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RESUMO

Atualmente, e cada vez mais, os consumidores exigem produtos com maior tempo
de prateleira, convenientes, dando preferéncia a produtos naturais, em detrimento
dos elaborados com aditivos quimicos. Como alternativa ao uso de aditivos
alimentares artificiais, diversos compostos bioativos presentes em diferentes
espécies vegetais passaram a ser considerados pela industria alimentar,
principalmente devido as atividades antimicrobiana e antioxidante, requisitos

essenciais para uma conservagao mais natural.

A empresa acolhedora do presente estagio € uma empresa exportadora de
produtos carneos tradicionais curados, do tipo pronto-a-comer, que procura inovar
e, simultaneamente, aumentar o tempo de vida Util dos seus produtos. No ambito
deste estagio, surgiu uma ideia de projeto, com o apoio da Escola Superior de
Tecnologia e Gestao - Instituto Politécnico de Viana do Castelo, que consistia em
extrair compostos de interesse da casca de pinheiro-bravo, que pudessem atuar
principalmente como agentes antioxidantes, aumentando o tempo de vida de
prateleira dos produtos da empresa. O pinheiro-bravo, Pinus pinaster Aiton subsp.
atlantica, é uma arvore muito abundante no nosso pais, podendo ser encontrada
ao longo de todo o territério, sendo o principal objetivo da sua plantacdo a
exploracdo da madeira para diversos fins industriais, designadamente no fabrico de
papel, como material de constru¢do ou para mobiliario. A casca do pinheiro-bravo
também se tornou um produto com bastante interesse como combustivel no fabrico
de pellets. Recentemente, devido a sua rigueza em polifendis e polissacarideos,
gue correspondem a cerca de 50 a 60% da massa da casca, tem vindo a suscitar
0 interesse por parte da industria farmacéutica para aplicacdo em produtos
cosmeéticos, fins medicinais como suplemento alimentar e, ainda, como aditivo

alimentar.

O objetivo deste trabalho foi a obtencdo de extratos da casca de pinheiro-bravo
(Pinus pinaster) para futura aplicacdo em produtos carneos fumados na empresa
onde decorreu o estagio. Assim, foram analisados os produtos curados a testar

tendo sido selecionados a “Chourica de carne” e a “Barriga”. Foram identificadas
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as etapas da produgcdao que melhor se adequavam a adicdo do extrato e
determinadas as quantidades de produto necessarias bem como a quantidade de
extrato a adicionar em funcéo das propriedades antioxidantes e das amostragens
a considerar para as subsequentes analises necessarias ao estudo dos tempos de
vida dos produtos funcionalizados.

A extracdo dos compostos da casca de pinheiro, pela técnica de microondas, foi
efetuada em dois ensaios distintos, e foram testados trés tipos de solventes,
designadamente agua, agua+etanol (50:50, vol/vol) e etanol. Foram avaliados os
parametros, rendimento da extracdo, teor de compostos fendlicos totais dos
extratos e determinada a atividade antioxidante por dois métodos distintos, DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) e ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid). Em qualquer dos ensaios o rendimento de extragdo foi superior no
etanol, seguido da mistura hidroetandlica e por ultimo da agua. No caso do teor de
fendlicos totais, ndo foram detetadas diferencas significativas no 1° ensaio de
extracdo, mas no 2° ensaio as diferengas entre os solventes etanol e a mistura
hidroetandlica foram significativas. Em ambos os ensaios a agua foi o pior solvente
no respeitante ao teor de fendlicos totais dos extratos. Na determinacdo da
atividade antioxidante pelo método DPPH, ndo existem diferencas significativas
entre os solventes etanol e a mistura hidroetanolica em ambos os ensaios de
extracdo, pelo método de ABTS existem diferencas significativas entre os solventes
etanol e a mistura hidroetandlica, apenas no 1° ensaio de extracdo. Em ambos os
métodos, foram detetadas diferencas significativas entre os extratos agquosos

relativamente aos outros dois.
Palavras-chave: tempo de vida util, produtos carneos fumados, compostos

fendlicos, atividade antioxidante, cértex de pinheiro-bravo, Pinus pinaster,
extragcdo microondas.



ABSTRACT

Nowadays, and increasingly, consumers demand products, convenient and with
longer shelf life giving preference to natural products, in preference to those using
chemical additives. As an alternative to the use of artificial food additives, many
bioactive compounds from different plant species are now considered by the food
industry, mainly due to their antimicrobial and antioxidant activities, essential

requirements for a more natural conservation.

The company where this internship took place is an exporter of traditional cured
meat products, ready-to-eat, which seeks to innovate and, at the same time,
increase the shelf life of its products. Within this internship, a project idea emerged,
together with the Escola Superior de Tecnologia e Gestao - Instituto Politécnico de
Viana do Castelo, which consisted of extracting compounds of interest from
maritime pine bark, which could act mainly as antioxidant agents, increasing the
shelf life of the company's products. The maritime pine, Pinus pinaster Aiton subsp.
atlantica, is a very abundant tree in our country and can be found throughout the
entire territory, with the main objective of its plantation being the exploitation of wood
for various industrial purposes, namely in the manufacture of paper, as construction
material or for furniture. Pinus pinaster bark has also become a product of great
interest as a fuel in the manufacture of pellets. Recently, due to its richness in
polyphenols and polysaccharides, which correspond to about 50 to 60% of the mass
of the bark, it has been arousing the interest of the pharmaceutical industry for
application in cosmetic products, medicinal purposes as a food supplement and,

even, as a food additive.

The purpose of this work was to obtain extracts of Pinus pinaster bark for future
application in cured-smoked products. Thus, the products to be tested were
analyzed and a pork sausage-like product “Chourica de carne” and smoked pork
belly were selected for further application of bark extracts. Also, the production steps
of those products better adjusted to extract addition were selected and the amount

of extract to be added were also determined according to the desired antioxidant



properties and sampling to be considered for subsequent analysis necessary to the

study of products shelf life

The extraction of pine bark compounds was carried out using the microwave
technique with three different solvents, water, water+ethanol (50:50, v/v) and
ethanol. The extraction yield, the total phenolics content and the antioxidant activity
of each extract were also determined. Different parameters were evaluated,
extraction yield, content of total phenolic compounds in the extracts and the
antioxidant activity by two different methods, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrilhidrazilo)
and ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid). In any of the
tests, the extraction yield was higher in ethanol, followed by the hydroethanolic
mixture and finally by water. In the case of the total phenolic content, no significant
differences were detected in the first extraction test, but in the second test the
differences between the ethanol solvents and the hydroethanolic mixture were
significant. In both tests, water was the worst solvent in terms of the total phenolic
content of the extracts. In the determination of antioxidant activity by the DPPH
method, there are no significant differences between the ethanol solvents and the
hydroethanolic mixture in both extraction tests, on the ABTS method there are
significant differences between the ethanol solvents and the hydroethanolic mixture,
only in the first extraction test. In both methods, significant differences were detected
between the aqueous extracts in relation to the other two.

