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RESUMO

Este estudo tem como objetivo desenvolver revestimentos poliméricos de cor roxa utili-
zando corantes naturais de antocianina para aplicacdo em améndoas de chocolate. O objetivo
foi o de obter uma formulagdo de cor estdvel e uniforme ao longo do processamento e arma-
zenamento, melhorando a aparéncia e a durabilidade das améndoas para apelar aos consumi-
dores preocupados com a satide e alinhar-se com as exigéncias do mercado. Os materiais ve-
getais, tais como cascas de rabanete (Raphanus sativus), cenoura preta (Daucus carota ssp. sativus
var. atrorubens), casca e polpa de batata-doce roxa (Ipomoea batatas (L.) Lam) e folhas de sorgo
(Sorghum bicolor L.), foram utilizados para obter extratos com a tonalidade roxa desejada. A
goma ardbica e a goma de alfarroba foram utilizadas como materiais poliméricos para avaliar
qual o polimero que estabiliza eficazmente as antocianinas, constituindo uma formulagao
6tima para o revestimento de améndoas. Os resultados mostraram que todos os extratos apre-
sentaram propriedades bioativas, nomeadamente atividade antioxidante e antidiabética, des-
tacando-se, neste tltimo caso, o extrato de sorgo. A caraterizacdo estrutural das antocianinas
permitiu identificar principalmente antocianinas aciladas, com excecdo do extrato de folhas de
sorgo que contém maioritariamente apigeninidina, um pigmento pertencente ao grupo 3-de-
soxiantocianinas. A goma de alfarroba proporcionou uma melhor resisténcia a temperatura e
menores percentagens de degradacao para os revestimentos coloridos de extratos vegetais em
comparacao com a goma arabica, tornando-a mais eficaz na estabilizacao das antocianinas du-
rante o processamento térmico. O extrato de polpa de batata-doce roxa proporcionou uma
variagdo de cor mais subtil em revestimentos poliméricos de pastas de actcar, tornando-o um
produto superior e escolha mais consistente para colorir améndoas de roxo. Este estudo con-
tribui para préaticas sustentdveis na indudstria de confeitaria, indo ao encontro das preferéncias

dos consumidores por produtos mais saudédveis e amigos do ambiente.

Palavas chave: Antocianinas, Revestimentos comestiveis, Confeitaria, Estabilidade térmica,

Sensibilidade ao pH, Bioatividade, Propriedades antioxidantes, Propriedades antidiabéticas.

xi






ABSTRACT

This study aims to develop purple-colored polymeric coatings using natural anthocya-
nin colorants for application to chocolate almonds. The objective is to achieve a stable and
uniform color formulation throughout processing and storage, enhancing the appearance and
durability of the almonds to appeal to health-conscious consumers and align with market de-
mands. Plants like peels of radish (Raphanus sativus), black carrot (Daucus carota ssp. sativus
var. atrorubens), peel and pulp of purple sweet potato (Ipomoea batatas (L.) Lam), and sorghum
leaves (Sorghum bicolor L.), were employed to obtain the desired purple hue. Arabic gum and
locust bean gum were utilized as polymeric materials to assess which polymer effectively sta-
bilizes anthocyanins, constituting an optimal formulation for coating almonds. The results
showed that all extracts presented bioactive properties, namely antioxidant and antidiabetic
activity, with sorghum extract standing out in the latter case. The structural characterization
of anthocyanins allowed the identification of mainly acylated anthocyanins, except for sor-
ghum leaf extract, which contains mainly apigeninidin, a pigment belonging to the 3-deoxy-
anthocyanin group. Locust bean gum provided better temperature resistance and lower deg-
radation percentages for coloured coatings of plant extracts compared to Arabic gum, making
it more effective for stabilizing anthocyanins during thermal processing. In sugar pastes, sweet
potato pulp extracts exhibited less colour variation than dye factory and synthetic dyes when
used alone, and, when combined with spirulina blue dye, provided a more stable and subtle
colour variation in polymeric-coated sugar pastes, making it a superior and more consistent
choice for colouring almonds purple. This study contributes sustainable practices in the con-
fectionery industry while meeting consumer preferences for healthier and environmentally

friendly products.

Keywords: Anthocyanins, Edible coatings, Confectionery, Temperature stability, pH

sensitivity, Bioactivity, Antioxidant properties, antidiabetic properties
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1

INTRODUCAO E OBJETIVOS

A cor é uma das primeiras caracteristicas a que o consumidor reage quando se depara
com um produto alimentar, sendo por vezes esse aspeto visual o suficiente para a aceitagao
ou rejeicao do produto. A industria da confeitaria é uma das industrias alimentares que mais
apela a cor, sendo possivel encontrar diferentes cores em variados produtos, como coberturas
para bolos, drageias, rebugados, gomas, améndoas de chocolate, etc. Contudo, os corantes uti-
lizados por grandes empresas de confeitaria sio maioritariamente sintéticos, por serem mais
resistentes a luz, pH e temperatura, faceis de aplicar e permitirem a obtencdo de cores vibran-
tes e estaveis. No entanto, estudos demonstraram (OEHHA, 2021), que a ingestao continua de
produtos contendo este tipo de corantes pode, alongo prazo, ter efeitos negativos para a satde
humana.

Os consumidores estdo cada vez mais informados e preferem produtos mais saudaveis.
Consciente destas preferéncias, a industria alimentar tem procurado responder substituindo
corantes sintéticos como o azul brilhante FCF (E 133) e o vermelho allura AC (E 129) por co-
rantes naturais, com propriedades bioativas, e que possam contribuir para melhorar a satde
dos consumidores e por sua vez a satide publica.

As antocianinas sao compostos corantes presentes em variados produtos vegetais como
0 morango, couve-roxa, mirtilo, rabanete, framboesa, entre outros. Estes compostos, podem
ser utilizados como fontes alternativas de corantes para na confeitaria, uma vez que fornecem
um vasto espetro de cores desde o vermelho ao azul. As antocianinas tém sido associadas a
potenciais beneficios na satide, nomeadamente na diminuicdo do risco de doencas associadas
ao stress oxidativo, como as doengas neurodegenerativas e cardiovasculares (Sun et al., 2018;
Chen et al., 2022). Além disso, a utilizacdo destes compostos em produtos de confeitaria, como
alternativa aos corantes sintéticos, oferece a possibilidade de obter produtos clean label, ou seja,
produtos em cujo rétulo ndo constam ingredientes que possam ser percebidos pelos consumi-

dores como indesejaveis, tais como, os aditivos sintéticos.



Varios estudos tém sido publicados sobre a extragdo das antocianinas utilizando vérias
metodologias convencionais e ndo convencionais (Bittar, 2016; Akogou et al., 2017; Silva et al.,
2017; Turker & Dogan, 2022). Estudos de estabilidade a luz, temperatura e pH permitiram a
aplicacao destes compostos em variados produtos alimentares (Marco et al., 2008; Pinheiro et
al., 2010; Cortez et al., 2016; Espinosa-Acosta et al., 2018). Na confeitaria, estes compostos tém
sido aplicados em revestimentos poliméricos, que apresentam uma funcdo protetora nas an-
tocianinas, nomeadamente em relagdo a sua estabilidade quando expostas a luz. A estabili-
dade das antocianinas nestes revestimentos poliméricos é diferente consoante o tipo de mate-
rial polimérico, sendo ainda influenciada por fatores como a concentracdo do corante, a tem-
peratura ou o pH (Pavlath & Orts, 2009; Mellinas et al., 2016; Chaturvedi et al., 2020).

Neste contexto, este trabalho teve como como principal objetivo desenvolver revesti-
mentos poliméricos de cor roxa, para aplicacdo em améndoas de chocolate, usando como co-
rantes antocianinas naturais, extraidas de diversas fontes vegetais, incluindo subprodutos das
industrias agroalimentares (cascas) e da produgao agricola (folhas) de modo a baixar os custos
dos corantes obtidos, utilizando fontes vegetais sustentdveis e promovendo praticas mais ami-
gas do ambiente. Pretendia-se obter uma formulacao de cor estavel e uniforme, durante o pro-
cessamento e armazenamento, para melhorar a aparéncia e durabilidade das améndoas, atrair
consumidores preocupados com a satide e com o ambiente e atender as exigéncias do mercado.

A concretizagdo deste objetivo centrou-se em algumas etapas principais:

1) Avaliagdo do potencial de diferentes materiais vegetais, nomeadamente de folhas de
sorgo (Sorghum bicolor L.), casca de rabanete (Raphanus sativus L.), cenoura preta (Daucus carota
ssp. sativus var. atrorubens Alef.) e casca e polpa de batata-doce roxa (Ipomoea batatas (L.) Lam),
bem como de diferentes procedimentos de extracdo para obtencao do corante roxo.

2) Avaliacao da qualidade dos corantes alimentares naturais desenvolvidos, através da
determinacdo da sua composicdo quimica e potencial bioativo.

3) Utilizacdo de dois materiais poliméricos, nomeadamente a goma arabica e a goma de
alfarroba, para selecionar o polimero que permitisse uma estabilizagdo mais eficaz das antoci-
aninas, constituindo uma melhor formulacao para aplicacdo nas améndoas.

4) Avaliacao da estabilidade dos revestimentos desenvolvidos sob diferentes condigdes
de temperatura e armazenamento, de modo a avaliar o seu desempenho em produtos de con-

feitaria, como modelo, para avaliar a sua adequacao para diversas aplicagdes.



2

ENQUADRAMENTO TEORICO

2.1 Aditivos Alimentares: Corantes naturais

Com a industrializacdo nos meados do século XX, houve uma alteracdo na alimentacao
da populacao que resultou numa maior disponibilidade de alimentos e numa gama mais alar-
gada de produtos disponiveis. Esta revolugao, auxiliada pelos avancos da quimica, trouxe no-
vas formas de conservagdo dos produtos, possibilitando o acesso a alimentos sazonais fora da
época, assim como a pratos mais complexos pré-cozinhados de modo a suprir as necessidades
de uma populagdo em crescimento exponencial (Honorato ef al., 2013). Na industria alimentar
os aditivos tiveram um papel crucial no desenvolvimento de novos produtos, visto que pos-
suem fungdes tecnoldgicas, que afetam as caracteristicas dos produtos alimentares ou tém
como objetivo conseguir propriedades ou efeitos especificos (DGAV, 2023).

De acordo com o Regulamento n°1333 /2008, um aditivo alimentar é “qualquer substan-
cia ndo consumida habitualmente como género alimenticio em si mesma e habitualmente uti-
lizada como ingrediente caracteristico dos géneros alimenticios, com ou sem valor nutritivo, e
cuja adi¢do intencional aos géneros alimenticios, apresenta um objetivo tecnolégico na fase de
fabrico, transformacao, preparacao, tratamento, embalagem, transporte ou armazenagem, te-
nha por efeito, ou possa legitimamente considerar-se como tendo por efeito, que ela prépria
ou os seus derivados se tornem direta ou indiretamente um componente desses géneros ali-
menticios” (Regulamento (CE) N.o 1333/2008).

O mesmo Regulamento classifica os aditivos alimentares 26 classes funcionais, sendo
cada aditivo codificado com a letra E seguida de um nimero, que define as condic¢ées de uti-
lizagdo, de acordo com a categoria do alimento e os teores maximos de utilizagdo. A classe dos
corantes (E 100-E 199), compreende corantes sintéticos (E 110- amarelo-sol FCF ou amarelo
alaranjado S, E 122- azorrubina ou carmosina, E 123- amarante, E 129- vermelho allura AC, E
133- azul brilhante FCF, entre outros) e os naturais (E 140- clorofilas e clorofilinas, E 162- ver-
melho de beterraba ou betanina, E 163- antocianinas, entre outros) (ASAE, S.D; Regulamento
(CE) N.o 1333/2008).

Os aditivos alimentares sdo avaliados pela Autoridade Europeia para a Seguranca dos

Alimentos (EFSA), através do painel sobre aditivos e nutrientes adicionados aos alimentos



(Panel on Food Aditives and Nutrient Sources Added to Food), que avalia a seguranca dos aditivos
alimentares, tendo em conta as suas propriedades quimicas e bioldgicas e a sua potencial to-
xicidade. Mesmo depois do seu uso ter sido autorizado na Unido Europeia (UE), nas quanti-
dades e condicdes de utilizagdo definidas no Regulamento n° 1333/2008, a seguranga dos adi-
tivos alimentares tem obrigatoriamente de continuar a ser avaliada a luz dos novos conheci-
mentos cientificos. Assim, é obrigatéria a atualizacdo dos valores de Dose Diaria Aceitavel
(ADI), ou seja, das doses que, tendo por base os conhecimentos cientificos atuais, podem ser
ingeridas diariamente ao longo da vida, sem que dai resultem efeitos prejudiciais para a satde,
tendo sempre em consideragdo os grupos mais sensiveis da populagdo (Torres et al., S.D.;
DGAYV, 2023).

Os aditivos corantes sintéticos como por exemplo: amarelo-sol FCF/amarelo alaranjado
S (E 110), amarelo de quinoleina (E 104), azorubina ou carmosina (E 122), vermelho allura AC
(E 129), tartarazina (E 102) e ponceau 4R (E 124); tém sido alvo de estudo por se ter observado
que o consumo de alimentos com estes corantes apresentava, em criangas, sintomas de inqui-
etagdo, irritabilidade, insénia, agressividade e falta de atengao (OEHHA, 2021). Outros coran-
tes, como o azul brilhante FCF (E 133), que deriva do alcatrdo de hulha, e o vermelho allura
AC (E 129), derivado do alcatrao de hulha ou do petréleo, tém-se mostrado citotéxicos e apre-
sentado associagdo com o desenvolvimento de algumas doencas, como cancro, alergias, asma,
enxaquecas e doengas inflamatdrias intestinais (Oliveira ef al., 2013; Pinheiro & Abrantes, 2015;
Olas et al., 2021).

Como resultado dos processos de reavaliacdo da seguranga dos corantes autorizados, a
EFSA tem, em alguns casos, diminuido o valor de ADI e, noutros casos, obrigado a que os
rétulos incluissem a informagao de que podem “causar efeitos negativos na atividade e aten-
¢do das criancas”. Este processo de reavaliagdo também jé levou a proibigao da utilizacdo de
alguns corantes para uso alimentar, como é caso do diéxido de titanio (E 171) por se ter com-
provado ser genotdxico (Regulamento da Comissao (UE) 2022/63).

Consequentemente, a industria alimentar tem procurado moléculas corantes, que pos-
sam competir com as suas andlogas sintéticas, e que apresentem vantagens para a satide da
populacdo (Pereira et al., 2020). No entanto, estes corantes apresentam limitagdes a sua utiliza-
cdo relacionadas com a estabilidade a luz, temperatura, pH, baixa coloragao, interacdo com

alguns compostos presentes no processamento dos alimentos, etc. (Marco et al., 2008).



Outra estratégia da industria alimentar é a substituicdo dos aditivos alimentares, reti-
rando os coédigos E dos rétulos dos alimentos por ingredientes alimentares naturais com pro-
priedades corantes, recorrendo a matérias vegetais pouco processadas que permitam obter

solugdes clean label mantendo a cor, qualidade e seguranca dos alimentos.

2.2 Antocianinas

Uma das classes de corantes naturais mais estudadas sdo as antocianinas. Estes compos-
tos sdo encontrados nas plantas e contribuem para as cores vermelha, violeta e azul observadas
em muitos frutos (morangos, mirtilos, framboesas, bagas de sabugueiro, amoras), vegetais
(couve-roxa, batata-doce roxa, rabanete, cenoura preta, beringela) e flores (centdurea, hibisco),
etc. Diversos estudos tém demonstrado que as antocianinas apresentam varios beneficios para
a satide como efeito vasoprotetor, anti-inflamatério, anticancerigeno, propriedades quimio-
protetoras e antineoplésticas (Awika et al., 2005).

Estruturalmente, as antocianinas sdo glicésidos de antocianidinas (possuem uma estru-
tura de catido flavilio, sdo compostos simples e soltiveis em dgua e ndo possuem moléculas de
agtcar) e pertencem ao grupo dos flavonoéides por apresentarem um esqueleto base constitu-
ido por 15 atomos de carbonos (C15) distribuidos por varios anéis condensados formando uma
estrutura do tipo C6-C3-C6 (Figura 1). Na natureza, as seis antocianidinas (agliconas) mais
comuns diferem entre si pelo grau de hidroxilagdo e metoxilagdo dos seus anéis. As antociani-
nas encontram-se na natureza na forma glicosilada em uma ou mais posicdes por diferentes

tipos de actcares (glucose, ramnose, xilose, galactose, etc.) (Marco et al., 2008).

Pelargonidina: R, =H, R, =H
Malvidina: R, = OCH,, R,= OCH,
Petunidina: R, = OH, R, = OCH,
Peonidina: R, = OCH,, R, =H
Definidina: R, = OH, R, = OH
Cianidina: R; =OH, R, =H

Figura 3: Estrutura quimica das seis principais antocianidinas na forma de catido flavilio (Awika et al., 2004)

As antocianinas que existem em maior abundéncia na natureza sao a pelargonidina, ci-
anidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina (Figura 1). As cores rosa, vermelho,
vermelho-ptrpura e magenta sdo provenientes geralmente de cianidina e/ou pelargonidina
com ou sem peonidina, enquanto as tonalidades mais azuladas devem-se a presenga de delfi-
nidina. Estes compostos sao soltiveis em dgua tendo baixa solubilidade em solventes organi-

cos, tornando-se assim uma boa fonte corante de grau alimentar (Marco et al., 2008).



