exibida tanto nas cascas como nas polpas dos 6 frutos estudados,
verificando-se uma correlagéo positiva de r* = 0,6188 e r> = 0,5383, respetivamente. Os
flavonoides, contrariamente ao espectavel, apresentaram fraca correlagdo com a
atividade antioxidante com valores de r* = 0,1460 e r’ = 0,1886 para as cascas e polpas,
respetivamente. Assim, sugere-se gque outros compostos bioativos (ndo-flavonoides),
tais como os carotenoides, taninos e acidos fenélicos possam participar no aumento da

atividade antioxidante dos subprodutos citricos estudados. Kuda e Ikemori (2009)
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defendem que outros compostos hidrofilicos como os péptidos e vitaminas também

possam influenciar a atividade antioxidante.

Torna-se importante realizar o aproveitamento das cascas dos diferentes citrinos uma
vez que estas apresentam uma maior atividade antioxidante bem como maior
concentracdo de compostos fenolicos totais e flavonoides totais. De facto, através dos
resultados obtidos neste estudo, verificou-se que a reutilizacdo destes residuos
alimentares sdo uma fonte promissora de compostos bioativos. Os principais motivos
que reduzem a ingestdo das partes ndo convencionais dos alimentos sdo o
desconhecimento dos principios nutritivos e, também, a importancia do aproveitamento
integral dos alimentos, o0 que eleva o desperdicio por parte da populacdo em geral. De
facto, este estudo foi interessante para dar a conhecer a importancia do
reaproveitamento dos residuos alimentares, uma vez que, o teor de compostos bioativos
estdo maioritariamente concentrados nas cascas dos frutos. A Figura 16 resume, em
valor percentual, as perdas de fendlicos totais e de flavonoides face ao
desaproveitamento das cascas destes citrinos.
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Figura 16-Percentagem dos teores de fendlicos totais e de flavonoides desperdi¢ados aquando do ndo

reaproveitamento das cascas dos citrinos estudados

5.4. Analise sensorial

Atendendo a riqueza em fitoquimicos presentes nas cascas dos citrinos, e como
alternativa ao reaproveitamento das mesmas, neste trabalho, foram realizados biscoitos
enriquecidos com as cascas de liméo, laranja, lima, clementina, toranja e tangerina de
origem portuguesa. Ainda, na casca dos alimentos pode-se encontrar as fibras

alimentares (FA), constituidas de polissacarideos, lignina, celulose e hemicelulose.
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Evidéncias indicam que a pectina, um polissacarideo estrutural, funciona como um
agente hidratante e material de cimentacdo para a rede de celulose, além de multiplas
atividades bioldgicas, incluindo o controlo de glicémia e colesterol. As fibras também
exercem um papel importante em relacdo a manutencdo do peso e na reducdo do risco
de obesidade. Uma alternativa para o aproveitamento de alimentos € o desenvolvimento
de produtos de panificacdo, como biscoitos, pdes e massas alimenticias, adicionados
com farinhas de cascas de frutas para o aproveitamento integral, ampliando assim a
oferta de novos produtos alimentares com alto teor de fibra, tanto para o consumidor

normal, como para aqueles que apresentem certas doencas.

Cré-se que o biscoito tipo “amanteigado” ¢é bastante aceite pela populagdo em geral, ndo
sO pela sua aparéncia atrativa, como também pelo facto de ser um alimento facil de ser

enriquecido.

Diante do exposto, um outro objetivo deste estudo foi avaliar o grau de aceitabilidade

sensorial de 6 biscoitos enriquecidos com cada casca dos frutos estudados.

Com a possivel aceitacdo destes alimentos pelo consumidor, serd interessante progredir
0 estudo para a total caracterizacdo das espécies estudadas e avaliar as possibilidades da
sua introducdo na dieta alimentar. Desta forma, poder-se-iam aproveitar 0s recursos
naturais existentes, promovendo uma exploracdo sustentavel destas espécies nacionais e

dar resposta a necessidade crescente de fontes alimentares.

A avaliacdo sensorial foi realizada no Laboratério de Bromatologia, da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade Fernando Pessoa. Participaram da pesquisa 150
provadores ndo treinados, incluindo estudantes e funcionarios da Faculdade de ambos

0S Sex0s assim como publico externo.