Keywords: shelf life, smoked meat products, phenolic compounds, antioxidant
activity, Atlantic pine cortex, Pinus pinaster, microwave extraction.
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1) INTRODUCAO

1.1.A empresa de acolhimento

A empresa Minho Fumeiro foi fundada no ano de 1913, sob o nome de Casa
Borges, tratando-se de uma mercearia e casa de fumeiros e carnes verdes. Anos
mais tarde, em 1933, surgiu a marca Minho Fumeiro, tendo sido remodelada e

ampliada as instalacdes da empresa.

A Minho Fumeiro é uma empresa tradicional familiar, mas que tenta sempre estar
a par das tendéncias de mercado, nomeadamente as relacionadas com a
preocupacdo com a saude e a atencdo a procura de produtos com menos
conservantes quimicos e simultaneamente mais seguros. A empresa ja foi
promotora de projetos de investigacdo, como por exemplo o projeto em co-
promocdo BIOFUMADOS e o DEM@BIOFUMADOS que se seguiu, em que 0S
objetivos eram o aumento do tempo de prateleira dos produtos, através da
bioconservagdo usando culturas de bactérias do acido latico, preservando as
caracteristicas sensoriais e nutricionais dos produtos, mas aumentando a

seguranca alimentar sem o recurso a conservantes quimicos.

A empresa € uma marca bem conhecida, tanto a nivel nacional como internacional,
com produtos de elevada qualidade e um grande rigor no controlo de qualidade de

producao.

Em 2005, a Minhofumeiro foi a primeira empresa em Portugal a obter a exigente
Norma de Certificagcdo de Qualidade ISSO 22000 pela APCER (Associacao

Portuguesa de Certificacao).

Em 2017, migrou para a Norma FSSC 22000, da responsabilidade da Foundation
of Food Safety Certification, um referencial de certificacdo para a fileira de

abastecimento do ramo alimentar.

A empresa possui uma grande diversidade de produtos carneos curados, entre

fumados, enchidos, cozidos, inteiros ou fatiados.

A Minho Fumeiro sendo uma empresa exportadora de produtos tradicionais

curados, do tipo pronto-a-comer, procura sempre a inovagao e, simultaneamente,



0 aumento do tempo de vida Util dos seus produtos. No ambito deste estagio, surgiu
uma ideia de projeto, com o apoio da Escola Superior de Tecnologia e Gestéo -
Instituto Politécnico de Viana do Castelo, que visaria a extracdo de compostos da
casca de pinheiro-bravo, que possam atuar principalmente como agentes
antioxidantes, aumentando o tempo de vida de prateleira de produtos da empresa.

1.2. Enquadramento

O pinheiro-bravo (Pinus pinaster Aiton, subespécie atlantica) € uma das espécies
arbéreas mais comuns da floresta portuguesa, apresentando uma elevada
importancia a nivel econémico, sendo a sua madeira bastante usada na industria
de celulose e papel e como material de construcéo, acabando por gerar uma grande

guantidade de residuos, designado de biomassa florestal.

A biomassa florestal é principalmente usada para producédo de energia, na forma
de eletricidade ou aquecimento. No entanto, nos ultimos anos, varios estudos
indicam que alguma da biomassa florestal, pode oferecer outras opc¢des a nivel
econémico, como por exemplo a sua valorizagdo como fonte de compostos

polifenélicos (Coelho, 2013).

Nos ultimos anos, o interesse por compostos naturais presentes em diversas
plantas tem vindo a aumentar devido a presenca de constituintes antioxidantes e
antimicrobianos nos tecidos das plantas, que podem assim ser usados em
alimentos ou como produtos medicinais, substituindo assim os antioxidantes
sintéticos. Os polifendis, por exemplo sdo um exemplo de compostos com elevada
atividade antioxidante presentes em vérias plantas, que podem desempenhar um
papel importante na adsor¢cédo e neutralizacdo de radicais livres e na inibicdo da

peroxidacao lipidica (Djeridane et al., 2006).

A casca do pinheiro-bravo, demonstrou ser uma fonte abundante de compostos
fenolicos, podendo assim ser usada na substituicdo de antioxidantes de sintese,
contribuindo ndo sé para valorizacao de subprodutos florestais, mas também para

a obtencao de produtos mais naturais e mais saudaveis (Coelho, 2013).



Os compostos fendlicos sdo uma categoria diversa e bioativa de metabolitos
secundarios de plantas que sdo uma parte essencial da dieta humana e de

consideravel interesse devido as suas propriedades biologicas.

Estudos indicam que o consumo de alimentos ricos em polifenéis pode ajudar a
diminuir a incidéncia de inUmeras doencas, tais como: doencas cardiovasculares,
cancro, doencas hepaticas, obesidade, diabetes, etc. Os compostos fendlicos
também tém grande importancia nas plantas, funcionando como agentes de defesa
contra estimulantes fisiolégicos e ambientais (Rasouli et al., 2017). Nos dois
paragrafos seguintes encontram-se dois estudos que demonstram a capacidade

gue os polifendis podem ter no tratamento de doencas.

Tomé-Carneiro et al. (2012), comprovaram que uma intervencgao dietética usando
um suplemento de uva rico em resveratrol, que € um conhecido polifenol, melhorou
significativamente o estado inflamatorio e fibrinolitico de pacientes que estavam
usando Estatinas para prevenc¢do primaria de doenca cardiovascular, num estudo
gue durou cerca de 1 ano. Assim, o uso da intervencdo dietética a base de
resveratrol € um bom complemento para a terapia tradicional usada na prevencao

primaria da doenca cardiovascular.

O Epigalocatequina-3-galato (EGCG) é o polifenol mais presente no extrato de cha
verde e demonstra ter atividades anticancerigenas em varios tipos de cancro. Shi
et al. (2015), através de um estudo usando o EGCG, chegaram a concluséo de que
0 mesmo pode ser desenvolvido como um agente potencial para a prevencao e
tratamento de cancro associado ao tabagismo, uma vez que vez que diferentes
concentracbes de EGCG inibiram significativamente a migracdo e invasao

induzidas pela nicotina.

Sao varias as vantagens dos polifenois, que incluem a sua acessibilidade,
especificidade de resposta e a sua baixa toxicidade, no entanto, existem também
alguns problemas, nomeadamente o seu metabolismo rapido e a sua baixa
disponibilidade (Rasouli et al., 2017).



2) REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Produtos carneos curados

Os produtos céarneos curados, devido a diversidade de matérias-primas,
ingredientes e processos de fabrico, apresentam uma grande variedade de
sabores, texturas e formas. Nesta designacdo englobam-se os enchidos, mas
também outras carnes curadas como 0s presuntos, pas e outros, sendo a carne de

porco normalmente a mais utilizada (Carvalho, 2010; Noronha, s/d).

Segundo o Regulamento (CE) n.° 853/2004, os enchidos, sdo definidos como
produtos transformados resultantes da transformacdo da carne ou da ulterior
transformacédo desses produtos transformados, de tal modo que a superficie de
corte a vista permita constatar o desaparecimento das caracteristicas da carne

fresca.

A principal caracteristica dos enchidos, € o facto de estarem contidos em tripas
comestiveis, naturais ou artificiais, podendo ser fumados ou ndo fumados. Nos
enchidos fumados o processo predominante € a fumagem, que é responsavel pela
cor e o flavour caracteristicos e os enchidos nédo fumados sé@o enchidos curados

em que a fumagem esta ausente ou nao € o processo predominante (Dias, 2018).