As diferentes coloragdes das fontes vegetais sdo devidas a maltiplos fatores, incluindo
diferencas na estrutura das antocianinas (ntimero de grupos hidroxilos, grau de metilagdo,
ligagcdes com 4cidos fendlicos e agtcares, etc.), presenca de co-pigmentos, ides metalicos ou o
valor de pH (Marco et al., 2008).

Diversos estudos tém sido realizados para caraterizar as antocianinas presentes em di-
ferentes produtos vegetais. Por exemplo, Otsuki et al. (2002) identificaram no rabanete as an-
tocianinas cianidina-3-glucésido, pelargonidina-3,5-diglucésido e pelargonidina 3-rutinésido-
5-glucésido. Por outro lado, Sun et al. (2018) identificaram cianidina 3-soforésido-5-glucésido,
peonidina 3-sofordsido-5-glucésido, peonidina 3-dicafeoilsoforésido-5-glucésido e peonidina
3-cafeoil-p-hidroxibenzoilsoforésido-5-glucésido em batata-doce roxa. Por sua vez, Kamme-
rer et al. (2003), identificaram em cenoura preta, as antocianinas cianidina-3-glucésido, ciani-
dina-3-(6"-malonilglucésido), peonidina-3-glucésido e peonidina-3-(6"-malonilglucésido). No
caso do sorgo, apenas foram identificadas antocianidinas nomeadamente apigeninidina, lu-
teolinidina, 5-metoxi-apigeninidina e 7-metoxi-apigeninidina (Geera et al., 2012).

Existem intimeros estudos, in vitro e in vivo, sobre as atividades bioldgicas das antocia-
ninas, nomeadamente sobre as suas propriedades antioxidantes e antidiabéticas, que permi-
tem apontar para um impacto positivo na satide, devendo, assim, o seu consumo regular ser

incentivado (Sun et al., 2018; Chen et al., 2022).

2.2.1 Antocianinas aciladas e nao aciladas

Conforme ja anteriormente referido, a utilizacdo de corantes naturais estd a ser procu-
rada pela indtstria alimentar como forma de colocar no mercado produtos com clean label,
constituindo um passo para evitar corantes sintéticos. Contudo, a falta de estabilidade das
antocianinas ao pH, temperatura, luz, oxigénio, processamento fazem com que a sua utilizagao
na industria alimentar seja dificultada, pois ndo é facil controlar a coloracao durante todo o
processo de producdo e armazenamento (Espinosa-Acosta et al., 2018). Neste contexto, as an-
tocianinas aciladas apresentam-se como potenciais alternativas as antocianinas (Luo et al.,
2022).

As antocianinas aciladas sao derivados de antocianinas com padrdes complexos de gli-
cosilagdo e acilagdo que se podem encontrar naturalmente em raizes, caules, flores e frutos de
muitas espécies de plantas (Luo et al., 2022). Os &cidos mais comuns associados com as anto-

cianinas incluem os acidos alifaticos maldnico, sucinico, tartarico e malico, bem como os 4cidos



fendlicos 4-hidroxibenzoico, sindpico, galico, cumaérico, feralico e cafeico, entre outros (Yafiez-
Apam et al., 2023).
Na Figura 2 apresenta-se a estrutura molecular de diversas antocianinas aciladas identi-

ficadas em produtos vegetais como o rabanete, cenoura preta e batata-doce roxa.
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Peonidina: R'= OCH, Gb + GC = soforésido

Figura 4: Estrutura molecular de diversas antocianinas aciladas identificadas por LC-MS

A alteragao estrutural resultante da acilagao, taz com que as antocianinas aciladas sejam
mais estaveis ao pH, a temperatura e a interacdo com outros compostos da matriz do que as
antocianinas nao aciladas, tornando-as assim melhores fontes de corantes para a utilizagdo na
industria alimentar (Luo et al., 2022).

Tal como as antocianinas ndo aciladas, as antocianinas aciladas possuem igualmente di-
versas propriedades biolégicas benéficas, nomeadamente propriedades prébioticas, antidia-
béticas e antioxidantes, tendo o consumo de fontes vegetais com estas moléculas um papel
importante na sadde (Sun et al., 2018; Chen et al., 2022; Luo et al., 2022). Sun et al. (2018) estu-
daram as propriedades funcionais de cinco antocianinas a base de peonidina provenientes da
batata-doce de polpa roxa, tendo demonstrado que todas apresentavam atividades antioxi-
dantes in vitro, capacidade para estimular o crescimento de probiéticos e inibir o crescimento
de bactérias nocivas. Os mesmos autores mostraram que a atividade antioxidante das antoci-
aninas aciladas em estudo era superior a das antocianinas nao aciladas. A batata-doce roxa é
rica em antocianinas o que a torna um alimento bastante saudavel, devido a influéncia que

estes compostos tém no nosso organismo, contendo maioritariamente as antocianinas aciladas



(Yang et al., 2021). Para além disso, é reportado que a batata-doce de polpa roxa possui ativi-
dade antidiabética, fazendo deste modo com que o seu consumo esteja associado a uma me-
lhoria na satide humana (Yang et al., 2021).

O estudo de Zaim et al. (2021) verificou que as antocianinas da cenoura preta exibem
elevada atividade antioxidante, fazendo com que haja um melhoramento da satide, preve-
nindo doengas crénicas. Tal como a batata-doce roxa, também a cenoura preta contém maio-
ritariamente antocianinas aciladas (Esatbeyoglu et al., 2016). Considerada como um alimento
funcional devido as antocianinas que a compde, a cenoura-roxa demostrou também possuir

atividade antidiabética (Esatbeyoglu et al., 2016).

2.2.2 Desoxiantocianidinas

As 3-desoxiantocianidinas (3-DXA) distinguem-se das restantes antocianinas devido a
particularidade de ndo possuirem um grupo hidroxilo na posicdo 3 (Figura 3) (Margo et al.,
2008). A falta do grupo hidroxilo nesta posi¢ao faz com que a molécula nao se ligue a molécu-
las de agtcar, diminuindo assim as interagdes com o meio externo (Margo ef al., 2008). Esta
caracteristica confere as 3-DXA maior estabilidade a temperatura e ao pH que as antocianinas
(Carbonneau et al., 2014).

Cianidina: R, =OH, R, =H Apigeninidina: R, =H, R,=H, R;=H

Pelargonidina: R, =H,R,=H Apigenidina-5-glucésido: R, = H, R, = Glucose, R; = H
Peonidina: R, = OCH;, R, =H 7-O-Metil-apigeninidina: R, =H, R, =H, R; = CH,
Malvidina: R, = OCH,, R, = OCH, Luteolinidina: R, =OH, R,=H,R; =H

Definidina: R, = OH, R, = OH Luteolinidina-5-glucdsido: R, = OH, R, = Glucose, R; =H
Petunidina: R, = OH, R, = OCH, 5-Metoxiluteolinidina: R, = OH, R, = CH; R; = H

Figura 3: Estrutura das antocianinas (A); Estrutura das 3-dexociantocianidinas (B) (Awika et al., 2004).

As 3-DXA sao um tipo raro de antocianidinas que se podem encontrar em algumas

flores como a Arrabidaea chica, Sinningia cardinalis e Columnea hybrida e algumas espécies da



familia Poaceae, nomeadamente no Sorgo bicolor (Xiong et al., 2019). No sorgo bicolor, as prin-
cipais formas de 3-desoxiantocianidinas presentes sdo a apigeninidina que confere a coloragao
amarela, luteolinidina que confere a coloracao vermelha, 3-desoxiantocianidinas diméricas e
pirano-3-desoxiantocianidinas (Awika et al., 2004; Serrano et al., 2019).

A utilizagdo das 3-DXA como corante alimentar possui inimeras vantagens compara-
tivamente aos corantes sintéticos visto que, estes compostos, sdo antioxidantes potentes (Xiong
et al., 2019). Kumari et al. (2021) verificaram que as 3-DXA da farinha e do farelo do sorgo
possuiam atividade inibidora da enzima a-glucosidase, enzima responsavel pela quebra das
ligacdes dos dissacaridos, nomeadamente maltose e sacarose, convertendo-os em monossaca-
ridos passiveis de ser absorvidos. Desta forma, a inibicdo desta enzima pode ajudar a controlar
a hiperglicemia pos-prandial, e, desta forma, contribuir para prevenir a diabetes tipo 2 e as

suas complicagdes (Romeiras et al., 2023).

2.3 Fatores que afetam a estabilidade das antocianinas

A estabilidade das antocianinas é afetada por fatores estruturais como, por exemplo, o
grau de metoxilacao, hidroxilagdo e/ou metilacdo ou as suas ligagdes com acidos fenoélicos e
agucares, bem como por fatores externos como o pH, temperatura e luz (Margo et al., 2008). De
um modo geral, estes compostos sdo instéveis, pelo que é urgente estudar solu¢des com o in-
tuito de diminuir a sua degradacdo, de modo a potenciar a sua utilizagdo na industria alimen-
tar (Margo ef al., 2008; Cai et al., 2019).

A estabilidade das antocianinas extraidas das diferentes matérias vegetais vai depender
da temperatura e do teor de sélidos, sendo que a taxa de degradacdo das antocianinas aumenta
com o aumento destes dois fatores (Espinosa-Acosta et al., 2018).

Devido a instabilidade das antocianinas, a selecdo das condi¢des de extragdo, nomeada-
mente temperatura, tempo, solvente e seu pH, € essencial para a obtengao e para a estabilidade

da coloragao pretendida.

2.3.1 Métodos de extracao

Na literatura encontram-se referenciadas varias metodologias, convencionais ou nao
convencionais, para a extragdo das antocianinas de diferentes matrizes vegetais (Bittar, 2016;
Akogou et al., 2017; Silva et al., 2017; Ttirker & Dogan, 2022).

Os métodos de extracdo sdlido-liquido convencionais sdo constituidos pela maceragao,
infusdo e extragao “Soxhlet”, contudo estes métodos ndo sao escalaveis para a atender a pro-

cura e as necessidades da industria alimentar global (Bittar, 2016; Tiirker & Dogan, 2022).



Nos métodos de extragdo ndo convencionais encontram-se incluidas a extragao liquida
superaquecida (Luque-Rodriguez et al., 2007), a extracao assistida por ultrassom (Tiwari et al.,
2010), a extragdo assistida por micro-ondas (Liazid et al., 2011) e a extragdo por hidrodifusao e
gravidade assistida por micro-ondas (Bittar et al., 2013).

Em todas as metodologias pretendem obter-se extratos na forma de preparagdes de con-
sisténcia liquida, semissdlida ou sélida, de modo a maximizar o rendimento dos compostos
alvo, mantendo a integridade dos compostos corantes, nomeadamente, mantendo a sua estru-
tura e a cor pretendida, com reduzido impacto ambiental. Para cada sistema de extracdo sao
avaliadas as varidveis comuns (tempo de processamento, temperatura, percentagem de sol-
vente, relacdo solido-liquido) e as varidveis especificas (pressdo, poténcia, frequéncia, volta-
gem, maceracgao, poténcia ultrassénica e radiacdo de micro-ondas) em relacao aos compostos
alvos.

Os métodos ndo convencionais distinguem-se por aumentarem a disponibilidade das
antocianinas no solvente de extracao, fazendo, deste modo, aumentar o respetivo rendimento
(Luo et al., 2018). Varios autores tém explorado a utilizagdo de métodos de extragdo ndo con-
vencionais, nomeadamente, Luo et al. (2018) utilizaram a extragdo assistida por ultrassons para
obtencado de compostos corantes das folhas do sorgo. Tuker & Dogan (2022) otimizaram a ex-
tragdo assistida por ultrassons com utilizagdo de solventes eutéticos para extrair as antociani-
nas de cenoura preta. Em ambos os casos os rendimentos obtidos foram superiores aos da

extracdo convencional.

2.3.2 Influéncia do solvente

Os solventes para extracdo utilizados no fabrico de géneros alimenticios e dos respetivos
ingredientes, sdo regulamentados na Europa pela Diretiva 2009/32/CE. Além da dgua, apenas
propano, butano, acetato de etilo, etanol, di6xido de carbono, acetona e 6xido nitroso podem
ser utilizados como solventes de extracao, respeitando as boas praticas de fabrico, para todos
0S USO0s.

Akoguo et al. (2017) avaliaram diferentes procedimentos para extrair os corantes verme-
lhos a partir das folhas do sorgo e concluiram que a extragdo com solugdes aquosas a pH alca-
lino (pH=8-9), com carbonato e bicarbonato de sédio, a temperatura ambiente e a quente (T=
86°C), se revelaram os métodos mais eficientes para extrair a apigeninidina (Akogou et al.,
2017).
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Ekaputra & Pramitasari (2020) utilizaram solugdes aquosas e etandlicas acidificadas com
diferentes concentragdes de acido citrico (0%, 2%, 4% e 6%), para extrair antocianinas da ba-
tata-doce de polpa roxa, tendo concluido que a solu¢do aquosa com uma concentragao de 2%
de 4cido citrico resultava numa maior extracdo destes compostos. No entanto, os mesmos au-
tores, verificaram uma diminuicdo da atividade antioxidante, do teor de compostos fendlicos
totais e do teor de flavonoides em comparagao com os extratos realizados com os outros sol-
ventes testados.

Poucos estudos foram realizados até a data sobre a extragdo de antocianinas por solven-
tes verdes comparativamente a utilizagdo de solventes convencionais. Entende-se por sol-
vente verde os solventes de extragdo amigos do ambiente, cuja aplicacdo ndo deve causar pro-
blemas de satide e seguranca, nem efeitos indiretos decorrentes da sua producao, utilizagdo e
eliminagdo, incluindo o esgotamento de fontes ndo renovaveis (Tzanova et al., 2024). Os sol-
ventes verdes ndo possuem efeitos adversos para o consumidor e incluem a dgua, solucdes
aquosas de acido citrico, acido lactico, 4cido acético, carbonato e bicarbonato de sédio, entre
outros produtos que comumente ja sao utilizados na industria alimentar, podendo deste modo
ser ingeridos sem quaisquer adverténcias (Gizir et al., 2008; Akogou et al., 2017; Ekaputra &
Pramitasari, 2020).

Gizir et al. (2008) estudaram as diferentes colorac¢des resultantes da extragdo de antocia-
ninas a partir da cenoura preta com recurso a variados solventes (acido sulfarico, cido citrico
e 4cido lactico), tendo verificado que a extracdo com acido lactico e acido citrico permite obter
uma maior concentragdo de antocianinas e menor acastanhamento na coloracdo dos extratos
do que quando a extracdo era realizada com acido sulfarico. Por outro lado, Matus-Castillo et
al. (2022) estudaram a extracdo das antocianinas a partir do rabanete, para incorporacao em
iogurte, utilizando como solvente o metanol. Contudo, o metanol, por ser um solvente téxico,

pode acarretar riscos ambientais e para a sadde do consumidor.

2.3.3 Influéncia do pH

O pH do solvente utilizado na extracao de antocianinas é uma varidvel importante, uma
vez que a estrutura e coloragdo das antocianinas pode variar em func¢do do pH, como esta
representado na Figura 4 (Marco et al., 2008).

Em solucdes aquosas com pH extremamente 4cido (pH entre 1-2), as antocianinas apre-
sentam uma coloracdo avermelhada devida a predominéncia da forma catido flavilio (AH*).
Contudo, a pH superior a 2, pode observar-se um equilibrio entre o catido flavilio e a pseudo-
base carbinol (B) (Marco et al., 2008; Sousa et al., 2020). Com o aumento do pH as antocianinas
vao perdendo a cor, até que quando o pH se encontra proximo de 6 as formas da pseudobase

carbinol sdo predominantes resultando em compostos quase incolores (Sousa et al., 2020).
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A pH acima de 6, tanto a estrutura pseudobase carbinol quanto anidrobase quinoidal
(A) podem formar a estrutura cis-chalcona (Cc). Para que ocorra a formagdo da estrutura cis-
chalcona é necessario que ocorra a rutura do anel heterociclico, o que, dependendo da antoci-
anina, pode tornar esta reacao irreversivel (Marco et al., 2008). A valores de pH entre 6,5 e 9,
pode formar-se a estrutura cis-chalcona derivada da anidrobase quinoidal ou com a formacao
de espécies anidrobase ionizadas (A-). A coloracdo azul resulta da ionizacdo das antocianinas
com formacdo de estruturas de anidrobases (Margo et al., 2008). J& em meio extremamente
alcalino, a coloracao amarela provém do equilibrio entre formas ionizadas de chalconas cis e
trans (Cce Cr) (Margo et al., 2008).

OH

lonizagdo das anidrobases

OH
Pseudobase Carbinol (B)

R
HO O-Acicar o b L
|G C —
o =
OH O

Trans-Chalcona (Cy) Trans-Chalcona lonizada [C7) Cls-Chalcona lonizada (Cc)

Figura 4: Possiveis transformacdes estruturais das antocianinas em meio aquoso em funcéo do pH (Margo et al.,
2008)

As 3-desoxiantocianidinas ndo possuem o mesmo comportamento que as antocianinas,
visto que sdo mais resistentes as mudancas de cor em fungdo do pH (Geera et al., 2012; Sousa
et al., 2020). Assim, em vegetais contendo predominantemente 3-DXA, como é o caso do sorgo,
nao se verifica essa gama de cores tdo ampliada (Geera et al., 2012; Sousa et al., 2020). Geral-
mente, as antocianinas em solugdes aquosas com pH levemente acido apresentam coloragao

vermelho-alaranjado, enquanto que a pH 5,0 hé a formacao de bases quinoidais e de espécies
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de chalcona, alterando assim visivelmente os seus atributos cromaticos para a coloragao roxa-
azul (Marco et al., 2008; Sousa et al., 2020). Contudo, no sorgo, Geera et al. (2012) relatam que
nao existe a formagdo de chalcona ou base quinoidais, confirmando que o sorgo é um extrato
corante com elevada estabilidade ao pH.