Os provadores avaliaram as amostras de forma monadica sequencial, usando uma escala
de pontuacdo de Likert com 9 categorias, de extremamente agradavel a extremamente
desagradavel. As amostras foram tambem avaliadas em relacdo a intencdo de compra

(“compraria este produto?”’). A analise de dados foi realizada usando o programa IBM
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SPSS STATISTICS, 22.0 (IBM Corporation, New York, USA (2015)). Os resultados
forma descritos através de contagens e respetivas percentagens para variaveis
qualitativas nominais e ordinais, e ainda pelo célculo da média e desvio padrdo para 0s
resultados da apreciacdo da aparéncia, aroma e sabor (escala de Likert) para

comparagdo com resultados de outros trabalhos.

2 ¢¢

Pelos testes sensoriais dos produtos foram avaliados os atributos: “aparéncia”, “aroma”,

“sabor”, através de um inquérito andénimo e individual (ANEXO 1).

.Os dados foram testados quanto a normalidade da distribuicdo e a homogeneidade de
variancias dos grupos, utilizando os testes de Kolmogorov-Smirnov e de Levene,
respetivamente. Os critérios da aplicacdo de ANOVA ndo se concretizaram e a analise
de comparagdo da apreciacdo de aparéncia, aroma e sabor dos 6 biscoitos (todos os
provadores, ou subdividido por faixa etaria ou por género) foi realizada através de testes
ndo-paramétricos, do teste de Friedman, e detetando-se diferencas significativas estas
foram identificadas através do teste de Wilcoxon. A anélise de padrdo de apreciagdo de
determinado biscoito por grupo independente de faixa etaria ou por género foi realizada
com os testes de Kruskal-Wallis ou de Mann-Whitney. Por fim, a comparacdo de

intencdo de compra foi realizada através de testes de qui-quadrado.

Neste estudo participaram ao todo 150 provadores néo treinados, sendo a 104
pessoas do sexo feminino (69%) e 46 do sexo masculino (31%). Desta forma, a maioria

dos participantes foram do sexo feminino (Figura 17).

Sexo dos participantes na analise sensorial

31% Feminino

Masculino
69%

Figura 17-Percentagem de participantes relativamente ao género
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De acordo com os trés grupos etarios, constituidos por 50 elementos cada, verificou-se
que em todos 0s grupos houve mais participantes do genero feminino, sendo que a faixa
etaria dos 30 a 49 anos foi a mais elevada para as mulheres (78%) do que no género
masculino (22%) (Figura 18).

Sexo dos participantes na analise sensorial de
acordo com a sua faixa etaria

100 -
78%

50 64% 66%

60

Feminino
36% 34%

40 2206 Masculino

Percentagem

20

18-29 anos 30-49 anos > 50 anos
Figura 18-Percentagem de participantes da andlise sensorial do sexo feminino e masculino de acordo

com a sua faixa etaria

Relativamente aos trés parametros avaliados para os 6 biscoitos em estudo, 0S mesmos

estdo representados em diagrama de teia (Figuras 19, 20 e 21).

37



Pesquisa da atividade antioxidante em subprodutos alimentares: conceito de sustentabilidade

Aparéncia Laranja

Toranja

Clementina Lima

Tangerina
—e— 18-29 anos, Feminino — @ 18-29 anos, Masculino
—e— 30-49 anos, Feminino — & 30-49 anos, Masculino
80— > 5() anos, Feminino = @ > 50 anos, Masculino

Figura 19-Diagrama teia de aranha relativo as médias da avaliagdo da aparéncia de acordo com sexo e

faixa etaria

Quanto a aparéncia ndo foram detetadas diferencas significativas na apreciacdo dos seis
biscoitos por faixa etaria ou sexo (as médias variaram de 6,8 a 7,8). No geral os
participantes do sexo feminino deram avaliagbes mais positivas relativamente aos do

sexo masculino, com excegéo do biscoito de liméo (Figura 19).
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Aroma Laranja
8,0
Toranja Limé&o
Clementina Lima