As zonas do Norte de Portugal sdo um habitat natural do porco doméstico sendo
comum a sua transformacéo em produtos fumados e enchidos, enquanto no sul de
Portugal destacam-se a zona de Barrancos e Serra de Monchique, zonas onde
surgem boas condi¢fes para a sua criacao (Carvalho, 2010).

S&o varios 0s paises europeus que consomem produtos curados de salsicharia,
principalmente os habitualmente designados de mediterranicos, como Portugal,
Espanha, Franca, Italia e Grécia onde o fabrico destes produtos tem uma maior
importancia (Dias, 2018).

Nos ultimos anos, pelas suas caracteristicas de conveniéncia, tem existido um
aumento do interesse econdmico dos enchidos, que é comprovado pelo aumento
do numero de estabelecimentos fabris instalados e pela elevada variedade de

produtos existentes no mercado (Dias, 2018).



Assim sendo, e cada vez mais as empresas sdo obrigadas ndo s6 a apresentar
produtos de elevada qualidade, como também, devem arranjar formas de

diferenciacdo das outras empresas com propostas inovadoras.

2.2.0 pinheiro-bravo

2.2.1. Caracteristicas

O pinheiro-bravo pertence ao grupo das Gimnospérmicas, que possui seis familias,
algumas delas com elevado interesse econémico, como é o caso da familia
Pinaceae, a qual pertence a classe das coniferas, que inclui o género Pinus. Este
género possui cerca de 80 espécies, onde se inclui a espécie Pinus pinaster Aiton

subespécie atlantica mais conhecida como pinheiro-bravo (Baptista, 2006).

O pinheiro-bravo € uma espécie presente em Portugal ha pelo menos 33 mil anos.
Estende-se por todo 0 nosso pais, no entanto € nas regiées de influéncia maritima
gue se encontram as melhores condicbes para o seu desenvolvimento (Centro
Pinus, 1999).

E uma arvore heliéfila, intolerante ao ensombramento por n&o possuir folhas de
sombra eficientes, da-se bem no clima atlantico temperado, sendo capaz de
suportar os frios intensos e prolongados e a neve. A arvore adulta pode atingir os
30 metros de altura nas melhores condi¢des, podendo ainda atingir os 200 anos de
vida, sendo que normalmente nao ultrapassa os 80 a 100 anos (Baptista, 2006;
Centro Pinus, 1999).

As folhas do pinheiro-bravo séao verdes, aciculares, persistentes em pares e cujas
dimensdes sdo 10-25 cm x 0,2 cm. A arvore fortifica aos 15 anos de idade, sendo
o seu fruto uma pinha cénica e pontiaguda. A casca do pinheiro-bravo € espessa e
fissurada, sendo castanha na zona externa e avermelhada na zona interna
(Baptista, 2006).

Na figura 1, encontra-se representada a ocupacao do pinheiro-bravo no territorio

nacional.



Figura 1 - Territorios de ocupacédo de Pinus pinaster (Centro Pinus, 1999).

2.2.2. Aplicagdes industriais

O pinheiro-bravo, é uma das espécies mais importantes para a industria de
transformacédo de madeira em Portugal. S&o varias as aplicacfes, destacando-se,
no entanto, a sua importancia no fabrico de pasta e papel, que constitui assim a
Unica fonte de fibra longa para o fabrico da pasta kraft ndo branqueada no nosso

pais (Figueiredo et al., 2014).

No entanto, também é amplamente utilizada na industria madeireira (producéo de
madeira para construgdo civil, marcenaria, mobiliario, painéis de madeira,
embalagens, entre outros), na producdo de resina (terebintina, breu, pez-louro,
aguarras, parafina, entre outros), na arborizacdo de dunas e de baldios, e pelas

suas propriedades medicinais (Figueiredo et al., 2014).



2.3.Casca (cortex) do pinheiro

A casca de pinheiro é um produto excedentario da exploracao da madeira que esta
a ser progressivamente mais usado, assistindo-se a uma valorizagcdo cada vez
maior do mesmo. A casca de pinheiro difere da sua madeira, concretamente no teor
de agua, lenhina, celulose, hemicelulose, compostos extrataveis por solventes,
compostos polifendlicos e cinzas (Bras, 2005). A seguir encontra-se descrita de
forma suméaria a composicao e potenciais aplicacées da casca de pinheiro-bravo.

2.3.1.1. Lenhina

A lenhina € dos compostos mais importantes e abundantes do reino vegetal,
encontrando-se nas paredes vegetais das células. Consiste num heteropolimero
aromatico amorfo, ndo soluvel em agua e de dificil degradacéo. O seu teor é muito
variavel em arvores de diferentes espécies, com valores mais elevados nas
gimnospermas (madeiras macias) relativamente as angiospermas (madeiras
duras), variando também nas diferentes partes da mesma planta (Bras, 2005;
Remédios, 2010).

A lenhina desempenha duas func¢des principais na madeira, ligando as células entre
si e tornando rigidas as paredes celulares, sendo também a segunda maior fonte
de matéria organica do reino vegetal, a seguir a celulose, podendo por isso ser

usada para aproveitamento industrial (Baptista, 2006).

A variacdo da lenhina casca do Pinus pinaster vai de 29,6 a 43,7% da casca seca
(Vieito, Pires e Vaz-Velho, 2019).

2.3.1.2. Holocelulose
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A holocelulose é um grupo bastante representativo na casca de pinheiro, que

engloba duas classes de polissacarideos, a celulose e a hemicelulose (Bras, 2005).

A celulose (figura 2) € um homopolimero (constituido por um dnico tipo de

monomero), linear, composta por 2000 a 15000 monémeros de -D-glucopiranose,



de grau de polimerizacdo e massa molecular muito elevada. Os monémeros séo
ligados entre si por ligacdes glicosidicas entre o hidroxilo do carbono 1 de um dos
monomeros e o hidroxilo do carbono 4 do monémero adjacente (Bras, 2005; Mirra,
2011).

A molécula possui uma estrutura cristalina, que é conseguida através da disposicao
das diferentes moléculas lado a lado e em camadas sucessivas. A estrutura
cristalina € muito resistente tanto mecanicamente, como quimicamente, devido a
presenca de grupos funcionais que interagem, os grupos hidroxilo, formando
ligacbes de hidrogénio do grupo com outro &tomo de oxigénio de outro grupo
funcional, as ligacdes de hidrogénio podem ser intramoleculares, formadas entre
duas unidades de glucose adjacentes, ou intermoleculares, que correspondem a
ligagBes entre grupos hidroxilo de duas cadeias adjacentes de celulose (Bras, 2005;
Mirra, 2011).

OH
OH 0

Figura 2 - Férmula estereoquimica da Celulose: polimero de unidades 3 -D-
glucopiranose ligadas por ligagdes glicosidicas B 1—4 (Mirra, 2011).

Hemiceluloses sdo heteropolimeros, ou seja, sdo polissacaridos constituidos a
partir de varios acucares e determinados apés deslenhificacdo. As hemoceluloses
varias combinacfes de pentoses de hidratos de carbono, predominantemente
xilose e arabinose, e hexoses, que formam ligacdes poliglicosideas entre si, isto &,
formam cadeias cruzadas. O grau de polimerizacdo das hemiceluloses € baixo

comparativamente a celulose, com valores de 50 a 200 (Bras, 2005; Mirra, 2011).