Geera et al. (2012) afirmam que n&o existe diferenca de cor significativa entre a extragao
de 3-DXA do sorgo a pH 1 e pH 7, contudo Sigurdson et al. (2018) afirmam que é possivel
extrair do sorgo a coloragao violeta, quando se utiliza uma solucdo aquosa a pH 9.

A temperatura de extragdo também pode influenciar a coloragdo obtida, tendo sido ve-
rificado que as 3-DXA do sorgo apresentam uma coloragao vermelha intensa quando extraidas
a frio (Akogou et al., 2017). Assim como nas 3-DXA, a degradacao das antocianinas é acelerada
com a aplicagdo de temperaturas mais elevadas (Margo et al., 2008).

A estabilidade das antocianinas a perda de cor, aumenta com a presenca de 4cidos feno-
licos, sendo este efeito também visivel na presenca de flavonoides ndo-antocidnicos, como, por
exemplo, a rutina (Margo et al., 2008). O aumento da estabilidade das antocianinas pode resul-
tar da copigmentagao que é a associacdo entre a antocianina e um ou mais flavonois por liga-
¢des de hidrogénio, fazendo com que o flavonol forme uma estrutura protetora da antocianina

a fatores externos como o pH (Margo et al., 2008; Pinheiro et al., 2010; Cortez et al., 2016).

2.4 Revestimentos poliméricos coloridos para aplica-

cao em confeitaria

Existem varios tipos de revestimentos poliméricos usados em aplicacdes alimentares
para diversos fins, nomeadamente para preservacado (por ex. retencao da humidade), realce de
sabor (por ex. adicdo de aroma natural), melhoria de textura, e apelo visual (por ex. melhorar
a cor ou acabamento brilhante) (Pavlath & Orts, 2009; Mellinas et al., 2016).

Os materiais poliméricos utilizados na formulacao de revestimentos a base de antocia-
ninas para confeitaria, podem ter um impacto significativo na estabilizacdo destes compostos
durante o processo de fabrico. Alguns aspetos importantes incluem a estabilizacdo das anto-
cianinas a luz, calor, pH e oxidagdo (Margo et al., 2008), como resultado da formacao de filme
fornecer uma barreira protetora contra a humidade, a transmissdo da luz e atuar como agente
encapsulante, imobilizando as antocianinas e impedindo a descoloragdo devida a degradacao
(Mellinas et al., 2016).

Algumas das caracteristicas mais importantes dos materiais poliméricos, para serem uti-
lizados nas formulacdes de revestimento, incluem a formacio de filme, continuo e uniforme,

permitindo aumentar a adesdo e a estabilidade das antocianinas na superficie dos produtos de
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confeitaria (Mellinas et al., 2016). Outra caracteristica importante é a compatibilidade dos ma-
teriais poliméricos com as antocianinas e outros ingredientes da formulacao, de modo a facili-
tar a dispersao e a distribuicdo uniforme das antocianinas dentro da matriz do revestimento e
ndo afetar adversamente a estabilidade ou a cor das antocianinas no revestimento (Akhavan
Mahdavi et al., 2016). A escolha dos materiais poliméricos pode também influenciar a textura,
conferir brilho ou opacidade, aroma e sabor aos produtos revestidos (Pavlath & Orts, 2009).
Os materiais poliméricos utilizados nos revestimentos podem ainda influenciar a solubilidade,
viscosidade e a aplicagdo dos revestimentos (por exemplo, pulverizacao, imersdo) durante o
processo industrial (Mellinas et al., 2016).

Varios materiais poliméricos podem ser usados em revestimentos de antocianinas. Al-
gumas opgdes incluem: os hidrocoléides (goma arabica, amidos modificados), derivados da
celulose (hidroxipropilcelulose e carboximetilcelulose), proteinas (gelatina, caseina e isolados
de proteina de soro de leite), polissacdridos (pectina), quitosano, entre outros (Mellinas et al.,
2016).

As formulagdes para revestimentos poliméricos coloridos a base de antocianinas podem
ser liquidas ou sélidas. Na formulacao liquida, o extrato corante de antocianinas é misturado
com um material polimérico, no estado liquido, podendo incluir emulsionantes como ceras
liquidas, glicerina ou lecitina de soja ou girassol. O revestimento no produto alimentar forma-
se por aplicagdo desta mistura, por pulveriza¢do e secagem com aplicacdo de temperatura (T
=45 °C) (Mellinas et al., 2016).

As gomas sdo os materiais poliméricos mais usados em revestimento na induastria de
confeitaria, sendo misturadas com a matéria corante a base de antocianinas em calda de acgu-
car, uma vez que protegem as antocianinas e ndo conferem sabor (Mellinas et al., 2016).

Na formulagdo sélida os extratos de antocianinas, em p6, sdo misturados com o material
polimérico (s6lido) sendo dissolvidos, por exemplo, em calda de agticar, sendo o produto ali-
mentar imergido nesta solucdo. Neste caso, o revestimento do produto forma-se apds secagem,
com aplicagao de temperatura (T=90 °C).

Para desenvolver revestimentos poliméricos coloridos a base de antocianinas, é necessa-
rio realizar formulagdes, utilizando diferentes materiais corantes e polimeros, e testar a esta-
bilidade dessas formulacdes, utilizando os parametros do processo de fabrico (pH e tempera-
tura) dos produtos alimentares onde as formulagdes irdo ser aplicadas, de modo a selecionar
o0s revestimentos que permitam manter a cor pretendida e que cumpram os requisitos regula-

mentares dos aditivos para aplicagdo em produtos alimentares.
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2.4.1 Goma arabica

A goma ardbica oriunda da Acacia senegal (Oliveira, 2017), tem a capacidade de formar
géis e produzir solucdes viscosas ou estabilizar sistemas de emulsao (Mellinas et al., 2016). Esta
goma, é um aditivo alimentar (E 414) amplamente utilizado na industria por ser um emulsio-
nante eficiente e por permitir a estabilizagdo a longo prazo de uma gama variada de produtos,
desde produtos alimentares a cosmética com capacidade de formar géis (Dror et al., 2006).

A goma arabica é um derivado vegetal que possui uma estrutura quimica complexa,
maioritariamente constituida por um polissacarido altamente ramificado e em menor propor-
¢do um complexo proteina-polissacarido. Esta goma é composta por trés fracdes sendo que o
polissacarido maioritario consiste numa estrutura central composta por 3-(1—3) galactose com
varias ramifica¢Oes ligadas a arabinose e ramnose, que acabam em acido glucurénico, outro
complexo menor de arabinogalactano-proteina no qual as cadeias de arabinogalactano estdo
ligadas covalentemente a uma cadeia de proteina através de grupos serina e hidroxiprolina, e
fracdo menor contendo uma maior percentagem de proteina constituida por uma glicoprote-
ina que difere da anterior devido a sua composi¢cdo em aminoacidos (Dror et al., 2006).

Estudos sobre os beneficios da encapsulacao e revestimento de antocianinas envolvendo
a goma arabica tém vindo a ser desenvolvidos. Assim, Chung et al. (2016) estudaram a estabi-
lidade da cor de antocianinas provenientes da cenoura preta, em bebidas, através da adicao
de goma ardbica, tendo verificado que a adicao de 1,5% de goma arédbica resultou em produtos
com uma cor mais estavel, durante o processamento a 40 °C.

Por outro lado, Chranioti et al. (2015) estudaram o encapsulamento com diferentes re-
vestimentos poliméricos de extratos de agafrdo e beterraba em pastilhas elastica. Estes autores
verificaram que com a utilizacdo de uma mistura de goma arabica e amido modificado era
possivel obter maior protecao dos corantes naturais incorporados.

Ja Serrano et al. (2023) estudaram a encapsulagdo das 3-DXA da folha de sorgo e verifi-
caram, que os compostos liofilizados revestidos, possuiam maior estabilidade a temperatura
de 80 °C por 18 h do que os sem revestimento.

Como resultado de um estudo sobre a estabilidade das 3-DXA em solugdo aquosa utili-
zando goma ardbica, elaborado por Herrman ef al. (2021), foram propostos modelos de intera-
¢do das 3-DXA apigeninidina e luteolinidina com esta goma. Como se pode verificar na Figura
5, a goma ardbica revelou ser mais eficiente para o revestimento da apigeninidina do que para
o da luteolinidina. Os autores concluiram que a interacdo fraca entre a luteolinidina e a goma
arabica estd associada com a sua natureza hidrofilica (superior a apigeninidina) que limita o

encapsulamento hidrofébico pela glicoproteina da goma arabica.
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Figura 5: Modelos de interagdo entre goma ardbica e 3-desoxiantocianidinas (Herrman et al., 2022)

2.4.2 Goma de alfarroba

A goma de alfarroba é proveniente do endosperma da semente de alfarrobeira, Ceratonia
siliqua. Esta goma é um aditivo alimentar (E 410) utilizado como agente espessante, estabili-
zante e gelificante ou emulsionante com objetivo de melhorar a textura do alimento. Este adi-
tivo também ¢é utilizado em setores como o farmacéutico, cosmético, téxtil, papel e ainda na
industria de petréleo (Zuidam & Nedovic, 2010; Petitjean & Isasi, 2022). A goma de alfarroba,
pertence a familia das galactomananas, e possui a particularidade de ser apenas soltivel em
agua quando aplicado calor, bem como por ser um hidrocoloide que ndo forma por géis isola-

damente, apenas intensifica os géis formados por outras gomas (Petitjean & Isasi, 2022).

Figura 6: Estrutura quimica da goma de alfarroba (Petitjean & Isasi, 2022)

Como se pode observar na figura 6, a goma de alfarroba é constituida por cadeias linea-
res de (1 — 4)—B-D-manose com substituintes de (1 — 6) — a-D-galactose (Petitjean & Isasi,

2022). A solubilidade aquosa e a viscosidade da goma nao dependem apenas da temperatura,
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mas também do ntimero de ramificacées de galactose presentes, sendo que, quanto maior o
ndmero de unidades ramificadas, maior sera a solubilidade e viscosidade a baixas temperatu-
ras (Oliveira, 2017; Petitjean & Isasi, 2022).

A temperatura e o pH podem também modificar a viscosidade final da solucdo com
goma de alfarroba, na medida em que alteram a massa molecular das cadeias poliméricas. A
temperatura de 80 °C, a goma de alfarroba possui uma solubilizacdo eficiente, tornando-se
completamente soltivel, aumentando por sua vez a viscosidade (Petitjean & Isasi, 2022).

Estudos sobre a influéncia do solvente com a goma de alfarroba também ja foram reali-
zados como é exemplo Richardson et al. (1997), que demonstraram que a adi¢do de solugdes
de sacarose reduzia a viscosidade intrinseca, devido a uma redugao na qualidade do solvente
ou a uma redugdo na associagdo polimero/polimero. Contudo, numa solu¢ao com 20% de sa-
carose existe um aumento da viscosidade, devido ao aumento na qualidade do solvente, po-
rém em concentracdes superiores de sacarose, a qualidade do solvente é reduzida devido a
competicdo da dgua, aumentando a extensao da contracdo do polimero, fazendo assim com
que a viscosidade diminua (Richardson et al., 1997).

A goma de alfarroba é um polissacdrido ndo é digerivel no trato gastro intestinal hu-
mano, podendo ser classificado como uma fibra soltavel, que devido ao seu efeito na estrutura
dos alimentos e a sua viscosidade pode alterar a degradacdo de hidratos de carbono durante
a digestao (Barak & Mudgil, 2014). Consequentemente, este aditivo pode beneficiar a preven-
cdo e tratamento de obesidade e diabetes, na medida em ajuda a regular os niveis de agtcar
no sangue (Barak & Mudgil, 2014).

2.5 Avaliacao da qualidade da matéria corante

A avaliacao da qualidade dos corantes alimentares naturais envolve varios fatores:

- Certificagcdo de que os corantes alimentares naturais sejam provenientes de fornecedo-
res confiaveis que aderem as boas préticas de fabrico (BPF) e tenham medidas confidveis de
controle de qualidade em vigor.

- Realizagdo de andlises quimicas para determinar a composigdo e pureza dos corantes
alimentares naturais.

- Avaliagdo da estabilidade dos corantes alimentares naturais sob varias condi¢des, como
temperatura, luz, pH e armazenamento, permitindo determinar as propriedades de retencao
de cor e o prazo de validade dos corantes.

- Realizacdo de avaliagdes de seguranca para garantir que os corantes alimentares natu-
rais cumprem as normas regulamentares para aditivos alimentares. Isso inclui pesquisa de

metais pesados, avaliacdo da contaminag¢do microbiolégica e pesquisa de alérgenos potenciais.
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- Avaliacdo das caracteristicas sensoriais dos corantes alimentares naturais, como odor,
sabor e aparéncia, para garantir que atendam as expectativas e preferéncias do consumidor.

- Avaliacao do desempenho dos corantes alimentares naturais em diferentes matrizes
alimentares para avaliar sua adequacado para diversas aplicagdes.

- Certificacdo de que os corantes alimentares naturais cumprem os regulamentos e pa-
drdes relevantes, como os estabelecidos pela EFSA na Europa.

- Estabelecimento de um sistema de rastreabilidade para investigar a origem e o manu-
seio dos corantes alimentares naturais em toda a cadeia de abastecimento. Isto envolve os re-
gistos detalhados do processo de avaliacdo de qualidade, incluindo os resultados de testes,
especificacOes e certificados de analise de fornecedores.

- Implementagdo de um sistema de monitoragdo continua da qualidade dos corantes ali-
mentares naturais, incluindo testes e inspecdes regulares para identificar quaisquer desvios
dos padrdes estabelecidos.

- Realizacdo periddica de auditorias aos fornecedores para garantir que estes continuam
a atender aos requisitos de qualidade e seguranca e para resolver quaisquer problemas ou

preocupagodes que possam surgir.
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DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e enzimas

O etanol, o 4cido citrico, o citrato de sédio, o acido gélico, o 4cido cloridrico (37%), o
acido ascorbico, o sulfato de ferro (II) hepta-hidratado, o cloreto de ferro (III) hexa-hidratado
e o acetato de sodio tri-hidratado foram adquiridos a Merck (Darmstadt, Alemanha). O carbo-
nato de s6dio anidro, o bicarbonato de sodio, o reagente de Folin-Ciocalteu, o hexacianoferrato
de potéssio (III) e o sulfato de sédio anidro foram adquiridos a Panreac (Barcelona, Espanha),
a 2,4,6-tris (2-piridil)-S-triazina (TPTZ) e o cloreto férrico foram adquiridos a Fluka (Buchs,
Alemanha). O etanol absoluto anidro foi adquirido a Carlo Erba (Marselha, Franca). Outros
reagentes, tais como acarbose, cloreto de potassio, amido, fosfato de sédio, 4-nitrofenil-a -D
glucopiranésido, dcido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox), o radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) e as enzimas a-amilase de pancreas de porcino (tipo IV-B) e
a-glucosidase de Saccharomyces cerevisiae foram adquiridos a Sigma-Aldrich (Sternheim, Ale-
manha). A goma de alfarroba de qualidade alimentar foi adquirida a Sosa (Ingredients S.L.,
Espanha), e a goma arabica de qualidade alimentar foi adquirida a Sigma-Aldrich (Darmstadt,
Alemanha). O acgucar (sidul) e a pasta de acgtcar branco sélido (Auchan) foram adquiridos
numa loja comercial Auchan (Lisboa, Portugal). Todos os outros produtos quimicos e reagen-

tes ndo rotulados eram de grau analitico ou HPLC-MS Optima.

3.2 Material vegetal

As cenouras pretas (Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.), rabanetes (Raphanus

sativus L.) e batatas-doces roxas (Ipomoea batatas (L.) Lam) utilizados para extrair as antociani-
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nas foram adquiridos em fresco numa loja comercial Celeiro (Sintra, Portugal). O sorgo (Sor-
ghum bicolor L.) foi adquirido seco a empresa PMA28 (Varize, Franca), triturado num moinho
(IKA Micro Fine Mill Culatti) com peneira de 1,0 mm de espessura, armazenado sob vacuo
numa pelicula de embalagem de polimero (LDPE 60 um/ PA 30 pm) (Amcor Flexibles, Portu-

gal) e colocado em exsicadores até a anélise posterior.

3.3 Extracao das antocianinas e das 3-DXA

As antocianinas da cenoura preta, da batata-doce (casca e polpa) e do rabanete (casca)
foram extraidas de acordo com Musilova et al. (2020) com algumas modificagdes (Figura 7). O
material foi descascado, cortado em pequenos pedacos (2 cm por 2 cm) e sujeito a extragdo
solido-liquido numa razao sélido-solvente de 1:5 (m/v) para as cenouras pretas, 1:3 (m/v)
para as cascas de rabanete e batata-doce roxa e 1:1 (m/v) para a polpa de batata-doce roxa. Em
todos os casos, foram realizadas extracdes com dois solventes diferentes: 1) utilizando uma
solugdo aquosa alcalina a pH 8, ajustada com bicarbonato de sédio (0,103 mg mL-* NaHCO:3)
e carbonato de sédio (0,008 mg mL! Na>COs) (extratos a pH 8); 2) utilizando uma solucao
acidificada a pH 3 por adigao de acido citrico (0,961 mg mL-, CcHsOy) (extratos a pH 3).