Tangerina

—o— 18-29 anos, Feminino — o= 18-29 anos, Masculino

—e— 30-49 anos, Feminino — @ 30-49 anos, Masculino

=—0— > 5() anos, Feminino = @ > 50 anos, Masculino

Figura 20-Diagrama teia de aranha relativo as médias da avaliagdo do aroma de acordo com sexo e faixa

etaria

Em relacdo ao aroma dos biscoitos este foi apreciado de forma significativamente
diferente pelos provadores das duas faixas etarias mais jovens. O grupo etario dos mais
velhos (50-70 anos) avaliou o aroma dos diferentes biscoitos com poucas variacdes
(entre 6,8 e 7,4) independentemente do sexo do participante. Enquanto na faixa dos 18
aos 29 anos e na dos 30 aos 49 anos as diferencas entre sexos foi mais acentuada, como
no caso da clementina em que as mulheres apreciaram mais 0 seu aroma em relagéo aos
homens. Neste ultimo grupo etario também existiu uma discrepancia entre a avaliacao
do aroma dos biscoitos de tangerina, na qual mais uma vez as mulheres apreciaram mais

este aroma (Figura 20).
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Sabor Laranja
8,0
Toranja Limé&o
Clementina Lima
Tangerina
—e— 18-29 anos, Feminino — @ 18-29 anos, Masculino
—e— 30-49 anos, Feminino — @ 30-49 anos, Masculino
=—&—> 5() anos, Feminino = @ > 5() anos, Masculino

Figura 21-Diagrama teia de aranha relativo as médias da avaliagdo do sabor de acordo com sexo e faixa

etaria

O sabor dos biscoitos foi avaliado de diferente forma consoante a faixa etaria e o
género. Como se pode observar na Figura 21, o sabor dos biscoitos teve avaliagcdes
discrepantes, desde 6 a 7,5 na tangerina ou 6,3 a 7,4 no caso da clementina, sendo
menor a diferenca no caso do limdo, com valores a oscilar entre 0 7,1 e 0 7,8 e a laranja
com 7,2 e 7,8 (Figura 21).
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Laranja
8,0
7,8
7,6

Toranja Limao

Clementina Lima

—e— Aparéncia
=o— Aroma
Tangerina —0=Sabor

Figura 22-Diagrama teia de aranha relativo as médias da avaliagdo da aparéncia, aroma e sabor

Quando se compararam o0s trés parametros apreciados pelo total dos participantes,
observou-se que a aparéncia dos biscoitos foi avaliada de forma mais positiva
relativamente ao aroma e ao sabor. Verificou-se que os biscoitos de laranja e limao
foram os favoritos quanto a aparéncia, aroma e sabor, apesar dos restantes biscoitos
serem avaliados também positivamente (Figura 22).
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de Bonferroni.

Figura 23-Diagrama de barras relativo a valores de intencdo de compra (%) de cada biscoito, por faixa

etaria.

Relativamente a intencdo de compra dos participantes por faixa etaria verificaram-se
algumas discrepancias (Figura 23), com a lima (64%), a clementina (62%) e a tangerina
(58%) com uma intencao de compra significativamente menor para a faixa etaria dos 18
aos 29 anos, a clementina (54%) com uma intencdo de compra significativamente
menor que os restantes sabores entre os 30 e 49 anos, e a toranja (68%) com menor
intencdo para o grupo etario de 50 ou mais anos. Salienta-se que a toranja apresentou
uma intencdo de compra que nao diferiu significativamente da dos sabores tradicionais
de laranja e liméo entre os provadores com menos de 50 anos, mas este foi o biscoito

com menor intencdo de compra a partir dessa idade.
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Compraria este produto?
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Percentagem de compra

abC_ | etras diferentes indicam diferencas significativas com relacéo a intencdo de compra.
Figura 24-Diagrama de barras relativo a valores de intencdo de compra (%) de cada biscoito. Barras de

erro representam o intervalo de confianga a 95% (com corre¢do de Bonferroni).

A intencdo de compra (Figura 24) ¢ maior nos biscoitos “tradicionais” de laranja
(88,7%) e liméo (84,7%), sendo os biscoitos de lima e clementina os que apresentam
intencdo de compra significativamente menor (67,3% e 65,3% respectivamente). Os
biscoitos de tangerina e de toranja apresentam uma intencdo de compra intermédia
(70,7%) relativamente aos restantes, que apenas € significativamente inferior ao de
laranja, mas n&o difere significativamente de todos os outros. Como verificado
anteriormente os biscoitos de laranja e limao foram os favoritos quanto a sua aparéncia,
aroma e sabor, desta forma, € normal que sejam estes dois que os participantes prefiram

comprar em relacdo aos outros.