As combinag¢des podem ser de um s6 monossacarideo (homopolimero) como é

exemplo o xilano (B-D-xilose), ou por dois ou mais monossacarideos



(heteropolimero) que é o caso do glucomanano (B-D-glucose e 3-D-manose) (Bras,
2005).

A hemicelulose, juntamente com a lenhina garantem resisténcia mecénica a casca,

devido a sua estrutura ramificada (Bras, 2005).

2.3.1.3. Extrataveis

Os compostos extratveis englobam os polares e nao polares, nomeadamente 0s
terpenos, lignanos, estilbenos, polifendis, gorduras, ceras, compostos aromaticos e
sais de acidos organicos, que representam um complexo grupo de substancias
guimicas, estes compostos muitas vezes também se encontram na arvore, mas

normalmente em quantidades mais reduzidas (Bras, 2005).

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo um dos grupos de substancias mais
frequentes e mais difundidos no mundo das plantas, com mais de 8000 estruturas
fendlicas identificadas. Estes compostos, podem ser encontrados em praticamente
todos os érgaos das plantas, possuindo de acordo com a sua estrutura diferentes
funcbdes. Sao metabolitos secundarios essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas e sua reproducao, ajudando também no controlo do
crescimento, didmetro, pigmentacdo e defesa contra varios agentes patogénicos
(Tanase et al., 2019).

Os polifendis, podem ser divididos em diferentes subgrupos: acidos fendlicos
(acidos hidroxibenzéico e hidroxicinamico), flavonéides (flavondis, flavonas,
flavanonas, flavanondis, isoflavonas, antocianidinas, taninos), estilbenos
(resveratrol) e lignanas encontradas em plantas e alimentos de origem vegetal
(Tanase et al., 2019).

Os acidos fendlicos sado moléculas simples, onde se incluem o acido
hidroxibenzoico e o hidroxicinamico. Os compostos do acido hidroxicinamico (acido
p-cumarico, acido cafeico e acido feralico) ocorrem mais frequentemente na forma

de ésteres simples com &cidos hidroxicarboxilicos ou de glicose, enquanto 0s



compostos do acido hidroxibenzdico (acido p-hidroxibenzéico, &cido gélico e acido

elagico) estéo presentes principalmente na forma de glicosideos (Correia, 2012).

Os flavonoides, sdo também uma das principais familias dos polifenéis, podendo
ser encontrados em varias partes das plantas como raizes, folhas, caules, cascas,
flores e frutos, no entanto, encontram-se em niveis mais elevados nas camadas
externas das plantas, sendo bastante consumidos como parte da dieta humana,
eles sdo reconhecidos principalmente pelas suas capacidades antioxidantes
existindo também interesse a nivel nutricional, na manutencdo da saude humana,
como a nivel tecnoldgico, por exemplo estudos indicam que uma dieta rica em
guercetina e outros flavondéides diminui o risco de muitas doencas crénicas, como

cancro, diabetes e doencas cardiacas. (Rasouli et al., 2017; Santos, 2011).

Os flavondides possuem dois anéis aromaticos diferentes, que se formam através
de duas vias diferentes, pela via do Acetato-Malonato e pela via do Acido Xiquimico,
sendo por isso considerados compostos de biossintese mista. Deste modo, o anel
A é formado a partir de trés moléculas de acetato pela via do Acetato-Malonato e o
anel B e os atomos de carbono 2, 3 e 4 do heterociclo central, sdo formados a partir
da fenilalanina sintetizada pela via do Acido Xiquimico. A representacédo dos anéis

A e B encontra-se na figura 3. (Santos, 2011).

Flavones R

ApigeninR=H
Luteolin R=0OH

Figura 3 - Representacdo dos anéis A e B, nas flavonas, um subgrupo dos
flavonoides (Adaptado de Tanase et al., 2019)

Os subgrupos mais comuns de flavonoides encontrados na casca de plantas
lenhosas séo flavondis (quercetina, kaempferol, miricetina, etc), flavanonois
(taxifolina), flavonas (apigenina, luteolina), flavanois (catequina, epicatequina) e

taninos condensados (figuras 4 e 5) (Tanase et al., 2019).
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Figura 4 - Compostos fendlicos tipicos encontrados na casca de plantas
vasculares lenhosas (Tanase et al., 2019).

Na casca de pinheiro, a principal a fragdo dos polifendis € composta por taninos,
gue se dividem em duas classes distintas, taninos hidrolisaveis e taninos
condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo moléculas cuja zona central consiste
num poliol, geralmente D-glucose. Os grupos hidroxilo deste hidrato de carbono
estdo totalmente ou parcialmente esterificados com grupos fendlicos, como acido
galico ou o &cido elagico (elagitaninos). Pelo contrario, os taninos condensados ou
proantocianidinas, ja sdo moléculas mais complexas, oligobmeros ou polimeros de
unidades flavanois, podendo mesmo ser superior a 50 unidades ligadas através de
ligacbes carbono-carbono que ndo s&o destruidas por hidrélise. Os taninos
condensados constituem a maior parte dos polifendis da casca de pinheiro-bravo e
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exibem forte atividade antioxidante in vitro and in vivo (Bras, 2005; Segal, Penmana
e Pirioub, 2018; Vieito, Pires e Vaz-Velho, 2019).

As procianidinas (figura 5), que pertencem ao grupo das proantocianidinas, sao
biopolimeros constituidos por subunidades de catequina e epicatequina, onde
estdo presentes comprimentos de corrente de dimeros até 12 unidades
monomeéricas. As unidades de catequina-epicatequina podem ser ligadas por
ligagbes C4-C8 ou por ligacdes C4-C6, predominando os isbmeros ligados a C4-
C8. As procianidinas sé@o o principal constituinte de um suplemento alimentar

comercial, Pycnogenol.

Figura 5 - Procianidina com ligagdes tipo 4-8 (Rohdewald, 2005).

2.3.2. Métodos de extragcdo de taninos condensados

Existem varias técnicas de extracdo que diferem no seu mecanismo, material
vegetal, relacdo solido/solvente, tempo, temperatura, pressao, tipo de solvente e
pH. As técnicas tradicionais utilizadas para a extracao de plantas sdo maceracao,

percolacao, digestao e extracdo de Soxhlet. Estes, apesar de bastante simples, tem
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limitagbes como o baixo rendimento final, longos tempos de extragéo, necessidade

de grandes quantidades de material vegetal e solventes (Khan et al., 2019).

A extracdo por Soxhlet é ainda hoje uma das técnicas tradicionais de referéncia
para extracdo. O seu funcionamento é relativamente simples, a amostra que é
moida € acondicionada em um saco poroso feito de papel filtro ou celulose, que é
colocado na camara de dedal do aparelho Soxhlet, no fundo, fica um baldo com o
solvente de extracao, que é aquecido, depois vaporiza num dedal e condensa no
condensador e goteja de volta. Quando o contetdo liquido chega ao braco do sifao,
ele é esvaziado no baldo, e 0 processo repete-se como um processo continuo. No
entanto, esta técnica ndo é considerada ambientalmente acessivel devido aos
longos tempos de extracdo em comparacao com métodos de extracdo avancados,
tendo algumas limitagfes, tais como, propor¢ao solvente-amostra, temperatura e

velocidade de agitacédo (Khan et al., 2019).

Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidas “técnicas de extracdo verde”, que
procuram levar a substituicdo de solventes menos perigosos, quando comparando
com os solventes tradicionais usados, etanol, hexano e didxido de carbono. Um dos
solventes que tem sido usado é a agua, com 0 objetivo de reduzir o impacto
ambiental, no entanto, para tal € necessario utilizar altas temperaturas de extracao
para facilitar a recuperacdo dos compostos menos polares, assim, algumas
técnicas tém sido desenvolvidas como a extracdo assistida por micro-ondas (MAE)
ou a extracdo com liquidos pressurizados (PLE), pois permitem trabalhar em
temperaturas acima do ponto de ebulicdo. Outras técnicas verdes usadas séo a
extracdo assistida por ultrassons (UAE), extracdo assistida por campos elétricos
pulsados (PEF) e extracdo assistida por enzima (EAE) (Vieito, Pires e Vaz Velho,
2019).

O MAE faz parte dos novos métodos de extracdo, torna-se bastante eficiente na
extragcdo de compostos de plantas, uma vez que a energia de microondas pode
aumentar rapidamente a temperatura dentro das células vegetais por meio da
conducéo ionica e rotacao dipolar, resultando na rutura das paredes celulares e
acelerando a libertagdo dos compostos no solvente. Quando comparado com

outros métodos convencionais de extragdo, como por exemplo o Soxhlet, este
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requere menor energia, menor tempo € menos consumo de solvente organico para
produzir maior rendimento, pode extrair compostos polares e ndo polares, para

além de ser de facil operacéo e econdmico (Chupin et al., 2015; Zhao et al., 2018).

A UAE é um processo realizado com o uso de um banho de ultrassom ou sonda de
ultrassom envolvendo o uso de frequéncias de ultrassom que variam entre 20 e
2.000 kHz. As ondas de ultrassom destroem os tecidos vegetais, degradando as
paredes das células, liberando o conteldo da célula também causa a difusdo do
solvente na matriz da planta, resultando em maior transferéncia de massa e maior
rendimento de polifenol. Aqui, o solvente mais indicado, parece ser uma mistura
hidroetanolica, que aparenta ser o mais adequado para a recuperacdo maxima de

polifendis de diferentes fontes (Khan et al., 2019).

A PLE, é uma técnica nova de extracao que usa solventes organicos acima de seu
ponto de ebulicdo normal em altas pressdes e temperaturas. Aqui, a amostra solida
€ embalada em uma célula de extracao e a extragdo adicional é conduzida usando
um solvente adequado em alta temperatura (40—200 °C) e presséao (500—-3000 psi)
por um curto periodo (5-15 min). O gas comprimido adicional, € usado para

recolher o extrato da amostra para um frasco de recolha (Khan et al., 2019).

A PEF, consiste na aplicacdo de pulsos curtos de campos elétricos intensos durante
um curto periodo (cerca de micro a milissegundos). O processo baseia-se na
potencial formacdo de poros no interior das membranas celulares, devido a sua
exposicdo a campos elétricos de forca baixa a moderada durante um tempo muito
curtoob, a este fenbmeno da-se o nome de “eletroporagcdo” ou
“eletropermeabilizacdo”. Uma das principais vantagens da extracdo de PEF é um
curto tempo de tratamento, que tem um impacto positivo no consumo de energia
(Sicaire et al., 2019).

A EAE, consiste no uso de enzimas para extrair compostos fendlicos como
pectinase, celulase, hemicelulase e glucanase, isto porque as enzimas aumentam
a extracdo por meio da desintegracao da parede celular da planta, resultando assim
na liberacdo de polifendis complexos da parede celular. Em comparagdo com as

técnicas de extracdo convencionais, esta técnica possui algumas ventagens, uma
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vez que é facil e rdpida para aumentar a desintegracdo da parede celular levando
a uma maior separacdo e concentracdo de compostos polifendlicos (Khan et al.,
2019).

2.3.3. Aplicacbes da casca de pinheiro

S&o varios os produtos que podem ser obtidos a partir de casca de pinheiro. As
fracbes da casca de pinheiro com maior interesse sao, os polifenéis e os
polissacarideos, que correspondem a cerca de 50 a 60% da massa da casca. A
casca de pinheiro, tem sido amplamente utilizada para producédo de taninos,
corantes, colas, e de alguns suplementos alimentares com funcbes anti-

inflamatdrias, vasodilatadoras ou como mitigadores de melanomas (Bras, 2005).

No caso presente realca-se a fungéo antioxidante dos seus extratos e o potencial

uso como antioxidantes naturais.

2.4. Antioxidantes

Um antioxidante pode ser definido como: qualquer substancia capaz de retardar ou
inibir a oxidagdo de um dado substrato, mesmo se presente em baixas
concentracdes. Tem a capacidade de prevenir os efeitos de radicais livres muito
prejudiciais e reativos, por meio de reacOes oxidativas que ocorrem nos alimentos
(Khan et al., 2019).

A oxidagdo consiste numa reacdo quimica que produz radicais livres pela
transferéncia de eletrbes de uma para outra molécula oxidante, e a formacgao destes
radicais livres provoca varias reacfes em cadeia. A funcdo dos antioxidantes é
encerrar essas reacdes em cadeia removendo intermediarios dos radicais livres e
inibindo outras reacdes de oxidacdo ao serem eles préprios oxidados. Como
resultado, os antioxidantes sédo frequentemente agentes redutores, como tidis,

acido ascorbico ou polifenois (Hamid et al., 2010; Khan et al., 2019).
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As células aerdbias produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) como um
subproduto do processo metabdlico, consequentemente, as ROS causam danos
oxidativos as macromoléculas quando as defesas antioxidantes do corpo estéo
sobrecarregadas. Quando existe uma sobrecarga das defesas antioxidantes, iSso
significa que deixou de haver um equilibrio entre a formacdo e a remocao de
espécies reativas, ocorrendo assim o chamado stress oxidativo (Morais, 2011;
Salehi et al., 2018).

Os sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos do corpo humano,
regulam o equilibrio entre ROS e antioxidantes, no entanto, os antioxidantes que
séo obtidos principalmente através do consumo de frutas e vegetais, também tém
sido associados a um grande equilibrio entre os radicais livres e 0 estado
antioxidante, o que ajuda a minimizar o stresse oxidativo e reduzir o risco de cancro,

doencas cardiovasculares e envelhecimento (Salehi et al., 2018).

Um dos principais motivos para a deterioracdo da qualidade dos alimentos é a
oxidagdo lipidica, que pode também gerar odores e sabores desagradaveis,
diminuir o tempo de a prateleira, alterando a textura e a cor e diminuindo o valor

nutricional dos alimentos (Shahidi e Ambigaipalan, 2015).

A oxidacdo pode ser minimizada pela remog¢édo de compostos como metais e acidos
gordos livres, juntamente com a protecdo do ar e da luz. Dos maiores problemas
oxidativos nos alimentos, destacam-se 0 escurecimento enzimatico e 0 ranco
lipidico, que sao causados pela oxidacdo enzimatica de compostos fendlicos pelo
polifenol oxidase (PPO) em frutas e vegetais e pela decomposicao de &cidos gordos
insaturados em alimentos que contém lipidios, respetivamente (Garcia e Searle,
2016).