Em ambos os casos (extracdo acida ou alcalina), apoés adicdo do solvente, as misturas
foram aquecidas numa placa de aquecimento (MR3001, Heidolph) a 100 °C, durante 10 minu-
tos e, com exce¢do do extrato de casca de rabanete, homogeneizadas num ultra-turrax T25
(Janke & Kunkel) a 8000 rpm, durante 10 minutos. Em seguida, as misturas foram sonicadas
(processador de ultrasons Hielscher UP200S) com uma amplitude de 50% e 0,5 ciclos durante
10 minutos. Apds este procedimento, os extratos foram filtrados através de um filtro de 150
mm de didmetro (Whatman n°1 Qualitative), sob vacuo (GAST DOA-P104-BN), sendo, por

fim, congelados (-80 °C) e liofilizados (liofilizador Scanvac Cool Safe, Labogene Scandinavian).
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Figura 7: Fluxograma representativo da extragdo das antocianinas da cenoura preta, casca de batata-doce roxa,
polpa de batata-doce roxa e casca de rabanete. *) Razado sélido:liquido de 1:5 (m/v) para a cenoura preta, 1:3
(m/v) para a casca de rabanete e casca de batata-doce roxa e 1:1 (m/v) para a polpa de batata-doce roxa. **) com

excecdo do extrato de casca de rabanete.

As 3-desoxiantocianidinas do sorgo foram extraidas utilizando duas metodologias dis-
tintas: maceracdo a temperatura ambiente, segundo um método adaptado de Akogou et al.
(2018), e extracao assistida por ultrassons (Figura 8). Em ambos os casos, a planta moida foi
misturada com uma solucdo aquosa a pH 10 (ajustada com uma mistura de bicarbonato e car-
bonato de s6dio) numa razao solido liquido de 1:20 (m/v). No método de maceragdo, a mistura
foi colocada num agitador orbital (Unitronic-OR, Selecta, Barcelona), a 25 °C e agitada a 70

rpm durante 30 minutos. Na extra¢do assistida por ultrassons, apds adi¢do do solvente, as
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misturas foram sonicadas (processador de ultrasons Hielscher UP200S) com uma amplitude
de 50% e 0,5 ciclos durante 10 minutos.

Apo6s a etapa de extragdo, tanto os extratos obtidos por maceragdo como os extratos ob-
tidos por ultrassons, foram filtrados através de um filtro de 150 mm de diametro (Whatman
n°1 Qualitative), sob vacuo (GAST DOA-P104-BN), congelados (-80 °C) e liofilizados (liofiliza-
dor Scanvac Cool Safe, Labogene Scandinavian).

Apos liofilizacao, todos os corantes em p6 foram pesados e armazenados em frascos de
vidro (Schott 250 mL) dentro de exsicadores com silica gel, no escuro e a temperatura ambi-

ente. Os ensaios foram efetuados em duplicado.

Triturar em moinho
as folhas de sorgo

'

Adicionar dgua alcalinizada a pH 10
numa razao planta :solvente de 1:20

v v
Extragao por Extragao assistida
maceragao por ultrassons
Colocar num agitador Sonicar com uma
orbital a 25 °C,70 rpm amplitude de 50% e 0,5
durante 30 minutos ciclos durante 10 minutos
Filtrar sob vacuo Filtrar sob vacuo
Congelar (-80 °C) Congelar (-80 °C)
v v
Liofilizar Liofilizar

Figura 8: Fluxograma representativo da extracdo das 3-DXA do Sorgo.
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3.4 Selecao do melhor método de extracao com base na

analise espectrofotométrica UV-Vis

A concentragdo de antocianinas (cenoura preta, polpa e casca de batata-doce roxa e casca
de rabanete) ou de 3-DXA (sorgo) nos extratos em po6 foi determinada para selecionar o melhor
método de extracdo para cada material vegetal. Os extratos foram dissolvidos em solugdes
aquosas a pH 3 (para os extratos preparados a pH 3), pH 8 (para os extratos preparados a pH
8) e pH 10 (extratos de sorgo) em diferentes concentragdes: 0,1% (m/v) para cenoura preta, e
sorgo; 0,3% (m/v) para a casca de rabanete e casca de batata-doce roxa; e 0,6% (m/v) para a
polpa de batata-doce roxa. A absorvancia das solucdes foi medida utilizando um espectrofo-
tometro de ultravioleta visivel (UV-Vis de feixe duplo (Hitachi U-2010, EUA) aos comprimen-
tos de onda de 530, 546 e 580 nm. As solucdes aquosas a pH 3, pH 8 ou pH 10, utilizadas para
dissolver os extratos, foram utilizadas para a corregdo da linha de base.

A concentragdo de antocianinas nas solugdes aquosas foi calculada utilizando a lei de
Beer-Lambert:

A=¢e*c * 1

Onde A é a absorvancia, € a absortividade molar (coeficiente de extingdo) do composto
de antocianina (cianidina-3-glucésido: 26 900 L.mol.cm?) ou 3-DXA (apigeninidina: 27 629,5
L.mol.cm?) no comprimento de onda especifico, ¢ é a concentragdo da solugdo de antocianina

em mol L7, e]é o percurso 6tico (espessura da cuvete) em cm.

3.5 Avaliacdo da qualidade da matéria corante

Os extratos preparados foram caraterizados em termos quimicos e funcionais. Um co-
rante comercial natural, de composicao quimica desconhecida, foi também caraterizado para

comparacao.

3.5.1 Caraterizacao quimica dos extratos

Foram realizadas anélises quimicas para determinar a composicao e pureza dos corantes
alimentares naturais, tendo envolvido técnicas analiticas como a espectroscopia de ultra-vio-
leta visivel (UV-Vis) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detegdo por es-

pectrometria de massa.
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3.5.1.1 Determinacao das antocianinas totais pelo método do pH diferencial

A determinagao do teor de antocianinas totais (TAT) pelo método diferencial de pH con-
siste em medir a absorvéancia dos extratos de antocianinas a dois niveis de pH diferentes: pH
1,0 (solugao de KC1 0,025 M, acidificada com HCI) e pH 4,5 (tampao acetato de s6dio) e utilizar
os valores de absorvancia para calcular a concentracdo de antocianinas. O procedimento foi
efetuado utilizando a metodologia descrita por Zafra-Rojas et al. (2016). Os extratos foram pre-
parados nas solugdes anteriormente referidas na concentragao de 1,28 mg mL-! para a casca de
rabanete e batata-doce roxa, 2,46 mg mL-! para a polpa de batata-doce roxa e 0,63 mg mL-! para
cenoura preta, sorgo e corante comercial. Apés um periodo de incubagao de 15 min no escuro
e a temperatura ambiente foi lida a absorvancia a 510 nm e a 700 nm, num espectrofotémetro
UV-Vis de feixe duplo (Hitachi U-2010, EUA). No caso do extrato de sorgo, as leituras foram
realizadas a 470 nm e a 700 nm e apenas a pH1,0, uma vez que a principal 3-DXA do sorgo, a

apigeninidina, ndo é incolor a pH 4,5 (Akogou et al., 2018).

O TAT foi calculado de acordo com a seguinte expressao:

TAT (mg/L) = (A X DF x MW) /(¢ x 1)

Em que o valor de A para os extratos de rabanete, cenoura preta e batata-doce é calcu-

lado pela seguinte expressao:
A = (absorvancia s10 - absorvancia zo0)pHi,0- (absorvancia sio - absorvancia 700)pHas
Enquanto que o valor de A para o extrato de sorgo foi calculado pela seguinte expressao:
A = (absorvancia 470 - absorvancia 700)pH,o
DF é o fator de diluigdo (se aplicavel), MW é o peso molecular da cianidina-3-glucésido
(484,83 g mol!) ou da apigeninidina (255,24 g mol?) que estd a ser analisada, ¢ € o coeficiente
de extingdo molar da cianidina-3-glucésido (26 900 Lmolcm™) ou da apigeninidina (27 629,5

Lmolcm?) que esta a ser analisada e 1 é o comprimento do percurso da cuvete (1 cm) (Le et al.,

2019). Os resultados finais foram expressos em mg equivalentes de cianidina-3-glucésido por
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g de extrato seco (extratos de cenoura preta, polpa e casca de batata-doce roxa e casca de ra-
banete) ou mg equivalentes de apigeninidina (extrato de sorgo). Todas as determinagdes fo-

ram efetuadas em triplicado.

3.5.1.2 Determinacdo dos compostos fenélicos totais pelo método Folin-Cio-

calteau

O teor dos compostos fenolicos totais (CFT) nos extratos foi estimado utilizando o mé-
todo colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Asami et al. (2003) e modificado por Pires
et al. (2018), utilizando o acido galico como composto fenélico padrdo. Resumidamente, 1-3
mL dos extratos (preparados e diluidos em dgua para ajustar a curva padrao) foram adiciona-
dos em baldes volumétricos de 10 mL contendo agua destilada e reagente fenélico Folin-Cio-
calteu (0,5 mL) e agitados. Apds 5 minutos, adicionou-se 1,5 mL de uma solugdo de carbonato
de s6dio 200 g.L, ajustou-se o volume para 10 mL com agua destilada, misturou-se e deixou-
se repousar durante 2 h. Preparou-se um reagente em branco, substituindo a amostra por dgua
destilada. A absorvancia foi medida a 750 nm utilizando um espetrofotémetro UV-visivel
(feixe duplo; Hitachi U-2010, EUA). As concentragdes de compostos fendlicos totais nos vérios
extratos foram determinadas com base na curva padrao y=122,62x-0,0263 (r2=0,9955) em ter-
mos de gramas por litro de equivalentes de 4cido galico (GAE). Os resultados finais foram
expressos em mg EAG por grama de extrato seco. Todas as determinacdes foram efetuadas

em triplicado.

3.5.1.3 Identificacdo e caracterizacdo estrutural de antocianinas presentes nos

extratos

A identificagdo e caracterizacdo estrutural de antocianinas presentes num extrato foi re-
alizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a espectrometria de
massa (MS). A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS), fornece
informacdo acerca da massa molecular dos compostos enquanto os espectros MS/MS forne-
cem detalhes estruturais baseados em fragmentos caracteristicos. A caracterizacao estrutural
da antocianina exige, na auséncia de padrdes analiticos, o recurso a ensaios de espectrometria
de massa de alta resolugao (HRMS e HRMS/MS), de forma a medir com exatiddo os valores
da relacdo massa/carga (m/z), que fornecem informacao valiosa para a formulagdo de pro-
posta de férmula i6nica das antocianinas em identificagdo.

A antocianina é uma forma glicosidica; a analise do espectro MS/MS permite identificar
qual a aglicona (antocianidina) presente na estrutura, o tipo e posigdo dos grupos glicésidos
acoplados a antocianina, bem como a presenca de outros substituintes, nomeadamente grupos

compostos fendlicos.
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Aliquotas de 10 pL dos extratos foram inicialmente analisadas num sistema LC-MS com-
posto por um HPLC Ultimate 3000RS com Detetor de Matriz de Diodos (DAD) acoplado a um
espectrometro de massa LCQ Fleet com um analisador armadilha de ides quadrupolar e fonte
de ionizagao ESI (Themo Scientific, CA, USA). O varrimento completo foi efetuado no modo
ESI positivo, na gama 100-1500 m/z. O sistema DAD foi monitorizado na gama entre 220 e 700
nm, tendo sido registados os espectros UV /VIS a 520, 320 e 280 nm.

A identificagdo e caracterizagao estrutural das antocianinas foi efetuada com um sistema
UHPLC Elute acoplado a um espectrémetro de massa de alta resolu¢do QqTOF Impact II (Bru-
ker Daltonics, Bremen, Alemanha), em interface com uma fonte ESI a operar em modo posi-
tivo. Os pardmetros otimizados do espectrémetro foram os seguintes: end plate offset: 500 V;
voltagem do capilar: +4,5 kV; gas de nebulizacao (N2): 2,8 bars; gas de secagem (N3): 8 Lmin;
temperatura de secagem: 200 ° C. A calibracdo do analisador TOF foi efetuada com uma solu-
¢do de formato de sédio 10 mM, introduzida na fonte de ides através de uma valvula de seis
portas com um loop de 20 puL, no inicio de cada anélise. Os espectros de massa foram adquiri-
dos no modo dependente de dados (DDA) numa gama de massas entre 100-1500 m/z, com
uma taxa de aquisicdo de 3 Hz, utilizando um método dindmico com um tempo de ciclo fixo
de 3 s. A configuragdo e controle da interface LC/MS foi efetuada pelo software CompassHys-
tar e a aquisicdo dos dados pelo Data Analysis 4.4 (Bruker Daltonics).

A separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna Kinetex C18 (150 x 2,1 mmy;
tamanho da particula 2,6 pm; Phenomenex, USA), usando um gradiente de elui¢do de 0,1 %
(v/v) acido férmico em agua (fase mével A) e metanol (fase moével B), e um fluxo de 250
pL/min. As condi¢des de eluigdo foram as seguintes: 0-0,5 min, isocratico 5% B; 0,5-14,0 min,
gradiente linear até 80% B; 14-15 min, gradiente linear até 100% B; 15-18 min isocratico 100%
B; 18-20 min, gradiente linear até 5 % B e com 5 min para reequilibrio da coluna A coluna
cromatografica e o amostrador foram mantidos a uma temperatura de 35 °C e 8 °C, respetiva-

mente.

3.5.2 Avaliacao das atividades biolégicas

Os extratos das diferentes matrizes vegetais foram avaliados in vitro relativamente a ca-
pacidade antioxidante, através dos métodos FRAP, DPPH, e a atividade antidiabética utili-

zando a inibicdo das enzimas a-amilase e a-glucosidase.
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3.5.2.1 Capacidade antioxidante

3.5.2.1.1 Método de captacdo de radicais livres

O método de captagdo de radicais livres utilizando o DPPH foi realizado de acordo com
o procedimento descrito por Kondo et al. (2004), com ligeiras modificacdes. Resumidamente,
um volume de 0,1 mL de cada extrato de material corante foi adicionado em diferentes con-
centragdes a 2 mL de 0,07 mmol L* DPPH em 950 g L-! de etanol. As misturas foram agitadas
e permaneceram por 60 min a temperatura ambiente no escuro. A absorvancia das amostras
foi medida a 517 nm, utilizando um espetrofotémetro UV-visivel (feixe duplo; Hitachi U-2010,
Cincinatti, Illinois, EUA). A absor¢do de uma amostra em branco contendo a mesma quanti-
dade de etanol e solugdo de DPPH atuou como controlo negativo. Os resultados da atividade
antioxidante foram determinados com base na curva padrao y=0,0008 x+0,0345 (r2=0,9953) re-
alizada com diferentes concentracdes de trolox, tendo os resultados sido expressos em mmol
equivalentes de trolox (TE) por grama de extrato seco Todas as determinag¢des foram efetuadas

em triplicado.

3.5.2.1.2 Atividade antioxidante pelo método de reducdo do ido ferro

A atividade antioxidante pelo método de reducao do ido ferro (FRAP) mede a formacao
de um composto Fe?*-tripiridiltriazina de cor azul a partir da forma oxidada incolor Fe3* pela
acao de antioxidantes doadores de eletroes. O ensaio FRAP foi efetuado utilizando uma me-
todologia modificada de Deighton et al. (2000). De forma resumida, o reagente FRAP foi pre-
parado com 1 mmol L1 de TPTZ e 2 mmol L de cloreto férrico em acetato de sédio 0,25 mol
L1 (pH 3,6). Os extratos diluidos (200 pL) foram misturados com 1,8 mL de reagente FRAP,
deixados em repouso durante 4 minutos a temperatura ambiente (20 °C), e a absorvancia do
complexo azul foi monitorizada a 593 nm e determinada em relacdo a um branco de agua,
utilizando um espetrofotémetro UV-visivel (feixe duplo; Hitachi U-2010). Foi preparada uma
curva padrao y=0,0218x+0,0767 (r2=0,9933) utilizando diferentes concentra¢des de sulfato de
ferro. Os valores FRAP sdo apresentados como mmol Fe?* por grama de extrato seco (poder

redutor férrico). Todas as determinagdes foram efetuadas em triplicado.