O desenvolvimento destes biscoitos permitiu comprovar que a adicdo das cascas foi
bem aceite. Assim sendo, 0 recurso ao reaproveitamento das cascas de citrinos podem
ser consideradas como potenciais ingredientes, com propriedades funcionais para a
adicdo em biscoitos e/ou produtos de panificacdo e similares, podendo ser oferecidos

aos consumidores com altas expectativas de aceita¢cdo no mercado.
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CAPITULO VI. CONCLUSAO

O constante crescimento da populacdo acarreta o problema da producdo de alimentos.
Desta forma, verifica-se uma necessidade cada vez maior da inddstria agroalimentar
adequar os seus processos, de forma a contribuir positivamente para a sustentabilidade,

realizando a gestao dos subprodutos.

A ciéncia e tecnologia possibilitam a resolucdo de muitos dos problemas desta industria
através da informacdo que fornecem, permitindo atribuir valor e retirar proveito dos
residuos produzidos como fonte de compostos funcionais. A tecnologia de
processamento dos alimentos pode ainda ser otimizada, de forma a minimizar a

quantidade de residuos produzidos.

Atualmente, ja se encontram diversos exemplos da valoriza¢do de subprodutos, sendo
que alguns ja se aplicam em algumas industrias enquanto que outros sdo fruto da
investigacdo atual e futura e ainda nio foram postos em pratica. E necessario avaliar
convenientemente os casos de valorizacdo de subprodutos que a comunidade cientifica

apresenta, pois € possivel que nem todos sejam viaveis a nivel econdmico e social.

Os resultados revelam que a casca e polpa, principalmente a casca, de frutas citricas
produzidas em territério nacional sdo fontes valiosas de componentes bioativos, desta
forma, estes podem ser considerados para uso na formulacdo de produtos alimentares
com o objetivo de aumentar os beneficios para a sadde dos alimentos, tal como um

maior potencial antioxidante.
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ESTUDOS COM COMSUMIDORES

Bolachas aromatizadas

DATA:

Sexofgender: OF OOm

Por favor prove as bolachas aromatizadas com citrinos, apresentadas e assinale com um X o grau em gue aprecia a sua aparéncia, sabor e aroma.

APARENCIA

AROMA

SABOR

0000000

Extremamente agradivel
Muito sgradaveal
Maoderadamants agraciy el

Ligeiraments agraddvel

000000

Extramamente agradavel
Murto agradaval
Moderadamante agradivel

Ligeiramant e agradsval

000000

Extremamenie agradavel
Muito agradsvel
Moderadamants agradsdvel

Ligeirmmeanta agradivel

AMOSTRA Mem agradavel nem desagradaeel Mem agradavel nem desagradavel Mem agradavel nem desagradavel
Ligeiraments desagradéwel Ligesraments desagraddes| Ligeiramenie desagraddvel
Moderadamente desagradavel Moderadamenie desagradavel Moderadaments desagradavel
Muito desagraddvel Muito desagracivel Muito Sesagracivel
Extramamants desagraddvel Extramamants desagradédvel Extremamants desagraddvel
Compraria este produto? Sim Mao
APARENCIA AROMA SABOR
Extramamente agradavel Extramaments agradavel Extremamente agradavel
Muito agraddvel Muito agradaval Muito agradsvel
Maoderadaments agraciy el Maoderadamante agradivel Maoderadamants agradsel
Ligeiramente agraddvel Ligeirament & agradsval Ligeiramenta agradival
AMOSTRA — Mem agradavel nem desagadavel Nem agradavel nem desagradavel Mem agradidvel nem desagradavel

OO0 000

Ligmraments desagradaeel
Moderadamenie desagradivel
Muito desagradsvel

Extremamente desagradéve|

OO0 000

Ligeraments desagradiwel
Moderadamente desagradavel
Muito desagradaval

Extremaments desagradawel

OO0 000

Ligeiramente desagradavel
Moderadamente desagradivel
Muito desagradivel

Extremamente desagradavel

Compraria este produto? Sim Mao
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ESTUDOS COM CONSUMIDORES

Bolachas aromatizadas

APARENCIA

AROMA

SABOR

D Extremamente agradivel

[:] Muito agradavel

D Moderadamente agracivel

D Ligeiramente agradavel

D Extremamente agradavel

D Muito agradavel

Moderadamante agraddvel

D Ligeiramente agradavel

D Extremamente agradivel

E] Muito agradave!