Os alimentos contém uma série de diferentes sistemas de defesa antioxidante para
prevenir o efeito prejudicial das espécies reativas de oxigénio, no entanto, como ja
foi mencionado, a formacao de espécies oxidantes pode aumentar e os sistemas
antioxidantes podem ser sobrecarregados, levando a reacdes oxidativas
descontroladas, resultando em perda de qualidade, diminuicdo do prazo de
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validade e formagé&o de produtos de oxidacdo potencialmente toxicos (Chen e Xu,
2019).

Assim, para controlar a oxidacéo lipidica nos alimentos, a adicdo de antioxidantes
€ a melhor opcéo (Shahidi e Ambigaipalan, 2015).

2.4.1. Antioxidantes naturais enddgenos

Os antioxidantes enddgenos sdo agueles que se encontram nNos organismos Vivos
para lutar contra os danos provocados pelos radicais livres e outras espécies

reativas, possuindo varios mecanismos de defesa que atuam de diferentes formas.

Os antioxidantes naturais endégenos sdo antioxidantes enzimaticos que podem ser
encontrados tanto no meio intracelular, como no meio extracelular, sendo a primeira
linha de defesa contra os efeitos toxicos dos elevados niveis de ROS e RNS
(Morais, 2011).

O sistema enzimatico é formado por diversas enzimas, onde se destacam a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx)
(Mamta et al., 2014).

2.4.2. Antioxidantes naturais exdgenos

Os antioxidantes exdgenos, sédo aqueles que sao ingeridos através da nossa dieta,
inclui essencialmente alimentos de origem vegetal, podem ser extremamente
benéficos tendo um papel crucial na minimizagdo dos danos causados pelo
excesso de radicais livres. Estes antioxidantes encontram-se distribuidos em varios
Orgaos vegetais como, sementes, cereais, legumes, frutos, folhas, raizes, estando
também presentes nos animais e em microrganismos, protegendo-os do stresse
oxidativo e contribuindo para a prevencdo e manutencdo da saude humana
(Ferreira et al., 2010; Morais, 2011).
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Os vegetais tém antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos, que podem atuar
individualmente, sendo mais eficazes quando atuam em conjunto, permitindo assim

eliminar radicais livres, quer na fase aquosa quer na lipidica (Morais, 2011).
Podem-se distinguir diferentes grupos de antioxidantes naturais que séo:

Minerais — estes funcionam como cofator de enzimas antioxidantes, sendo que a
sua auséncia, afeta o metabolismo de muitas macromoléculas, como o0s
carboidratos. Alguns exemplos sdo o selénio e 0 zinco. O zinco é componente
estrutural e catalitico da enzima superéxido dismutase presente no citoplasma de
todas as células, que é essencial para a integridade e funcionalidade das

membranas celulares (Ferreira et al., 2010; Hamid et al., 2010).

Vitaminas — estas sd0 necessarias para a maioria das fungcdes metabdlicas do

corpo. Algumas importantes sdo a vitamina C e vitamina E (Hamid et al., 2010).

Fitoquimicos — estes estdo presentes em varios produtos como: fruta, vegetais,
leguminosas, especiarias, ervas aromaticas e medicinais, tendo um papel
importante como agentes protetores contra danos oxidativos. Os fitoquimicos
também sdo conhecidos por possuirem propriedades anticancerigenas, podendo
funcionar na prevengéo e tratamento de varios cancros. Os compostos fitoquimicos
dividem-se em diferentes classes, que séo, os alcaloides, carotendides, compostos
azotados, organofosforados e os compostos fendlicos, que sdo a classe mais

generalizada na natureza (Morais, 2011).

A vitamina C, também conhecida como acido ascérbico, € um antioxidante que
permite a transferéncia de eletrdes, terminando as reacdes de oxidacao em cadeia,

podendo também atuar ao captar oxigénio (Rodrigues, 2017).

A vitamina E, também conhecida como alfa-tocoferol é encontrada em améndoas,
em muitos 6leos, podendo também ser encontrada na manga, nozes, brécolos,
entre outros. Esta vitamina impede ou minimiza os danos provocados pelos radicais
livres associados com doengas especificas, incluindo o cancro, artrite e o

envelhecimento (Ferreira et al., 2010; Hamid et al., 2010).

Os compostos fendlicos, presentes em varias espécies de plantas, podem ser

encontrados em varias partes das plantas, como raizes, folhas, caules, cascas,
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flores e frutos. Muitas vezes as camadas mais externas das plantas, sao aquelas
gue contém os maiores niveis de compostos fendlicos, que normalmente oferecem

uma maior resisténcia mecanica as paredes celulares (Santos, 2011).

Os compostos fendlicos, sdo sollveis em agua e ocorrem nas plantas na forma livre
ou ligados a acucares (glicésidos) ou proteinas. S&o componentes substanciais da
fracdo ndo energética da dieta humana e também podem ser utilizados sob a forma
de suplementos alimentares, juntamente com certas vitaminas e minerais (Santos,
2011).

Os polifendis encontram-se tanto nas partes comestiveis, como nas néao
comestiveis das plantas, e para além das suas propriedades antioxidantes, também
contribuem para as caracteristicas sensoriais dos alimentos, como a cor, 0 aroma
e 0 sabor (Morais, 2011).

2.4.3. Antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes sintéticos sdo aqueles que séo sintetizados artificialmente através
de diferentes técnicas. Todos eles, sdo compostos polifendlicos e funcionam
capturando radicais livres para interromper as reacfes em cadeia, os derivados
polifendlicos geralmente compreendem mais de um grupo hidroxilo ou metoxi (Khan
et al., 2019).

Devido a sua atividade e grande acessibilidade, os antioxidantes sintéticos sao
amplamente aplicados como aditivos para evitar a rancificagdo dos alimentos,
podendo também ser usados na industria farmacéutica, como conservantes nos

cosméticos (Khan et al., 2019).

Séao largamente utilizados para estabilizar alimentos ricos em gordura pela sua
eficiéncia a reduzir a oxidacdo lipidica, no entanto, estes sempre levantaram
guestdes relativas a sua potencial toxicidade e carcinogenicidade a longo prazo,
sendo por isso mesmo, muito restritos e altamente regulados, sendo apenas

permitidos teores muito reduzidos na sua utilizacéo alimentar (Rodrigues, 2017).

A maioria dos antioxidantes sintéticos é composta por terminadores de radicais que

interrompem as cadeias de radicais livres, evitando assim a oxidacao de lipidos,
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sendo os mais usados, o hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado (BHA)
e a butil-hidroguinona terciaria (TBHQ) (Khan et al., 2019).

O BHT € um solido cristalino branco, que é insolivel em agua, mas é faciimente
soluvel em gorduras e 6leos, quando comparado com outros antioxidantes, como
0 BHA e o TBHQ. O seu ponto de fuséo € de 70 °C e o ponto de ebulicdo é de 265
°C (Schyvens, 2014). E dos antioxidantes mais usados na indistria alimentar,
especialmente em alimentos com baixo teor de gordura, produtos de peixe,
materiais de embalagem, parafina e 6leos minerais. Ele é rapidamente absorvido
pelo trato gastrointestinal quando ingerido, sendo depois distribuido pelo figado e
gordura corporal. A excrecéo é feita normalmente pela urina, podendo também ser

feita através das fezes (Barreira e Ferreira, 2019; Schyvens, 2014).