3.5.2.2 Avaliacao da atividade antidiabética

A atividade antidiabética foi avaliada através da avaliagdo do potencial dos extratos para

inibir as enzimas digestivas de hidratos de carbono a-amilase e a-glucosidase.
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3.5.2.21 Ensaio de inibicdo da a-amilase

O ensaio de inibi¢cdo da a-amilase foi efetuado de acordo com o procedimento descritos
por Bernfeld (1995) e Ferron et al. (2020). Assim, os extratos de casca de rabanete, cenoura preta
e polpa e casca de batata-doce roxa foram dissolvidos em agua (20 pg mL) e depois diluidos
para concentracdes que variaram de 2,5 a 18 ng mL1. O extrato de sorgo foi dissolvido em
etanol:dgua (50 %, v/v) (10 pg mL1) e diluido para concentragdes que variaram de 2 a 9 pg
mL-. Para o ensaio, 100 pL de a-amilase (0,5 mg mL1 em tampao fosfato de sédio 0,02 M, pH
6,9, 6,7 mM NaCl) e 100 uL de cada concentracdo de extrato foram incubados a 37 °C por 10
min. Em seguida, foram adicionados 100 pL de suspensdo de amido (1% m/v em tampao de
fosfato de s6dio 0,02 M, pH 6,9, 6,7 mM NaCl) e as misturas foram novamente incubadas a 37
°C durante 10 min. Em seguida, foram adicionados 200 uL de reagente de acido 3,5-dinitrosa-
licilico (20 mL de DNS 96 mM, 8 mL de tartarato de potassio e sédio tetra-hidratado em 5,315
M em NaOH 2 M e 12 mL de 4gua) e os tubos foram fervidos num bloco de aquecimento
(Bioblock Scientific Code 92607) a 100 °C durante 15 minutos. Em seguida, as misturas foram
arrefecidas num banho de gelo, foram adicionados 2 mL de 4gua destilada e a absorvancia foi
lida a 530 nm num espetrofotémetro UV-Vis (SPEKOL 1500, Analytik Jena, Alemanha). As
misturas sem extratos de plantas foram utilizadas como controlos negativos e as misturas sem
a-amilase foram utilizadas como branco das amostras. Foram utilizadas concentracdes cres-

centes de acarbose (5,0 - 100,0 pug/mL) como controlo positivo.

A taxa de inibig¢ao da enzima foi calculada de acordo com a seguinte equagao:

% Inibicio = (1 - (M)> «100

Abscn

Em que Abscn € a absorvancia do controlo negativo, Absa a absorvancia da amostra e
Abss a absorvancia média dos brancos das amostras.

Os valores foram avaliados em triplicado e os resultados foram expressos como a con-
centragao final (mg mL"), na mistura de rea¢do, que reduziu a atividade enzimatica em 50%

(ICs0). Os dados sao apresentados como médias + desvios-padrao.

3.5.2.2.2 Ensaio de inibicdo da a-glucosidase

O ensaio da a-glucosidase foi realizado de acordo com o procedimento descrito por
Rouzbehan et al. (2017). Os extratos foram primeiro dissolvidos em dgua até uma concentracao

de 5 mg mL" e depois diluidos para concentragdes que variaram entre 0,2 e 2,0 mg mL. A a-
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glucosidase (6,25 unidades mL) e o 4-nitrofenil-a-D-glucopiranoésido (2,5 mM) foram prepa-
rados em tampao fosfato de sodio 0,1 M a pH 6,9. Foram preparadas misturas de reacao con-
tendo 5 pL de a-glucosidase, 125 pL de tampao fosfato (pH 6,9, 0,1 M) e 20 uL das diferentes
concentra¢des de extratos numa microplaca de 96 pogos (Greiner Bio-One, Rainbach im
Miihlkreis, Austria). Incubaram-se entao as placas durante 15 min a 37 °C. Em seguida, foram
adicionados 20 uL de 4-nitrofenil-a-D- glucopirandsido e as placas foram incubadas durante
mais 15 minutos, a 37 °C. Para parar as reagoes, foram adicionados 80 uL de Na:COs 0,2 M em
cada poco. A absorvancia foi medida num leitor de microplacas (FLUOstar® Omega Plate Re-
ader, BMG Labtech, Ortenberg, Alemanha) a 405 nm. As misturas de reacao sem extratos fo-
ram utilizadas como controlos negativos e as misturas de reacao sem enzima foram utilizadas
como brancos das amostras. Concentragoes crescentes de acarbose (80-980 ug mL") foram uti-
lizadas como controlo positivo. A atividade inibitoria dos extratos foi calculada de acordo com

a seguinte equacao:

(Abscn—(Abs,—Absg))*100
Abscy

% Inibigdo =

Em que Abscn € a absorvéncia do controlo negativo, Absa é a absorvancia da amostra e
Absp é a absorvancia dos brancos das amostras. Os valores foram avaliados em quadruplicado
e os resultados foram expressos como a concentragdo final (mg mL-) de extrato na mistura de
reacdo, que reduz a atividade enzimaética em 50 % (ICsp). Os dados sdo apresentados como

médias + desvios-padrao.

3.6 Revestimentos corantes para confeitaria

A formulacao de revestimentos poliméricos coloridos a base de antocianinas e 3DXA,
para aplicagdo em produtos de confeitaria envolveu a selecao de corantes roxos (casca de ra-
banete, cenoura preta, casca e polpa de batata-doce roxa e sorgo) e materiais poliméricos (go-
mas de alfarroba e arabica) para aplicagdo em xarope de agticar. As concentracdes dos corantes
foram ajustadas de acordo com a compatibilidade e as caracteristicas desejadas para as amén-
doas de chocolate (Tabela 1). O controlo utilizado foi um corante comercial de composigao
desconhecida. A quantidade de corantes a adicionar foi selecionada, com base na mesma ab-
sor¢do (Abs=1), a 510 nm para as antocianinas e 420 nm para as 3-DXA, na varredura do espe-
tro UV-Vis. Os corantes foram adicionados aos materiais poliméricos e ao xarope de agtcar a
50 °C. As solugdes foram homogeneizadas no ultra-turrax (T25,Janke &Kunkel) a 8000 rpm

durante 5 minutos.
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Tabela 1: Matérias corantes e polimeros utilizados na preparagdo de revestimentos poliméricos de cor roxa

Material Quantidade (g) Material polimérico Quantidade (g) Solucio Quantidade (mL)

Goma arabica (GA)
Goma de alfarroba (L)
Sem revestimento (SR) Calda de agticar

Rabanete (R) 0,1 0,2 40

Casca da batata-doce roxa (CBD) 0,1 Goma arabica (GA) 0,2 40
Goma de alfarroba (L)
Sem revestimento (SR) Calda de agticar

Goma arabica (GA)
Polpa da batata-doce roxa (BD) 0,25 Goma de alfarroba (L) 0,2 40

Sem revestimento (SR) Calda de agucar
Goma arabica (GA)
Goma de alfarroba (L) 0,2 40

Sem revestimento (SR) Calda de agticar

Cenoura preta (CR) 0.05

Goma arébica (GA)
Sorgo (5) 0,05 Goma de alfarroba (L) 02 40
Sem revestimento (SR) Calda de agticar

Goma arabica (GA)
Corante fabrica (FN) 0,05 Goma de alfarroba (L) 0,2 40

Sem revestimento (SR) Calda de agticar

3.6.1 Termoestabilidade de revestimentos corantes para confeitaria

A estabilidade das formulagdes de revestimentos poliméricos coloridos foi avaliada a
temperatura de 90 £ 5 °C durante 75 min. Amostras (7 mL) das formulagdes indicadas na Ta-
bela 1 foram colocadas em tubos de ensaio (20 mL) e seladas hermeticamente. Um corante
comercial foi utilizado como controlo nos testes de estabilidade a temperatura. Os tubos foram
colocados na estufa (Ventilcell 111, Grupo MMM) e duplicados foram retirados a cada 15 mi-
nutos e imediatamente arrefecidos num banho de gelo para parar a degradagao térmica. Os
ensaios foram efetuados em duplicados.

As medicOes de absorvancia das formula¢des dos materiais corantes foram utilizadas
para determinar os parametros cinéticos de acordo com Serrano et al. (2023) e estimar a esta-
bilidade das antocianinas e das 3-DXAs durante o aquecimento. As constantes de velocidade

de reacdo de primeira ordem (Kgq), os tempos de meia-vida (t1/2), ou seja, o tempo necessario
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para que ocorra 50% da degradacdo das antocianinas e das 3-DXAs, e a percentagem de de-

gradacao foram calculadas pelas seguintes equacoes:

Ct _
In (C—O) =—kxt
tl/z = —11‘1 (0,5) X k_l

tx50%
T%

% de degradacao =

Sendo Cp a concentragao inicial das antocianinas ou 3-DXAs e C; a concentragdo de an-
tocianinas ou 3-DXAs apo6s t minutos de aquecimento a uma dada temperatura.

A equacgdo da velocidade integrada para uma reacdo de segunda ordem é determinada
a partir de dados experimentais, podendo ser calculada a partir da velocidade inicial da reacao
e das concentragdes iniciais das antocianinas ou 3-DXAs (Sousa et al., 2020). A equagdo é re-

presentada como:

Lk~
[A], [Alo

Em que k é a constante de velocidade e [A]; é a concentracdo das antocianinas ou 3-DXAs
apos t minutos de aquecimento a uma dada temperatura, e [A]o é a concentragdo inicial das

antocianinas ou 3-DXAs.

3.6.2 Revestimentos de confeitaria de cor roxa: efeitos da adicao de co-

rante azul

As formulagdes de revestimentos poliméricos, de cor roxa, a base de antocianinas e 3-
DXA, com adicao de espirulina como corante azul (Tabela 2) e sem adigdo de corante azul
(Tabela 1), foram aplicadas em quadrados de 5 cm x 5 cm de pastas sélidas de agticar de cor
branca. As pastas foram pinceladas e secas numa estufa a 30 £ 5 °C, este procedimento foi
repetido trés vezes com intervalos de 30 minutos. Em seguida, as amostras foram secas du-
rante 72 horas a mesma temperatura. A cor das pastas sélidas de actcar foi medida por colo-
rimetria, como indicado no ponto 3.6.3, e comparada com a cor de dois tipos de améndoas
comerciais de cor roxa; umas coloridas com corantes naturais "clean label" e outras coloridas

com corantes sintéticos. Os ensaios foram efetuados em duplicado para todas as amostras.

31



Tabela 2: Matérias corantes e polimeros utilizado na preparagdo de revestimentos poliméricos de cor roxa, com a
adicdo de corante azul.

Material Quantidade (g) Material polimérico  Quantidade (g) Solugdo Quantidade (mL) Azul de espirulina (g)
Rabanete (R) 1,05 Goma de alfarroba (L) 0,3 Calda de agticar 50 0,34
Casca da batata-doce roxa (CBD) 1,05 Goma de alfarroba (L) 0,3 Calda de agticar 50 0,15
Polpa da batata-doce roxa (BD) 1,05 Goma de alfarroba (L) 0,3 Calda de agticar 50 0,16
Cenoura preta (CR) 1,05 Goma de alfarroba (L) 0,3 Calda de agucar 50 0,16
Corante fabrica (FN) 1,05 Goma de alfarroba (L) 0,3 Calda de agucar 50 0,25

3.6.3 Analise por colorimetria

A anélise colorimétrica foi efetuada de acordo com Serrano et al. (2023). As propriedades
de cor no sistema CIELAB, a luminosidade (L*), a cromaticidade vermelho-verde (a*) e a cro-
maticidade amarelo-azul (b*) foram medidas nas amostras liquidas usando um colorimetro
Chroma meter CR-400 (Konica Minolta, Japao) e a 4gua foi usada como referéncia padrao. As
medidas de cor das amostras solidas foram determinadas com um espetrofotémetro CS-5
CHROMA SENSOR (Datacolor International), utilizando um iluminante com geometria 45/0,
luz D65, angulo de 10° e com uma componente especular incluida, e a cor branca CIELAB foi
utilizada como referéncia padrao. A diferenca de cor entre as amostras foi calculada utilizando

a seguinte equagao:

AE = {/(4L")? + (4a*)? + (4b*)?

Onde os valores de AL*, Aa* Ab* correspondem a diferenga de cor inicial (To) e a cor final
(Ts) ap6s os ensaios de termodegradacao nos revestimentos. Os ensaios para avaliar a variagdo
da cor e a degradacdo cinética foram realizados em duplicado.

Os valores CIELAB das amostras foram convertidos em RGB utilizando o software EASY

RGB (easyrgb.com).

3.7 Métodos estatisticos

Os resultados foram submetidos a uma anélise de variancia (ANOVA) unidirecional,
utilizando testes de comparacao multipla (Tukey HSD) para identificar diferencas entre gru-
pos. As analises estatisticas foram testadas a um nivel de probabilidade de 0,05. O intervalo, a
média e o desvio-padrao relativo (RSD) de cada pardmetro foram calculados utilizando o soft-

ware StatisticaTM 12.0.
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4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecao do melhor método de extracao das antocia-
ninas e das 3-DXA

A Figura 9 mostra o teor total de antocianinas (TAT) obtido para os extratos de matrizes
vegetais efetuados a pH 3 e pH 8, ap6s a leitura da absorvancia nos comprimentos de onda de
530 nm, 546 nm e 580 nm, correspondentes as cores vermelha, rosa e roxa, respetivamente.

Para ambos os valores de pH, os extratos de casca de batata-doce (CBD) apresentaram o
TAT mais elevado, enquanto os extratos de polpa de batata-doce roxa (BD) apresentaram o
mais baixo. Foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) no TAT para todas as amos-
tras a pH 3 (Figura 9), bem como a pH 8, exceto para o CBD. A extracdo a pH &cido resultou
num TAT mais elevado para todos os extratos de amostras, com excecdo do extrato de cenoura
preta (CR).

Os valores de TAT indicados por Ekaputra & Pramitasari (2020) para extratos aquosos
de polpa de batata-doce seca sdo inferiores aos apresentados na Figura 9. Esta discrepancia
pode ser devida a utilizacdo de ultrassons (US), que pode provocar a rutura das paredes celu-
lares da polpa e da casca da batata-doce, libertando assim mais antocianinas.

Wentian et al. (2016) verificou que a extracdo de antocianinas das cascas de rabanete com
hexano acidificado é mais eficiente do que a extracdo aquosa acidificada com &cido citrico. No
entanto, o hexano é prejudicial para a satide humana (DGS, 2018).

Embora Tucker & Dogan (2018) tenham observado que a extragdo de antocianinas em
pH acido é mais estavel do que em pH alcalino, obtiveram valores TAT mais baixos e uma cor
mais vermelha. Em contrapartida, a extracdo a pH alcalino resultou numa cor mais préxima

do roxo.
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Figura 9: TAT dos extratos de polpa (BD) e casca (CBD) da Batata-doce roxa, casca de rabanete (R)
e de cenoura preta (CR) a pH 3 e pH 8 obtidos a 530 nm, 546 nm e 580 nm. Os valores sdo apre-
sentados com a média + desvio padrdo de duas experiéncias paralelas. Em cada amostra e para

cada comprimento de onda, letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).

A figura 10 apresenta os valores de 3-DXA obtidos a partir de folhas de sorgo (S) utili-
zando dois métodos de extragdo: maceracao a temperatura ambiente e extragdo assistida por
US. Os resultados indicaram um teor mais elevado de 3-DXA com o método de extracdo assis-
tida por US. Luo et al. (2018) apresentaram resultados semelhantes, sugerindo que a utilizacao
de US provoca a rutura das paredes celulares do sorgo, libertando mais 3-DXA. No entanto,
uma solugdo aquosa a pH 9 ndo produziu uma cor roxa, como observado por Sigurdson et al.
(2018). Esta discrepancia pode ser atribuida a diferencas no método de extragdo, diferenca de
variedade de sorgo utlizada bem como a diferentes condi¢des edafoclimaticas que afetam as
plantas, conduzindo a diferentes perfis de metabolitos secundarios.

Com base nos resultados obtidos, foram selecionados os seguintes métodos para prepa-
rar os extratos corantes finais: extragdes assistidas por US a pH 3 para todas as amostras, com
a excegdo de CR e S, em que foram selecionadas as extragdes efetuadas a pH 8 e pH 10, respe-
tivamente. Estes extratos finais foram caracterizados quimica e funcionalmente e aplicados no

desenvolvimento de revestimentos corantes em confeitaria.
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Figura 10: Teor de 3-DXA totais para os extratos do sorgo (S) a pH 10 obtidos a 530 nm, 546nm e 580 nm. Os valores
sdo apresentados com a média + desvio padrao de duas experiéncias paralelas. Para cada comprimento de onda,

letras indicam diferencas significativas (p < 0,05).

4.2 Avaliacao do teor de antocianinas e compostos

fenolicos totais nos extratos corantes

Os resultados do teor de compostos fendlicos totais (CFT) e do teor de antocianinas totais
(TAT) dos extratos aquosos corantes preparados a partir das vérias matrizes vegetais em es-

tudo estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3: Teor de antocianinas (TAT) e compostos fendlicos totais (CFT), em peso seco (PS), dos extratos aquosos
de polpa (BD) e casca (CBD) de batata-doce roxa, cenoura preta (CR), casca de rabanete (R), folhas de sorgo (S) e

do corante comercial natural (FN). Os valores apresentados correspondem a valores médios + desvio-padrao.

Amostras CFT (mg GAE g1) PS TAT (mg g™) PS
Polpa de batata-doce roxa (BD) 6,78 £ 0,162 1,42 +£0,27P
Casca de batata-doce roxa (CDB) 13,94 + 1,622 1,39 + 0,09P
Cenoura preta (CR) 31,70 £ 0,42P 0,56 + 0,032
Casca de rabanete (R) 50,75 +1,36¢ 4,54 + 0,104
Folhas de sorgo (S) 39,03 +4,37P 0,39 + 0,052
Corante comercial natural (FN) 74,53 + 3,694 1,72 + 0,02¢

GAE) Equivalentes de acido gélico. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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Na Tabela 3 verifica-se que o contetdo total de antocianina (TAT) dos extratos vegetais
mostrou diferengas significativas (p < 0,05). O extrato R teve o maior TAT (4,54 + 0,10 mg g1),
enquanto S teve o menor (0,39 £ 0,05 mg g?). Os resultados obtidos com os extratos CBD e BD
sdo inferiores aos relatados por Ekaputra & Pramitasari (2020) para extratos de batata-doce
(5,23 £ 0,07 mg de cianidina-3-glucésido g1). Kayodé et al. (2011) encontrou valores de 3-DXA
entre 13,7 e 35,5 mg de cianidina-3-glucésido g em extractos metanodlicos de sorgo. No en-
tanto, estes valores ndo sdo diretamente comparaveis aos valores de TAT para o extrato S apre-
sentados na Tabela 3, uma vez que, no presente trabalho o célculo foi efetuado utilizando o
coeficiente de extingdo molar (¢ ) da apigeninidina, o principal composto identificado no
sorgo.