l:] Moderadamente agradével

[:] Ligeiramente agradavel

AMOSTRA-— [—I Nem agraddvel nem desagradavel [—_] Nem agradavel nem desagraday D MNem agradavel nem desagradavel
D Moderadamente desagadivel D Moderadamente desagradivel [_] M 4 desagradivel
D Muito desagradavel D Muito desagraddvel [_] Muito & ddvel
D Extremamente desagradavel D Extremamente desagradavel D Extremamente desagradavel
Compraria este produto? Sim Nao
APARENCIA AROMA SABOR
D Extremamente agradivel D Extremamente agraddvel [:l Extremamente agradivel
D Muito agradivel D Muito agradivel [:] Muito agraddvel
Moderadamente agraciavel Moderadamente agradavel l:] Moderadamente agradavel
D Ligeiramente agradavel D Ligeiramente agradadvel D Ligeiramente agradavel
AMOSTRA— m Nem agradavel nem desagadavel m Nem agraddvel nem desagrada D Nem agraddvel nem desagradavel
ml, e desagradavel ﬁl, desagradivel [_|L, desagradavel
D Moderadamente desagadivel D Moderadamente desagraddvel [_] Moderad desagradivel
D Muito desagradavel D Murto desagraddvel l:l Muito desagradével
f—l E nte desagradavel C] Extremamente desagraddvel ﬁ Extr desagrad.
Compraria este produto? Sim Nio
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ESTUDOS COM CONSUMIDORES

Bolachas aromatizadas

APARENCIA

AROMA

SABOR

D Extremarmente agradivel
D Muite agradivel

I:I Moderadamente agracy el

D Ligeiramente agraddvel

JO0000000

Extremarmente agraddvel
Muito agradiavel
Maderadameants agraddval

Ligeirarmente agraddvel

JO0000000

Extremamenle agradivel
Muita agraddel
Moderadamente agradsvel

Ligeiramente agraddvel

AMOSTRA D Mem agraddvel nem desagraddvel Mem agraddvel nem desagraddssl Mem agradidvel nem dezagraddvel
D Ligeiramenie desagradivel Ligeramente desagradivel Ligeiramenie desagradawel
El Moderadamente desagradivel Moderadamente desagradadvel Moderadamentes desagradivel
|:| Muito desagraddvel Muito desagraddvel Muito desagraddvel
lj Extremamente desagraddvel Extramarments desagraddeel Extremarmente desagradavel
Compraria este produto? Sim Mao
APARENCIA AROMA SABOR
D Extremarmente agradivel C] Extremarmente agraddvel D Extremamenle agradivel
D Muite agradivel D Muito agradiavel El Muita agradavel
I:I Moderadamente agracy el D Maderadameants agraddval [:I Moderadamente agradsvel
D Ligeiramente agradével D Ligeiramente agraddvel [:l Ligeiramente agraddvel
AMOSTRA _— D Mem agraddvel nem desagraddvel D Mem agraddvel nem desagraddssl El Mem agradidvel nem dezagraddvel
D Ligeiramenie desagradivel D Ligeramente desagradivel El Ligeiramenie desagradawel
El Moderadamente desagradivel I:l Moderadamente desagradadvel I:l Moderadamentes desagradivel
|:| Muito desagraddvel [j Muito desagraddvel Cl Muito desagraddvel
lj Extremamente desagraddvel B Extramarments desagraddeel E] Extremarmente desagradavel
Compraria este produto? Sim Méao

Obrigada pela colaboracdo
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Natural resources of phytochemical constituents in citrus fruits wastes

Daniela M. C. Valente', Carla Sousa®?, Ana F. Vinha'*

'FP-ENAS ((Unidade de Investigacdo UFP em Energia, Ambiente e Sadde), CEBIMED (Centro de Estudos em
Biomedicina), Fundacdo Fernando Pessoa), Porto, Portugal. “REQUIMTE/ Departamento de Quimica,
Faculdade de Ciéncias, Universidade do Porto.>LAQV-REQUIMTE/ Laboratério Associado de Quimica Verde,
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Introduction

Fruit wastes are one of the main sources of food industries. In fact, inexpensive and readily available
use of agri-food industry waste is highly cost-effective and minimizes environmental impact. Due to
the potential health risks of some synthetic antioxidants increasing attention is being paid to identify
natural and possibly more economic and effective antioxidants.