O BHA é uma mistura de dois isbmeros quimicos, 2(3)-terc-butil-4-hidroxianisol (3-
BHA) e 2-terc-butil-4-hidroxianisol (2-BHA). E um solido ceroso branco ou
amarelado que possui um odor aromatico e um sabor ardente levemente amargo,
gue se degrada com a exposicao perlongada a luz. O BHA é insoluvel em agua,
mas assim como o BHT é solavel em 6leos e gorduras. O seu ponto de fusdo é
entre 48-55 °C e o ponto de ebulicdo é entre 264-270 °C. Algumas das principais
aplicacdes incluem a preservacéo da soja e 6leo de palma em cereais e produtos
de confeitaria (no entanto, o TBHQ & mais eficaz em 0Oleos vegetais do que o BHA).
Pode também ser usado em produtos de panificacao, devido a elevada estabilidade
térmica e as suas condi¢des alcalinas suaves e pode também atuar como um co-
antioxidante, regenerando outros antioxidantes como o BHT. No entanto, ndo é
adequado para ser aplicado na fritura devido a sua volatilidade. Em relacdo ao seu
metabolismo, o BHA € rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal,
metabolizado e excretado principalmente na urina e/ou fezes. Os principais
metabolitos do BHA s&o glucuronideos, sulfatos e fenais livres em propor¢cdes que

variam de espécie para espécie (Barreira e Ferreira, 2019; Schyvens, 2014).

TBHQ (2-terc-butil-hidroguinona) é um composto sintético, polar, pertencente ao
grupo de compostos fendlicos. E muito conhecido pelas suas capacidades
antioxidantes, atuando como antioxidante primario de quebra de cadeia. E um

antioxidante difendlico altamente eficaz, sendo usado como conservante para 0leos
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vegetais insaturados e muitas gorduras animais comestiveis. Pode ser usado

também a nivel industrial e na perfumaria (Mamta et al., 2014; Rodrigues, 2017).

Devido a estes antioxidantes serem bastante usados como aditivo alimentar, a
toxicidade dos mesmos é bastante estudada. Estudos de toxicidade a longo prazo
do BHT, demostraram que altas doses de BHT podem exercer efeitos promotores
de tumor no figado e no pulm&o em alguns animais. Em relacdo ao BHA, varios
estudos foram feitos para averiguar a toxicidade e carcinogenicidade a longo prazo
com o uso do BHA, demonstrando, que em animais com forestomach (forestomach
€ um dos constituintes do estbmago de alguns animais, como ratos e hamsters),
foram observadas hiperplasias epiteliais gastricas, papilomas e carcinomas ligados
a exposicdo ao BHA. Estudos relacionados com o TBHQ, também sugerem que a
exposicdo a niveis elevados de TBHQ pode ser carcinogénica em ratos, que pode
ser devido a formagdo metabdlica de formas oxidadas de TBHQ (TBBQ) e a
geracao de ROS. Alguns estudos in vitro indicaram que o TBHQ causava danos ao

DNA, causando mutacdes cromossémicas (Gharavi et al., 2007; Schyvens, 2014).

2.5.Suplementos alimentares com extratos de casca de pinheiro-bravo

com atividade antioxidante

No mercado existem ja suplementos alimentares com extratos de casca de
pinheiro-bravo (Pinus pinaster Aiton subsp. atlantica), todos reivindicando a sua
origem na floresta “Les Landes de Gascogne”, no sudoeste da Franga:
Pycnogenol® (Horphag Research, Suica), Olygopin® (DRT, Franca) e
Flavangenol® (Toyo Shinyaku Inc., Japado). O Pycnogenol® é de longe o mais
estudado (Marmol et al., 2021).

2.5.1. Pycnogenol®

O extrato é comercializado em todo o mundo como aditivo alimentar, para usos
medicinais e ainda para utilizacdo em cosméticos. Uma monografia recente

compilou cerca de 400 estudos sobre o Pycnogenol relatou que varios estudos
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farmacologicos empregando modelos in vitro, animal e/ou humano reportaram que
o0 Pycnogenol possui atividades antioxidantes e anti-inflamatoérias potentes (Oliff e
Blumenthal, 2019; Rohdewald, 2005).

O Pycnogenol contém varios compostos ativos, sendo na maioria flavonéides, com
0s mondmeros epicatequina e catequina que compdem a maioria e fendis que

também se encontram entre os constituintes (Cordova et al., 2013).

No Pycnogenol podem ser encontrados acidos fendlicos derivados do &cido
benzoico: acido p-hidroxibenzéico, acido protocatecuico, acido vanilico e acido
galico, ou de acido cinamico, acido p-cumarico, acido cafeico e acido ferdlico,
podendo também ser encontrados, glicosideos e esteres de glicose (Rohdewald,
2005).

O Pycnogenol® esta padronizado para conter 70 + 5% de procianidinas, que
consistem em catequina condensada e epicatequina (Oliff e Blumenthal, 2019;
Rohdewald, 2005).

Alguns ides organicos, como o calcio, potassio e ferro estdo presentes, podendo

também encontrar-se manganés, zinco e cobre (Rohdewald, 2005).

O extrato de Pycnogenol é obtido através da casca do pinheiro, usando uma
solucao de 30% agua e 70% etanol como meio de extracdo. A extracao é feita com
0 uso de equipamentos patenteados, 0o que permite um processo continuo e
automatizado. O resultado e um pé fino, de cor castanha, que é soluvel em agua,
gue é estavel durante 3 anos, sendo armazenado num ambiente escuro e seco
(Oliff e Blumenthal, 2019).

Uma das acdes do extrato de Pycnogenol € a ajuda na prevencdo de doencas
cardiovasculares, através da melhoria da saude endotelial. As células endoteliais
revestem a parede interna dos vasos sanguineos e a sua funcdo é prejudicada
tanto por estimulos inflamatorios e stress oxidativo como com o envelhecimento e
diabetes (Oliff e Blumenthal, 2019).
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Através de pesquisas in vitro, foi possivel observar que o Pycnogenol foi capaz de
proteger células endoteliais cultivadas da lesdo oxidativa, inicialmente induzida

através do uso de hidroperéxido t-butilo (Oliff e Blumenthal, 2019).

Estudos feitos em voluntarios humanos, demonstraram que o Pycnogenol melhorou
a dilatacdo da artéria aorta, esse relaxamento também foi inibido na presenca de

um inibidor de 6xido nitrico sintetase endotelial (e-NOS) (Rohdewald, 2019).

Vérios estudos realizados in vitro relataram o poder antioxidante do Pycnogenol,
demostrando que este podia eliminar os radicais hidroxilo e os anides superoéxido,
podendo também prolongar a vida Util e aumentar a funcao antioxidante do radical
ascorbato (vitamina C), podendo ainda aumentar a atividade de outros sistemas
antioxidantes, nomeadamente superdxido dismutase, glutationa peroxidase e
catalase (Oliff e Blumenthal, 2019).