Para o extrato de CR, os valores de TAT s&o inferiores aos comunicados em estudos an-
teriores, como o de Nistor et al. (2020), que obteve 0,18 mg de cianidina-3-glucésido g utili-
zando extra¢do aquosa.

O contetudo fenolico total (CFT) dos extratos vegetais é apresentado na Tabela 3. O co-
rante comercial natural (FN) apresentou o maior CFT (74,5 + 3,7 mg GAE g), enquanto o
extrato BD apresentou o menor (6,78 £ 0,16 mg GAE g1). Nao foram observadas diferencas
significativas (p < 0,05) no CFT para os extratos CBD e BD ou para os extratos CR e S. Estes
resultados sdo consistentes com os relatados por Ekaputra & Pramitasari (2020), que encontra-
ram valores de CFT de 12,81 + 0,01 mg GAE g em extratos aquosos acidificados de batata-
doce.

Os resultados de CFT para S sao semelhantes aos relatados por Tugli et al. (2019), que
variaram de 7,30 a 107,85 mg GAE g usando extragdo acida. Os valores de CFT obtidos para
a casca de R utilizando a extracao enzimatica corroboram os da literatura, com Rani et al. (2021)
a reportar valores de CFT entre 40,27 e 74,78 mg GAE g-1. Chorol (2019) utilizaram metanol e
acetona para a extracdo da casca de rabanete, obtendo valores de CFT inferiores (1,7 e 39,4 mg
GAE g?).

4.3 Identificacdo e caraterizacao estrutural das antoci-

aninas nos extratos corantes
Na tabela 4 apresenta-se a estrutura molecular e os grupos funcionais mais represen-
tativos das antocianinas aciladas identificadas nos extratos em anélise.

No caso das antocianinas, os espectros de UV-VIS obtidos na analise HPLC com um

detetor de matriz de diodos (DAD) fornecem informacao adicional para a sua identificagdo. O
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espectro de UV-VIS de uma antocianina apresenta duas bandas de absorgdo caracteristicas,
uma banda entre 260-280 nm (regido UV), e outra banda na regido VIS entre 490-550 nm. Se o
aglcar presente na estrutura estiver acilado, o espectro apresenta uma banda complementar
entre os 310-340 nm. Os valores de Amax listados na Tabela 4 claramente indicam que nos
extratos analisados (exceto sorgo) as antocianinas maioritarias se encontram na forma acilada.
Esta informacao é suportada pelos resultados ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS (Tabela 4).

Na Figura 11 apresentam-se os cromatogramas de DAD dos extratos em anélise, extra-
idos para um Amax entre 450 e 550 nm. Os cromatogramas dos extratos BD e CBD claramente
indicam que ambos apresentam idéntica composicdo de antocianinas aciladas. O cromato-
grama do extrato CBD apresenta um sinal 10x superior ao do extrato BD, o que reflete o facto
do extrato CBD ter praticamente o dobro da concentragdo do extracto BD. De acordo com a lei
de Lambert-Beer a absorvancia de uma amostra é proporcional a sua concentragdo, dai a in-
tensidade do sinal do cromatograma da amostra CBD ser superior.

Os picos cromatograficos atribuidos as antocianinas identificas no extrato R apresen-
tam um valor de absorvancia na zona do visivel mais baixo do que os observados nas antoci-
aninas dos outros extratos. Este dado suporta a identificacdo da aglicona pelargonidina. Esta
aglicona contém apenas um grupo hidroxilo na sua estrutura (Figura 11), o que leva a um
valor de absorvancia mais baixo (515 nm) devido a ocorréncia de um desvio batocrémico. No
extracto de sorgo foi identificado um pico com uma absorvancia na zona dos azuis (Amax 472
nm) que no espectro de massa gerou um catido com m/z 255,1 atribuido a apigeninidina, um
dos principais pigmentos do sorgo que pertence ao grupo das 3- desoxiantocianidinas (Ser-
rano, 2022).

Na figura 12 ilustra-se o resultado da analise HPLC-DAD e dos dados obtidos nos en-
saios de espectrometria de massa tandem de alta resolugdo. Para cada tempo de retencao,
existe uma correspondéncia entre cada pico observado no cromatograma DAD e no cromato-
grama iénico. Cada ido precursor identificado (valor m/z) foi isolado no analisador de massa
de alta resolucao e fragmentado, originando os espectros tandem, os espectros ESI(+)-MS/MS.
A partir da diferenca entre os valores m/z do ido precursor isolado e dos ides fragmentos
gerados no ensaio tandem ¢é possivel identificar a presenca dos grupos funcionais presentes
na estrutura. Por exemplo, no espectro 1'c da Figura 12, a diferenca entre os picos m/z 449 e
287 corresponde a uma perda de 162 u, indicando a presenca de um glucésido na estrutura.

Da andlise dos espectros de DAD e de espectrometria de massa tandem obtidos para
todos os extratos foi possivel identificar a aglicona presente em cada ido precursor bem como
a presenca dos grupos glicosidos e fendlicos presentes na estrutura de antocianina. Da conju-
gacdo dos dados obteve-se uma férmula iénica para cada catido antocianina, e uma proposta

de identificagdo por comparagdo com dados da literatura (Otsuki ef al., 2002; Sun et al., 2012;
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Oleinits et al., 2019; Coelho de Jesus et al., 2021; Su et al., 2019; Koley et al, 2020; Serrano, 2022).

Estes dados estdo sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4: Identificacdo das antocianinas aciladas maioritdrias presentes nos extratos de polpa de batata-doce roxa
(BD), casca de batata-doce roxa (CBD), cenoura preta (CR), casca de rabanete (R), folhas de sorgo (S) e corante

comercial natural (FN).

Tr A max [M]* MS/MS Composto Extrato
(min) (nm) [m/z; f6rmula i6nica] [m/z; atribuigao] provavel
6,6 268,514  787.2300; [C34Hs3021]* 301.1; [C16H1306!* Pn-3-sopho-5-glu BD; CBD
7,1 274,472 255.0652; [C15H1104]* Apigeninidina S
7,6 284,326  581.1511; [CasH29015]* 287.1; [C1sH1106]* Ci-3-pentosil-glu CR
518
7,8 260;330  893.2359; [C4oHy5023]* 449.1; [CoiH2On1]* Ci-3-p-hidroxi-ben- BD; CBD
518 287.1; [C15H110¢]* zoil-sopho-5-glu
7,9 286;330  949.2622; [Cy3Hy9On4]* 287.1;[C15H1106]* Ci-3-pentosil-hexosil- CR
532 sinapil-hexoside
8,1 284;328  919.2521; [CyoHyyOns]* 287.1; [C1sH1106]* Ci-3-xilosil-feruloil- CR
528 glucosil-glu
8,6 258;332  907.2517; [C41H47O03]* 463.1; [CoH2011]* Pn-3-p-hidroxi-ben- BD; CBD
520 301.1; [C16H1306]* zoil-sopho-5-glu
9,7 282,326  949.2631; [Ca3Ha9O0]* 449.1;[C1H21011]* Ci-3-feruloil-sopho-5- BD; CBD
528 287.1; [C1sH11O6]* glu
9,8 286;322  919.2679; [C4oHa7On3]* 433.1;[C21H21040]* Pg- 3- cafeoil-sopho-5- R
508 271.1; [C1sH110s5]* glu
10,2 288;328  1069.2829; [C50H53026]* 463.1; [CoHx3O011]* Pn 3-cafeoil-p-hidroxi-  BD; CBD;
528 301.1; [C16H130¢]* benzoil-sopho-5-glu FN
10,4 288,328  1125.3066; [Cs3Hs57027]* 963.2; [Ca7H47O022]* Pn 3-cafeoil-feruloil- FN
528 463.1; [CH23011]* sopho-5-glu
301.1; [C16H1306]*
10,5 284;316  903.2562; [C4oH5702]* 271.1; [C15H110s]* Pg-3-p-cumaroil- R
508 sopho-5-glu
10,8 290,324  1197.2932; [Cs5H47O030] 949.2; [C46Ha7O0n]* Ci-3-cafeoil-feruloil- FN
530 535.1; [Ca4H23014]* sopho-5-malonil-glu
287.1; [C1sH11Og]*
10,9 284,316  1019.2667; [CasHs51026] 771.2; [Ca7H30018]* Pg-3-feruloil-sopho-5- R
510 519.1; [C24H23013]* malonil-glu
271.1; [C1sHnOs]*
11,5 286,320  1181.2992; [Cs5H57029]* 933.2; [Cs6Ha5021]* Pg-3-cafeoil-2-cafeoil- R
514 519.1; [C24H23013]* sopho-5-glu
271.1; [C1sHnOs]*
Tr: Tempo de retengdo; Pn: Peonidina; Ci: Cianidina; Pg: Pelargonidina; Sopho: Suforésido; Glu: Glucésido
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Figura 11: Perfil cromatografico, obtido entre os 450 e 550 nm, dos extratos de: 1) polpa de batata-doce roxa (BD); 2)

casca de batata-doce roxa (CBD); 3) cenoura preta (CR), 4) casca de rabanete (R) e 6) corante comercial natural (FN).
O perfil do extrato 5) folhas de sorgo (S) foi tragado entre 400-500 nm.
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Figura 12: Analise HPLC-DAD-HRMS/MS obtida no modo ESI positivo do extrato de polpa de batata-doce roxa.
1) DAD cromatograma adquirido entre 450-550 nm; cromatogramas ionicos extraidos e respetivos espetros de
massa tandem para os catides precursores: (1'a) m/z 787; 1'b) m/z 893; 1'c) m/z 907; 1'd) m/z 949; 1’e) m/z 1069.
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4.4 Avaliacao da bioatividade

A andlise das propriedades bioativas dos extratos aquosos corantes, preparados a partir
das diferentes matrizes vegetais, incluiu a avaliacdo da atividade antioxidante, determinada
pelos métodos DPPH e FRAP, e a avaliacdo da atividade antidiabética, avaliada pela capaci-

dade de inibicdo das enzimas o-amilase e o-glucosidase (Tabela 5).

Tabela 5: Atividade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP e atividade antidiabética pelos métodos de inibi¢do
das enzimas a-glucosidase e a-amilase, em peso seco (PS), dos extratos aquosos de polpa (BD) e casca (CDB) de

batata-doce roxa, cenoura preta (CR), casca de rabanete (R), folhas de sorgo (S) e corante comercial natural (FN).

DPPH FRAP ICs0 (mg.mL1) ICsp (mg.mL-1)

Amostras

(mmol ETg?)PS (mmol Fe2g1)PS a-amilase a-glucosidase
Polpa de batata-doce roxa (BD) 0,18 £+ 0,006P 96,36 +1,91b 2,70 £0,08¢ n.d.
Casca de batata-doce roxa (CDB) 0,37 £ 0,0084 246,47 +0,89¢ 2,80 +£0,13¢.d n.d.
Cenoura preta (CR) 0,25 £+ 0,004¢ 449,65 + 0,57¢ 3,70 £0,19¢ n.d.
Casca de rabanete (R) 0,31 +£0,0984 309,10 + 7,35d 3,00 £ 0,204 n.d.
Folhas de sorgo (S) 0,22 £ 0,0264 67,89 £2,72a 1,40 £0,012 0,120 £ 0,004
Corante comercial natural (FN) 0,056 £ 0,010 872,80 + 13,35f 2,40 +£0,04b n.d.
Acarbose (controlo positivo) - - 0,012 £ 0,001 0,336 £ 0,015

ET) Equivalentes de trolox; n.d.) N&o detetavel. Os valores sdo apresentados com a média + desvio padrdo de duas

experiéncias paralelas. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p < 0,05).

A capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo ensaio DPPH, que avalia a ca-
pacidade de captacao de radicais, e pelo ensaio FRAP, que avalia a capacidade redutora. Todos
os extratos vegetais apresentaram capacidade antioxidante detetada em ambos os ensaios.

As capacidades antioxidantes dos extratos vegetais diferiram significativamente (p <
0,05) entre os ensaios DPPH e FRAP. No ensaio DPPH nao foram observadas diferencgas signi-
ficativas (p > 0,05) entre os extratos de casca de rabanete, casca de batata-doce e folhas de
sorgo. No entanto, o método FRAP revelou diferengas significativas (p < 0,05) entre estes ex-
tratos.

O extrato de casca de batata-doce roxa exibiu a capacidade antioxidante mais elevada no
ensaio do DPPH (0,37 + 0,008 mmol TE g™ PS), enquanto o extrato do corante comercial natu-
ral apresentou a mais baixa (0,056 + 0,01 mmol TE g™ PS). Os resultados podem ser explicados
pelas diferentes capacidades das antocianinas com diferentes padrdes de acilacao (S1) em doar
atomos de hidrogénio ou eletrdes, o que afeta o seu desempenho no ensaio DPPH. No ensaio
FRAP, o extrato FN demonstrou a maior capacidade antioxidante (872,80 + 13,35 mmol Fe?*
g™ 1), enquanto o extrato S apresentou a menor (67,89 + 2,72 mmol Fe?* g™1). De um modo geral,
os valores de FRAP foram consistentes com o teor de compostos fendlicos totais (Tabela 3), o

que se pode explicar pelo facto, dos compostos fenélicos, poderem doar eletrdes para reduzir
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os ides férricos a ides ferrosos, resultando numa maior capacidade antioxidante no ensaio
FRAP.

Os resultados do ensaio DPPH para o extrato de casca de batata-doce roxa sdo consis-
tentes com os reportados por Pari et al. (2024), que reportam valores variando entre 150,00 +
0,02 mg TE g-1 no extrato liofilizado.

O valor de FRAP para o extrato de sorgo efetuado com uma solucéo alcalina (Tabela 5)
foi inferior aos valores descritos por Tugli et al. (2019), que realizaram a extragdo utilizando
solventes acidos.

Os resultados de capacidade antioxidante obtidos através dos métodos DPPH e FRAP
para os extratos de casca de rabanete e cenoura preta foram superiores aos reportados na lite-
ratura (Beevi et al., 2012; Kang et al., 2016; Rani et al., 2021). Estas discrepancias podem ser
atribuidas aos diferentes solventes e concentragdes utilizadas nos ensaios, e ao tipo e estrutura
das antocianinas presentes nos extratos, incluindo os seus padrdes de acilagdo, que desempe-
nham um papel crucial na capacidade antioxidante medida pelos métodos DPPH e FRAP. As
variagdes nestes compostos nas diferentes matrizes vegetais podem levar a diferengas nas ca-
pacidades antioxidantes observadas.

O controlo da hiperglicemia pds-prandrial é um fator importante no tratamento da dia-
betes tipo 2 (Ofosu et al., 2021). Assim, impedir a absor¢do de glucose através da inibicdo das
enzimas que hidrolisam de hidratos de carbono «-amilase, responsavel pela digestdo do
amido da dieta, e « -glucosidase, responsavel pela hidrélise dos dissacdridos em glucose, po-
deria potencialmente prevenir a diabetes tipo 2 e as suas complicacdes (Ofosu et al., 2021; Uuh-
Narvaez et al., 2021; Romeiras et al., 2023). De facto, a acarbose e outros inibidores das enzimas
digestivas dos hidratos de carbono sdo normalmente utilizados como medicamentos orais
para controlar a diabetes de tipo 2 (Kim et al., 2011).

Todos os extratos inibiram a « -amilase, mas, nas condigdes testadas, apenas o extrato
de sorgo foi capaz de inibir a atividade da « -glucosidase (Tabela 5). Foram observadas dife-
rengas significativas (p < 0,05) entre a atividade inibitéria da « -amilase dos extratos vegetais,
com valores de ICs a variar entre 1,40 mgmL-!, para o extrato de sorgo, e 3,70 mgmL-! para o
extrato de cenoura preta. Embora todos os extratos tenham mostrado atividade inibidora da
o -amilase, todos se revelaram menos eficazes do que a acarbose (controlo positivo).

Os resultados obtidos com o extrato de folhas de sorgo estdo de acordo com estudos
anteriores que relataram atividades inibidoras da o -amilase e da o -glucosidase de extratos

etanodlicos a 70% de diferentes genétipos de graos de sorgo (Kim et al., 2011; Ofosu et al., 2021).
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Nesses estudos, e de acordo com os presentes resultados, os extratos de sorgo também
apresentaram uma atividade inibidora da « -glucosidase mais forte do que a acarbose. Adici-
onalmente, Kumari et al. (2021) também relatou atividades inibidoras da o« -glucosidase de
extratos metanolicos de farelo e farinha de seis variedades de sorgo.

Outros autores descreveram também uma atividade inibidora mais pronunciada da « -
amilase do que da « -glucosidase para o extrato aquoso de rabanete (Uuh-Narvaez et al., 2020),
extratos liofilizados de cenoura preta (Yusuf et al., 2021) e extratos etanélicos a 12% de batata-
doce roxa (Chintha et al., 2023).