Objective

In order to explore the potential of fruit wastes as natural resources of bioactive compounds in wastes
(peel) of 5 citrus fruits, commonly consumed in Portugal were systematically evaluated.

Methods

Agueous extracts of orange, lemon, lime, grapefruit, clementine and tangerine peels were evaluated in
order to their total phenolic and total flavonoid contents. A no polar solution was used to extract
carotenoids, and the optical density of the supernatant at 663nm, 645nm, 505nm and 453nm were
measured spectrophotometrically.

Results

According to our results, there are certain differences in the contents of phytochemical compounds
extracted from the peel of citrus fruits.

Table 1: Phytochemical constituents contents present in 5 citrus fruits peel extracts. Phenolics and
flavonoids are expressed in mg/g and Lycopene and -carotene in ug/g.

Citrus peels Phenolics” Flavonoids” B-carotene” Lycopene”
orange 8.03+0.74° | 2.56+0.13" 0.84+0.00" nd
lemon 4.67+0.26° | 2.81+0.47° 0.03+0.00° 0.04+0.00"
lime 4.39+0.26° | 2.48+0.17° 0.75+0.00° nd
grapefruit 7.26+0.41% | 2.10+0.08° 0.85+0.00" 1.2640.00
clementine 9.46+0.42° | 2.52+0.19" 1.5+0.00° nd
tangerine 8.61+0.12° | 5.57+0.28° 0.50+0.00° 7.3x10°°+0.00°

*Results were expressed as mean values tstandard deviation. Data with different letter in the same
column is significantly difference at the level p < 0.05.nd: not detected.

This study showed that fruit peels contained high amount of phenolics and flavonoids that are
recognized as natural antioxidants against oxidative stress and beneficial to human health as
antioxidant,antibacterial, and anti-diabetic agents.

Conclusion

Citrus fruits peels contain a large variety of bioactive components and are considered as potential
sources of functional components and a valuable low cost source of health promoting constituents.

Poster n® 13, exposto no X1V Congresso Nutricdo e Alimentacdo da Associacdo Portuguesa

de Nutricionistas.
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Natural resources of phytochemical constituents in citrus fruits
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Fruit wastes are one of the main sources of fooed industries. In fact, inexpensive and readily available use of agri-

food industry waste is highly cost-effective and minimizes environmental impact. Due to the potential health risks of

some synthetic antioxidants increasing attention is being paid to identify natural and possibly more economic and

effective antioxidants. In order to explore the potential of fruit wastes as natural resources of bioactive compounds
\in wastes (peel) of 6 citrus fruits, commonly consumed in Portugal were systematically evaluated.

Flavonoidsi® Carotenoidst™

¥ ¥

/ 1m|.ema¢t

1 g fruit peel
+
2.5 mL Folin-Ci ocalteu 4mLH,O+ 300 uL NaNO, 10 mL acetone+hexane (4:6
+ +
2 mL NaCOy (7.5%) 300 pLAICIg + 2 mL NaOH Measurement of absorbance:

=T765nm A=510nm A =663, 845, 505, 453 nm

\
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and p-carotene in uglg.

Citrus peels Phenolics’ Flavonoids® p-carotene’ Lycopene’
orange 8.03=0.74° 2.56=0.13° 0.840.00° nd

lemon 4.67=0.26° 2.81=0.47¢ 0.03x0.00¢ 0.04+0.00°

lime 4.39=0.26° 2.48+0.17¢ 0.7520.00¢ nd
Igrapefruit 7.28=0.41¢ 2.10=0.08* 0.85=0.00° 1.2620.00°
clementine 9.46=042° 2.52=0.19° 1.530.00° nd

tangerine 8.61=0.12° 5.57=0.28° 0.50=0.00° 7.3x107320.00°
*Resuts were expressed as mean valkues sstandard deviation AS2=eDaty with different letter in the same column iz sigrificantly difference at the jevel p <
0.05.na: not detected.

This study showed that fruit peels contained high amount of phenolics and fiavonoids that are recognized as
natural antioxidants against oxidative stress and beneficial to human health as antioxidant, antibacterial, and anti-

diabetic agents.
Conclusions

Citrus fruits peels contain a large varnety of bioactive components and are considered as potential sources of
functional components and a valuable low cost source of health promoting constituents.
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