Sabe-se que varios polifendis podem inibir as enzimas « -amilase e «-glucosidase, de-
vido a sua capacidade de se ligarem a residuos de aminoacidos nos locais ativos das enzimas
(Kim et al., 2011, Kumari et al., 2021). No entanto, no presente trabalho, a capacidade dos ex-
tratos vegetais para inibir as enzimas que hidrolisam os hidratos de carbono correlacionou-se
mal com os teores de fendlicos totais ou de antocianinas totais (Tabela 3). Assim, de acordo
com estudos anteriores, os resultados obtidos também sugerem que, para a inibigdo de enzi-
mas digestivas, o tipo de polifenéis é mais significativo do que as quantidades de compostos
fendlicos totais (Podsedek et al., 2014). Deste modo, os polifenéis com elevado peso molecular
e elevado grau de polimerizagdo parecem apresentar uma maior atividade inibidora da o -
glucosidase. Outros fatores, como a classe e subclasses dos compostos fendlicos ou o tipo de
unidades de actdcar ligadas as estruturas fenélicas, podem também desempenhar um papel
fundamental nas atividades inibitérias dos polifenéis. Além disso, a diversidade de compostos
fendlicos presentes nos extratos de plantas pode contribuir de forma sinérgica e/ ou antagonica
para a inibicdo da « -amilase e da « -glucosidase (Podsedek et al., 2014 Ofosu et al., 2021).

A atividade inibidora da « -amilase e particularmente da « -glucosidase do extrato de
sorgo, sugere que a sua incorporacao nos alimentos, possa ser uma estratégia promissora para

retardar a digestao dos hidratos de carbono e prevenir a hiperglicemia pés-prandial.

4.5 Avaliacao da termoestabilidade dos revestimen-

tos poliméricos coloridos

Os resultados obtidos para a cinética de degradagdo das formulagdes de revestimentos
poliméricos, de cor roxa, a base de antocianinas e 3-DXA, estdo representados na Tabela 6.
Verifica-se quanto maior é o tempo de exposicao a temperatura elevada, menor é o tempo de
meia vida (t1/2) das antocianinas e maior sdo os valores das constantes de degradagao (k4). Os
resultados para o t1/2 das antocianinas e 3-DXA obtidos para os extratos do corante comercial,

natural, sem revestimento (FN-SR) e revestido com goma de alfarroba (FN-L); e para extrato
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do corante do sorgo revestido com goma de alfarroba (S-L) apresentam uma diferenca signifi-
cativa (p>0,05) comparativamente com as restantes matérias corantes com e sem revestimento.
Nao foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) nas constantes de degradacao (ka)
entre os revestimentos com extratos de casca de rabanete com ambas as gomas (R-L e R-GA),
o revestimento com corante comercial natural com goma de alfarroba (FN-L) e com extratos

de batata-doce roxa sem revestimento (BD-SR e CBD-SR).

Tabela 6: Valores cinéticos para os revestimentos roxos contendo os extratos corantes da polpa (BD) e casca (CBD)
da batata-doce roxa, casca de rabanete (R), cenoura preta (CR), sorgo (S) e corante comercial natural (FN), sem
revestimento (SR) e com goma arédbica (GA) ou goma de alfarroba (L) (média + SD). Equacdes de regressao, coefi-
ciente de regressao (12) e valores da constante de degradacédo (k4) e do tempo de meia vida (t1/2) a 90 °C. Os valores
sdo apresentados com a média * desvio padrdo de duas experiéncias paralelas. Letras diferentes na mesma coluna

indicam diferencas significativas (p < 0,05).

Amostras Equacdo K3 Ty th)
BD-GA In v = 9E-05x"- 0,0127x + 4E-05 R2=0998 264+090° 1287 +12,10%
BD-L Iny=00001x"-0,0113x +0,022 R:=0937 156:006°* §38+398°

BD-SR  Iny=-0,001x-0,0052 R2=0955 00025:00021% 723:6,08°
CBD-GA Invy=0,0002x"-0,0195x- 0,0297 R:=0959 178+024% 162+2,60%
CBD-L  Iny=8E-05x*-00095x-0,0083 R2=0900 124+017°% 323+282*%
CBD-SR  Iny =-0,0012x +0,0033 R2=0949 0,0014:00003* 842+170°
R-GA In v = -0,0155x - 0,0361 R2=0984 000130004 095:025*
R-L In v = -0,0078x + 0,0121 R2=0970 0007+0001* 16+027%

R-SR Inv=00002x2- 0,025x - 0,0006 R2=0992 3037x0365° 357:001°
CR-GA Iny=00001x*-00111x-00266 R2=0913 101+061** 1060+437°

CR-L Iny=4E-05%>- 0,0074x + 0,0219 R2=0951 120:009%° 157+11,38°%
CR-SR  Iny=-0,0019x +0,0059 R2=0983 00019=71x10°%625+0,23*
FN-GA  Iny=-0,0039x- 00154 R:=0957 00036:00005% 328:047*
EN-L In v =-0,0001x> + 0,0061x + 0,0025 R2=0,991 0,540+0,004** 2155+11,08°

FN-SR  Iny=1E-05x2-0,0002x-0,1595 R2=0996 0524+0000® 9883+000°

S-GA Iny=00001x"-00133x-0,0116 R2=0986 O071:007**° 1747+1302°
S.L Iny=2E-05x"- 0,0027x- 0,0049 R2=0960 0637=0009*% 7283+740%"
5.5R Inv=2E-05x2 - 0,0027x - 0,0004 R2=0995 0,8162+0,0242*"18,62+1370"

Relativamente aos ensaios de termoestabilidade das formulac¢des de revestimentos po-
liméricos, de cor roxa, verificou-se que as antocianinas sao mais resistentes a temperatura em
revestimentos de goma de alfarroba do que em goma arabica, com exce¢do dos extratos coran-
tes obtidos a partir da casca e polpa da batata-doce roxa que ofereceram maior resisténcia a

temperatura em goma de arabica. Na goma de alfarroba foram os extratos de cenoura preta e
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sorgo que apresentaram maior resisténcia com a temperatura. Em ambos os revestimentos po-
liméricos foram os extratos de casca de rabanete que apresentaram a menor resisténcia a tem-
peratura.

Asra et al. (2020) mostraram uma maior estabilidade (ti/2 = 96,3 h) para os extratos de
casca de batata-doce a pH 3 e a temperatura (80 °C), do que os valores apresentados na Tabela
6. Por outro lado, Cipriano et al. (2015) corroboram os dados obtidos para a termoestabilidade
da polpa da batata-doce roxa a 80 °C, tendo reportado um tempo de meia vida de 8,5+ 2,2 h,
para o mesmo corante. Estas diferencas podem dever-se as quantidades de materiais corantes,
solvente e os valores de pH utilizados nos ensaios de estabilidade realizados pelos diferentes
autores.

No que diz respeito as antocianinas da cenoura preta, Sadilova et al. (2006) demonstra-
ram que sdo muito estaveis a pH 1. Neste estudo, verificamos que sdo também muito estaveis
a pH 8 a temperatura de 90 °C durante 1h.

Nas formulagdes de revestimentos poliméricos, a partir das solugdes corantes do sorgo
verificou-se uma melhor resisténcia a temperatura nas gomas de alfarroba e ardbica do que o
corante comercial. Outros autores Serrano et al. (2023), ja tinham reportado que a estabilidade
do sorgo era maior a pH alcalino do que a pH 4cido.

No que diz respeito aos ensaios de estabilidade com a temperatura das solugdes corantes
sem revestimentos, verificou-se que o corante comercial natural apresentou melhor resisténcia
do que todas as solugdes corantes de antocianinas e 3-DXA, levando colocar a hipétese de este
ter sido fornecido ja com uma formulacao de revestimento polimérico desconhecida.

Na figura 13 encontram-se representadas as percentagens de degradacdo das antociani-
nas, determinadas apés os ensaios de estabilidade a temperatura das formulacdes de revesti-

mentos poliméricos, de cor roxa.
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Figura 13: Percentagem de degradacdo das antocianinas e 3-DXA ap6s ensaios de estabilidade a temperatura dos
revestimentos poliméricos coloridos com casca e polpa de batata-doce (CBD e BD), casca do rabanete (R), cenoura-
preta (CR) e folha do sorgo (S), corante comercial natural (FN), goma arabica (GA), goma de alfarroba (L) e sem
revestimento (SR). Os valores sdo apresentados com a média + desvio padrdo de duas experiéncias paralelas. Barra

com letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05).

A percentagem de degradacdo dos extratos de casca de rabanete e da casca de batata-
doce revestidos com goma arédbica (R-GA) e goma de alfarroba (R-L; CBD-L) apresentaram
diferencas significativa (p<0,05) comparativamente aos restantes extratos corantes revestidos
com 0s mesmos materiais poliméricos.

A menor percentagem de degradacdo das antocianinas e 3-DXA foi obtida com o re-
vestimento a base de goma de alfarroba, tendo os extratos do sorgo (S-L) e corante comercial
natural (FN-L) apresentado a menor degradagdo com a temperatura. A maior degradagao cor-
respondeu as antocianinas provenientes das cascas do rabanete e batata-doce roxa em ambos
os materiais poliméricos, indicando que estes materiais ndo protegem estes compostos. Nos
extratos sem revestimento verificou-se a mesma tendéncia observada para o revestimento de
alfarroba, tendo o menor valor correspondido ao corante comercial (FN-SR).

A menor degradagdo das antocianinas com a temperatura foi obtida para o corante co-
mercial natural (FN) sem revestimento, isto pode ser devido a este ter corante ter sido forne-
cido com um revestimento.

O facto da goma de alfarroba (L) estabilizar melhor as antocianinas com a temperatura
do que a goma arabica (GA), pode dever-se a natureza hidrofilica das moléculas de antociani-
nas que estabelecem interagdes fracas com a cadeia hidrofébica da glicoproteina da goma aréa-

bica, conforme reportado por Herrman ef al. (2021). Além disso, um aumento da concentracao
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da goma de arabica de 0,5 % para 1,5 % poderia ter levado a uma maior estabilidade das an-
tocianinas durante o processamento com a temperatura, conforme reportaram Chung et al.
(2016) com os revestimentos poliméricos de goma arabica a 1,5 % com corantes presentes na
cenoura preta.

As diferencas de cor das amostras analisadas por colorimetria, apresentam-se na Figura
14.
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Figura 14: Variacdo de cor dos revestimentos coloridos de roxo, com casca e polpa de batata-doce roxa (CBD e BD),
casca de rabanete (R), cenoura preta (CR), folha do sorgo (S) e corante comercial natural (FN), goma arabica (GA),
goma de alfarroba (L) e sem revestimento (SR), ap6s os ensaios de estabilidade a temperatura. Os valores sdo apre-
sentados com a média * desvio padrdo de duas experiéncias paralelas. barras com letras diferentes indicam dife-

rengas significativas (p < 0,05).

Os resultados da variacao de cor das formulacdes de revestimentos poliméricos apre-
sentados na figura 14 mostram que, entre os extratos revestidos com goma arabica, foi o ex-
trato corante de sorgo o que apresentou maior variacao de cor com a temperatura, e o extrato
de cenoura preta o que apresentou a menor variagdo. Relativamente aos revestimentos po-
liméricos com goma de alfarroba, foi o extrato da polpa de batata-doce roxa que apresentou a
maior variacdo de cor e o corante comercial o que apresentou a menor. No que diz respeito
aos extratos corantes sem revestimentos a maior variagdo da cor foi obtida no extrato de folha
de sorgo e a menor foi obtida com o corante comercial. Nao se verificaram diferengas signifi-
cativas (p < 0,05) entre a cor dos extratos da cenoura preta, em revestimento de goma arabica
e os extratos de casca de rabanete, cenoura preta, casca da batata-doce roxa e corante comer-
cial, em revestimento de goma de alfarroba e os extratos de casca de rabanete, cenoura preta,

casca de batata-doce roxa e corante comercial sem revestimento.
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Os resultados da estabilidade dos extratos, com e sem revestimento, a temperatura de
90 °C, durante 1h 15 min, foram analisados colorimetricamente no sistema CIELAB e conver-

tidos para o sistema RGB (Tabela 7), de acordo com o procedimento indicado.

Tabela 7: Cor dos revestimentos coloridos com extratos de casca (CBD) e polpa de batata-doce roxa, cenoura preta
(CR), folha de sorgo (S), casca de rabanete (R) e corante comercial natural (FN), em goma de alfarroba (L), goma-

arabica (GA) e sem revestimento (SR), no sistema RGB, ap6s os ensaios de estabilidade a temperatura.

Solugdes t=0 min t=15min t=30min t=45min t=60min t=75min
R-GA
CR-GA
BD-GA
CBD-GA
S-GA
FN-GA
R-L
CR-L
BD-L
CBD-L
S-L
FN-L
R-SR
CR-SR
BD-SR
CBD-SR
S-SR
FN-SR

[ .
—
—

Na Tabela 7 é possivel observar uma descoloragdo com o tempo de exposi¢do a tempe-
ratura elevada dos extratos corantes, com e sem revestimento, ao longo do tempo. Esta desco-
loracdo é menor nos revestimentos poliméricos com a goma de alfarroba. Por isso, este mate-
rial polimérico foi o utilizado nas formulacdes dos extratos corantes para aplicagdo em pastas

de acucar de cor branca para confeitaria.



4.6 Revestimentos poliméricos roxos em pastas de a¢t-

car: efeito da adicao de corante azul

Extratos corantes em pastas de acticar, sem adicao de corante azul de espirulina

Na Tabela 8 e 9 apresentam-se as cores obtidas, no sistema RGB, para as pastas coloridas
com os extratos corantes, secos durante 72 h (Tabela 8) e apds cinco meses de armazenamento
a luz e a temperatura ambiente (Tabela 9). Neste ensaio foram incluidas améndoas coloridas
com um corante natural (clean label) e com um corante sintético para comparagdo. As cores
indicam que o extrato obtido a partir da polpa de batata-doce roxa foi o que apresentou uma
cor mais préxima da améndoa colorida com corantes sintéticos. Além disso, comparando as
cores dos varios revestimentos antes e apds armazenamento, é possivel verificar que as mes-

mas foram perdendo intensidade.

Tabela 8: Cor dos revestimentos coloridos com extratos de casca (CBD) e polpa (BD) de batata-doce roxa, cenoura
preta (CR), casca de rabanete (R), folha de sorgo (S) e corante comercial natural (FN), em goma de alfarroba (L), no
sistema RGB, em comparacdo com a cor das améndoas clean label (CL) e coloridas com corantes sintéticos (CS), ap6s

72 h de secagem

Semazul BD FN S CL CS

Tabela 9: Cor dos revestimentos coloridos com os extratos de casca (CBD) e polpa (BD) de batata-doce roxa, cenoura

Parametros
de cor

_(ReB) I N

preta (CR), casca de rabanete (R), folha de sorgo (S) e corante comercial natural (FN), em goma de alfarroba (L), no
sistema RGB, em comparagdo com a cor das améndoas clean label (CL) e coloridas com corantes sintéticos (CS), ap6s

5 meses de conservagao.

Semazul BD FN CR CBD R CL CS

Parametros
de cor

(RGB)
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A Figura 15 mostra a variacao de cor (A Eab*) dos revestimentos poliméricos com os
extratos corantes, sem adi¢do do corante azul de espirulina, aplicados em pastas de agticar
ap6s secagem de 72 h e apds cinco meses de armazenamento a luz e temperatura ambiente,
em relacdo a cor de dois tipos améndoas comerciais (clean label e com corante sintético) utili-

zadas como controlo.

Diferenca total de cor (AEab*) dos revestimentos coloridos a 25 °C
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Figura 15: Variacdo de cor dos extratos corantes [batata-doce roxa (BD-Polpa; CBD-Casca), cenoura preta (CR),
casca de rabanete (R), folha de sorgo (S) e corante da comercial natural (FN), sem adicdo de corante azul], com as
améndoas coloridas com corantes clean label (CL) e corantes sintéticos (CS) usados como controle, apés 72h de se-
cagem (antes) e apds 5 meses de conservagao (apos). Os valores sao apresentados com a média + desvio padrao de

duas experiéncias paralelas. Barras com letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05).

Os resultados mostraram que os revestimentos com extrato de polpa da batata-doce fo-
ram os que apresentaram menor variacao de cor quer apds secagem de 72 h, quer ap6s 5 meses
de conservacgdo, em relacdo as améndoas comercias coloridas, quer com corantes naturais
(clean label) quer com corantes sintéticos. Em contraste, o extrato DF foi o que exibiu a maior
diferenca de cor. Notavelmente, o extrato de sorgo apresentou uma diferenga significativa na
variagdo de cor para as améndoas coloridas com os dois tipos de corantes. Observaram-se di-
ferencas significativa (p > 0,05) entre a variacao de cor dos revestimentos com os extratos de
todas as matrizes corantes aplicados nas pastas de acticar, em comparagdo com as améndoas

controle.
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Extratos corantes em pastas de acticar, com adi¢do de corante azul de espirulina

Devido a grande variacdo de cor que os revestimentos contendo extrato de folhas de
sorgo apresentaram em relacdo a cor das améndoas coloridas com os dois tipos de corantes,
este extrato ja ndo foi incluido nesta parte do trabalho.

Na tentativa de conseguir aproximar mais a cor dos revestimentos em estudo a cor das
améndoas controlo, preparam-se novas formulagdes com adi¢do de um corante natural azul
(azul de espirulina). Na Tabela 10 apresentam-se as cores obtidas, no sistema RGB, para as
pastas coloridas com os extratos corantes, com a adicao de corante azul e secos durantes 72h,
enquanto na Tabela 11 as cores das mesmas pastas ap6és cinco meses de conservacao a luz e a
temperatura ambiente. As cores indicam que o revestimento corado com o extrato de polpa de
batata-doce roxa foi o que continuou a apresentar uma cor mais préxima das améndoas colo-
ridas com o corante sintético, quer apés as 72 h de secagem, quer apds os cinco meses de ar-

mazenamento.

Tabela 10: Cor dos revestimentos de goma de alfarroba (L), contendo extratos da batata-doce roxa (BD-Polpa; CBD-
Casca), cenoura preta (CR), casca de rabanete (R) e corante comercial natural (FN) com a adi¢do de corante azul de

espirulina, no sistema RGB e cor das améndoas coloridas com corantes naturais (clean Iable) (CL) e com corantes

CR CBD R CL

Tabela 11: Cor dos revestimentos de goma de alfarroba (L), contendo extratos da batata-doce roxa (BD-Polpa; CBD-

sintéticos (CS), ao fim de 72h de secagem.

Comazul BD FN

CS

Parametros
de cor

(RGB)

Casca), cenoura preta (CR), casca de rabanete (R) e corante comercial natural (FN) com a adicdo de corante azul de
espirulina, no sistema RGB e cor das améndoas coloridas com corantes naturais (clean lable) (CL) e com corantes

sintéticos (CS), ao fim de 5 meses de conservacao

Comazul BD FN CR CBD R CL CS
Parametros

de cor

(RGB)
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A Figura 16 mostra a variacdo de cor (A Eab*) dos revestimentos poliméricos com os
extratos corantes, com adi¢do do corante azul de espirulina, aplicados em pastas de agticar
ap6s secagem de 72 h e apds cinco meses de armazenamento a luz e temperatura ambiente,
em relacdo a cor de dois tipos améndoas comerciais (clean label e com corante sintético) utili-

zadas como controlo.

Diferenca total de cor (AEab*) dos revestimentos coloridos a 25 °C

vs. tempo
60
. hi
fghi
50 ghi o _
_ " fghl efgh
40 def defgh
efgh_.
l I -’ defg def
30 cde cdefd
l bed Lcde
20 abc Habc
ab a I
10 a
' L -
0
AEBD AEFN AECR AE CBD AER

W CLAntes m CL Apos CS Antes CS Apods

Figura 26: Variagao de cor das formulagdes dos extratos corantes [batata-doce roxa (BD-Polpa; CBD-Casca), cenoura
preta (CR), casca de rabanete (R) e corante comercial natural (FN), com a adi¢do de corante azul] com as améndoas
coloridas com corantes naturais (clean label) (CL) e corantes sintéticos (CS) usados como controle, ap6s 72h e 5 meses
de conservagdo. Os valores sdo apresentados com a média * desvio padrdo de duas experiéncias paralelas. Barras

com letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05).

Verificou-se a mesma tendéncia na variacdo de cor das formula¢des sem a adicdo de
corante azul, tendo a menor variagao de cor, em relacdo as améndoas controle, sido observada
nos revestimentos corados com o extrato de polpa de batata-doce roxa com a adigdo de corante
azul e a maior diferenca de cor sido verificada com os revestimentos contendo o corante natu-
ral comercial.

Observaram-se diferencas significativa (p > 0,05) entre a variagdo de cor dos revestimen-
tos com os extratos, com a adi¢do de corante azul de espirulina, de todas as matrizes corantes,
com excecdo para os extratos da polpa da batata-doce roxa, quando aplicados nas pastas de

agtcar, em comparagao com as améndoas controle.
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A comparacdo entre a diferenca de cor dos revestimentos contendo os extratos corantes
com e sem a adicdo de corante azul (Figura 15 e Figura 16) e as améndoas controle, permite
verificar que a variacdo de cor é menor quando é adicionado o corante azul de espirulina.
Além disso, o ensaio de conservagao ao fim de 5 meses, para as mesmas formulagdes, permitiu
observar também uma diminuicdo na variacdo de cor relativamente as améndoas controle o
que permite concluir que a cor se mantém inalterada durante o periodo de conservacdo de

cinco meses.

4.7 Analise de componentes principais (PCA)

Os valores proprios e a extracao dos componentes principais estao apresentados na Ta-
bela 12, onde as duas primeiras componentes explicam 60,34% da varidncia: a primeira com-
ponente explica 38,07% e a segunda componente explica 22,27%. As componentes principais
que apresentam valor préprio superior a 1 consideram-se significativos (p < 0,05), sendo que

as duas primeiras componentes principais apresentam valores préprios de 3,43 e 2,00.

Tabela 22: Valores préprios e extracao das componentes principais

Principal Componente 1 Valor proprio % Variancia Valor préprio Cumulativo
Total Cumulativo %

1 3,43 38,07 3,43 38,07
2 2 22,27 5,43 60,34
3 1,3 14,48 6,73 74,82
4 0,91 10,11 7,64 84,93
5 0,73 8,07 8,37 93

6 0,35 3,89 8,72 96,89
7 0,17 1,87 8,89 98,76
8 0,1 1,16 8,99 99,92
9 0,01 0,08 9 100

A relagdo das variaveis (pardmetros originais) com os componentes principais é deter-

minada pelos coeficientes de correlacao apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13: Coeficientes de correlagdo entre os atributos (variaveis iniciais) e as trés componentes principais

Principal Principal

Variavel Principal
Componente 1 Componente 2

componente 3
GA-Ky4 0,87 0,28 -0,21
GA-Ty2 0,65 -0,32 0,26
GA-Delta E 0,2 -0,82 0,14
L-Kg 0,89 0,39 -0,04
L-Ty 0,1 -0,65 0,4
L-DeltaE 0,06 -0,47 -0,51
SR-Ky -0,73 -0,39 -0,37
SR-Ty2 -0,41 0,22 0,78
SR-DeltakE 0,84 -0,39 0,08
*DPPH -0,69 0,63 0,04
*FRAP -0,6 0,52 0,53
*Folin -0,83 -0,08 0,51
*Ant.Total -0,65 -0,53 0,04
*ICso 0,56 0,13 0,46

Nas figuras 17 e 18 apresenta-se a projecdo dos atributos no plano definido pelas duas
primeiras componentes principais. A primeira componente principal (PC1) apresenta uma
correlagdo positiva com as constantes de degradacdo da goma de alfarroba (L-Kg, 0,89) e goma
arabica (GA-Kg4, 0,87), e uma correlacdo negativa com o contetido fenélico total (CFT, -0,83), a
constante de degradagdo dos corantes nao revestidos (SR-Kg, -0,75) e o teor total de antociani-
nas (-0,65). Isto indica que a medida que as constantes de degradacdo das gomas aumentam,
o teor de TPC, SR-K4 e antocianina diminui.

A segunda componente principal (PC2) é destacada por uma correlacdo positiva com
a variagao total de cor dos corantes nao revestidos (SR-Delta E, 0,84) e a meia-vida dos corantes
com revestimento de goma arabica (GA-T1/», 0,65). Por outro lado, apresenta uma correlacao
negativa com a variacao total de cor dos revestimentos com goma arabica (GA-Delta E, -0,82),
a meia-vida dos corantes com goma de alfarroba (L-T1/2, -0,65) e a capacidade antioxidante
(DPPH, -0,69). Isto sugere que a medida que a variagao total da cor dos corantes ndo revestidos
e a meia-vida dos corantes com revestimento de goma arabica aumentam, a variacado total da
cor dos revestimentos com goma arabica, a meia-vida dos corantes com goma de alfarroba e a

capacidade antioxidante diminuem.
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A projecado dos atributos no plano definido pelas duas componentes principais e pelas
respetivas amostras, esté ilustrada nas Figuras 17 e 18. Esta projecdo resulta em trés grupos
distintos de acordo com o tipo de corante. O grupo contendo os corantes CBD, CR e BD apre-
senta constantes de degradagao semelhantes tanto para a goma de alfarroba (L-Kq4) como para
a goma ardbica (GA-K4) indicando um desempenho consistente na manutencdo da estabili-
dade do corante através destes revestimentos.

O grupo contendo corante S apresenta maior variagao total de cor tanto para revesti-
mentos de goma de alfarroba (L-Delta E) como de goma arabica (AG-Delta E). O corante S
também apresenta valores de meia-vida mais elevados para revestimentos de goma de alfar-
roba (L-T 1/2) e goma arabica (AG-T 1/2). Isto sugere que o corante S é mais suscetivel a altera-
¢oes de cor, mas mantém sua estabilidade por um periodo mais longo em comparacdo com
outros corantes.

Os corantes CBD, CR e BD apresentam maior semelhanca com o corante da comercial
natural (controle) quando considerados os quatorze parametros analisados. Isto indica que
estes corantes sdo boas escolhas para uso em revestimentos como goma de alfarroba e ardbica
devido as suas propriedades de estabilidade e retencao de cor.

O corante S, embora estdvel por um periodo mais longo, é mais sujeito a variagdes significati-
vas de cor. Estas conclusdes podem ser tteis para aplicagdes especificas de revestimentos com

base nas caracteristicas do desempenho dos corantes.
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CONCLUSOES

As antocianinas sdo sensiveis ao pH e mudam de cor em resposta a alteragdes de acidez
ou alcalinidade. No entanto, os compostos 3-DXA que ndo alteram a cor com o pH revelaram
um comportamento diferente das antocianinas, ndo sendo possivel obter a cor roxa. O estudo
permitiu avaliar como os revestimentos roxos respondem aos valores de pH encontrados nos
produtos de confeitaria.

O extrato de casca de rabanete apresentou o maior teor de antocianinas totais, e corante
comercial natural apresentou o maior teor de compostos fenodlicos e a maior atividade antio-
xidante, no ensaio FRAP. No entanto, foi o extrato de folhas de sorgo que apresentou a maior
atividade antidiabética, constituindo uma fonte alternativa de moléculas com potencial para
fornecer alimentos funcionais ou suplementos dietéticos, que melhoram a satde dos consumi-
dores. As antocianinas sdo também valorizadas pelos seus potenciais beneficios para a satide
devido as suas propriedades antioxidantes.

O processo de identificacdo das estruturas de antocianinas presentes nos extratos, ba-
seou-se em espectros UV-VIS de HPLC-DAD, revelando bandas de absorc¢do caracteristicas a
260-280 nm e 490-550 nm para antocianinas, com bandas adicionais (310-340 nm) indicando
acilacao por acidos hidroxicinamicos. O ESI-MS em modo positivo revelou que, com excecao
do extrato de sorgo, a maioria das antocianinas nos extratos estavam aciladas. Foram identifi-
cadas 13 antocianinas, pertencentes principalmente as familias das cianidinas e das peonidi-
nas, frequentemente como estruturas antocianidinas 3-diglicosideo-5-glicosideo com substi-
tui¢des de acidos hidroxicinamicos. O extrato de cenoura preta continha antocianinas a base
de cianidina, com varias porcdes de agtcar, algumas aciladas com dcidos p-cumadrico, fertlico
e sindpico. Os compostos menores incluiam antocianinas aciladas de peonidina e pelargoni-
dina.

O extrato de casca de rabanete continha predominantemente derivados de pelargoni-
dina, indicados por uma mudanga para azul nos espectros UV-VIS. Foram identificados 16
compostos a base de pelargonidina, principalmente di-glicosilados e acilados com 4cidos hi-
droxicindmicos e grupos malonilo. O corante comercial natural apresentou derivados acilados

de cianidina e peonidina, com padrdes de fragmentagdo que sugerem a presenga de derivados
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de antocianina-3-O-(cinamoil) soforosideo-5-O-glicosideo, semelhantes aos dos extratos CBD
e BD.

O sorgo apresentou um espetro UV-VIS distinto com um pico a 472 nm, correspondente
a apigeninidina, um pigmento primdrio do sorgo pertencente ao grupo das 3-desoxiantociani-
dinas. A andlise conclui que o corante comercial contém provavelmente uma mistura de anto-
cianinas de batata-doce roxa e de rabanete roxo.

Nos testes de estabilidade a temperatura, o estudo examinou a forma como as antocia-
ninas e a 3-DXA em revestimentos corantes resistem a diferentes condi¢cdes de temperatura
normalmente encontradas durante a producdo e armazenamento de produtos de confeitaria.
Relativamente aos materiais poliméricos para desenvolver revestimentos coloridos com anto-
cianinas e extratos de 3-DXA, foi a goma de alfarroba que melhor protegeu estes compostos.
As conclusdes destacam que os extratos de antocianinas de cenoura preta e os extratos de 3-
DXA de sorgo foram os mais resistentes a temperatura, mantendo a capacidade dos revesti-
mentos de manter a sua integridade estrutural, cor e funcionalidade a uma temperatura de 90
°C, durante 1h15 minutos.

A aplicacdo de revestimentos coloridos com extratos de antocianina e 3-DXA em pasta
de agticar, com e sem adigdo de corante azul, permitiu verificar que os extratos de antocianina
da polpa de batata-doce apresentaram menor variagao de cor em relacdo as améndoas de con-
trolo coloridas com corantes sintéticos apoés secagem durante 72 horas e armazenamento du-
rante 5 meses a temperatura ambiente. Os extratos de batata-doce revelaram-se os mais ade-
quados para substituir os corantes sintéticos em revestimentos de cor roxa em produtos clean
label.

Embora os extratos de sorgo ndo fornecam a cor purpura, podem ser utilizados como
fonte de corante para a cor vermelha em produtos alimentares.

Trabalhos futuros poderdo investigar se os revestimentos a base de antocianinas man-
tém a sua bioatividade quando aplicados em produtos de confeitaria. As conclusdes podem
incluir resultados sobre a capacidade dos revestimentos para preservar os niveis de antioxi-
dantes e os potenciais beneficios para a satide nos produtos finais.

Com base nos resultados, podem ser criadas misturas de corantes de antocianina destas
matrizes vegetais, com ou sem corantes azuis, variando a concentracdo dos extratos para oti-
mizar a formulacao e aplicagdo de revestimentos comestiveis a base de antocianina em produ-

tos de confeitaria, substituindo os corantes Azo, prejudiciais para a sattde do consumidor.
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Globalmente, o estudo avalia a viabilidade de incorporar antocianinas e revestimentos
corantes a base de 3-DXA nos processos de produgado de produtos de confeitaria. As conclu-
sOes centraram-se na praticabilidade, eficicia e potenciais vantagens da utilizagdo destes re-
vestimentos para melhorar a qualidade do produto, prolongar o prazo de validade e acrescen-
tar valor nutricional. Estas conclusdes forneceriam informacées valiosas aos fabricantes de
produtos de confeitaria, cientistas alimentares e investigadores interessados em desenvolver

produtos alimentares inovadores e mais saudaveis.
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‘ ANEXOS

A.1 Amostras para o ensaio de Termoestabilidade

Codigos das amostras dos extratos das diferentes matrizes vegetais e respetivas massas utilizadas para o ensaio

de termoestabilidade

. B Calda de
Amostra Caodigo Pigmento  Polimero acgucar

@ @ (ml)
Sorgo S-GAa 0,0501 0,2042 40
Sorgo S-GAb 0,0522 0,2032 40
Sorgo S-La 0,0516 0,2041 40
Sorgo S-Lb 0,053 0,2021 40
Sorgo S-SRa 0,052 0 40
Sorgo S-SRb 0,0522 0 40
Fabrica Natural FN-GAa 0,0545 0,2042 40
Fabrica Natural FN-GADb 0,052 0,2032 40
Fabrica Natural FN-La 0,0563 0,2002 40
Fabrica Natural FN-Lb 0,056 0,2009 40
Fabrica Natural FN-SRa 0,0521 0 40
Fabrica Natural FN-SRb 0,0522 0 40
Batata-Doce (Polpa) BD-GAa 0,253 0,2005 40
Batata-Doce (Polpa) BD-GAb 0,2514 0,2031 40
Batata-Doce (Polpa) BD-La 0,2529 0,2011 40
Batata-Doce (Polpa) BD-Lb 0,2516 0,202 40
Batata-Doce (Polpa) BD-SRa 0,2536 0 40
Batata-Doce (Polpa) BD-SRb 0,25 0 40
Batata-Doce (Casca) CBD-GAa 0,1026 0,2019 40
Batata-Doce (Casca) CBD-GAb 0,103 0,2005 40
Batata-Doce (Casca) CBD-La 0,1045 0,201 40
Batata-Doce (Casca) CBD-Lb 0,1002 0,203 40
Batata-Doce (Casca) CBD-SRa 0,1019 0 40
Batata-Doce (Casca) CBD-SRb 0,103 0 40
Cenoura preta CR-GAa 0,0511 0,2032 40
Cenoura preta CR -GADb 0,0521 0,2021 40
Cenoura preta CR-La 0,0514 0,2012 40
Cenoura preta CR-Lb 0,0501 0,2041 40
Cenoura preta CR -SRa 0,056 0 40
Cenoura preta CR -SRb 0,0538 0 40
Rabanete (Casca) R-GAa 0,1036 0,2038 40
Rabanete (Casca) R -GAb 0,1056 0,2033 40
Rabanete (Casca) R-La 0,103 0,203 40
Rabanete (Casca) R-Lb 0,1011 0,2022 40
Rabanete (Casca) R -SRa 0,1022 0 40
Rabanete (Casca) R -SRb 0,1008 0 40
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