Como agente antioxidante o Pycnogenol € capaz de inativar espécies reativas de
oxigénio e outros radicais livres, aumentando a capacidade antioxidante plasmatica
em estudos com idosos, estudantes, atletas, fumadores e mulheres (Rohdewald,
2019).

A capacidade das procianidinas presentes no Pycnogenol, na eliminacdo de
radicais baseia-se em sua capacidade de reter a atividade de eliminacdo por
rearranjos intramoleculares. Através do uso de Pycnogenol, foi possivel aumentar
a vida util do radical ascorbil em comparacdo com outros bioflavonoides, e a
oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL) foi inibida in vitro. A toxicidade
de drogas antitumorais produtoras de radicais livres foi reduzida pelo pré-
tratamento com Pycnogenol sem reduzir a atividade anticancerigena da

doxorrubicina e ciclofosfamida (Rohdewald, 2005).

O Pycnogenol também foi capaz de bloguear a ativacdo do fator nuclear kappa B
(NF-kB) e da proteina ativadora 1 (AP-1), que sdo os principais fatores de
transcricdo envolvidos centralmente nos processos inflamatérios. Nas células
endoteliais humanas, o pré-tratamento com Pycnogenol suprimiu a ativacdo de NF-

kB pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), indicando assim que as respostas
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pro-inflamatorias podem ser inibidas pelo Pycnogenol no inicio da cadeia de reacao

bioguimica no nivel transcricional (Rohdewald, 2005).

Através de estudos feitos, ficou comprovado que o uso de Pycnogenol para o
tratamento de diabetes, pode ser uma alternativa viavel. Foram realizadas
experiéncias in vitro com alfa-glucosidade, que é uma enzima que hidrolisa
residuos de glicose dos polissacarideos, quando esta enzima € inibida, a absorcéo
de glicose é reduzida. Usou-se assim o Pycnogenol, em comparacdo com a
acarbose, que € um inibidor da alfa-glucosidade e verificou-se que o Pycnogenol,
€ um potente inibidor da alfa-glucosidade, sendo mais potente ainda do que a
acarbose. A atividade inibidora da acarbose pode ser até 190 vezes menor do que

0 extrato da casca de pinheiro (Bedekar et al., 2010; Oliff e Blumenthal, 2019).

Acredita-se que a capacidade antidiabética do Pycnogenol seja devido a atividade
inibidora da enzima digestiva, sendo que a sua atividade inibidora pode ser
comparada a dos extratos de catequina do cha verde e a acarbose. Dos compostos
polifendlicos presentes no Pycnogenol, apenas a catecina e as procianidinas

apresentam acao inibitéria da alfa-glucosidade (Bedekar et al., 2010).

O Pycnogenol, foi durante muito tempo usado para tratar sintomas de
hiperatividade, ja no ano de 1999 foi relatado um estudo de caso, em que a
suplementacdo com Pycnogenol, durante 4 semanas, resultou em uma diminui¢cao
significativa na hiperatividade e impulsividade em um paciente com TDAH
(transtorno de déficit de atencédo/hiperatividade). Ja mais tarde em 2006, um estudo
feito a 61 criancas e adolescentes com TDAH, demonstrou efeitos benéficos apos

a toma de 1mg/kg de Pycnogenol durante um més (Kapalka, 2010).

O TDAH, pode envolver uma desregulacdo das catecolaminas (por exemplo,
dopamina, adrenalina e noradrenalina). Um estudo, decidiu por isso medir os niveis
das catecolaminas em criancas com TDAH e sem TDAH, constatando que, criancas
com TDAH, apresentaram niveis significativamente mais altos de adrenalina e
noradrenalina na urina em comparag¢ao com criancas saudaveis. As criangcas com
TDAH, fizeram um tratamento com Pycnogenol, onde foi possivel verificar que o

uso de Pycnogenol, tendeu a normalizar os niveis das catecolaminas nas criancas

24



com TDAH, e estudos posteriores, concluiram também que o Pycnogenol é capaz

de diminuir a hiperatividade e o stress oxidativo (Oliff e Blumenthal, 2019).

2.5.2. Oligopin®

A matéria-prima do Oligopin é obtida do pinheiro Pinus pinaster, colhido na maior
floresta cultivada da Europa (Landes da Gasconha Franca), o processo de extracao
dos compostos comeca com uma extracdo solido-liquido (dgua) para obter o teor
total de polifendis, seguindo-se uma extracdo liquido-liquido para remover o0s
taninos, e termina com uma etapa de recristalizacdo para remover monémeros e

acidos fendlicos (Segala, Penmana e Piriou, 2018).

Cada vez mais estudos evidenciam que o Oligopin pode ter efeitos antiapoptoticos,
antiinflamatérios e antioxidantes. Este contém numerosos polifendis, como
proantocianidinas (por exemplo, epicatequina e catequina) (70-50%), &cidos
fendlicos e mondmeros polifendlicos. Varios ensaios clinicos, que incluiram
pacientes com varios historicos de doencas e individuos saudaveis indicou que o

Oligopin € seguro e ndo toxico, dependendo da dosagem usada (Majidi et al., 2021).

2.5.3. Flavangenol®

O Flavangenol € um extrato de casca de Pinus pinaster, colhido na floresta Landes
da Gasconha, Franca, obtido pelo método de extracdo com agua quente. Os
principais constituintes do Flavangenol sdo as proantocianidinas oligoméricas
(OPCs) que representam cerca de 60% de todos os componentes. Este em
comparacao com o Pycnogenol, que € obtido pelo método de extragcdo com agua e
etanol, possui uma menor quantidade de polifendis, como 0 monémero catequina
e taxifolina e outras proantocianidinas. O Flavangenol é amplamente utilizado como
suplemento nutricional para protecdo contra doencas crénicas relacionadas a
idade, como aterosclerose, hipertensdo e diabetes (Ohkita, Kiso e Matsumura,
2011; Kimura e Sumiyoshi, 2010).
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3) DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.1.Escolha dos produtos a serem testados

O primeiro passo do delineamento experimental, foi precisamente a escolha dos

produtos para a futura aplicacao dos extratos de pinheiro-bravo.

Apés o levantamento dos produtos da empresa, tendo em conta as suas
caracteristicas, designadamente a tipologia diferente e o elevado teor em gordura,
e também a elevada procura por parte dos consumidores, a escolha recaiu sobre

dois produtos - a “Chourica de Carne” (enchido) e a “Barriga de Porco”.

A chourica de carne tem um tempo de vida de prateleira de 4 meses (120 dias). O

objetivo da empresa € aumentar o tempo de vida deste produto para 180 dias.

A barriga tem um tempo de vida de prateleira de 3 meses (90 dias), sendo o objetivo

também aumentar o tempo de vida do produto por mais 60 dias, até aos 150 dias.

Seguidamente foi averiguado qual a etapa do processo mais adequada a aplicacdo
do extrato, quer do ponto de vista da praticabilidade industrial ndo acarretando
tempo adicional ao processo, quer do ponto de vista da maximizacao do potencial
efeito antioxidante desejado aplicando na etapa mais a jusante possivel. Nas
figuras 6 e 7 apresentam-se os fluxogramas dos dois produtos selecionados onde
se assinala (a amarelo) as etapas onde se prevé que serdo aplicados os extratos,
designadamente para a chourica de carne adicionando na 22 mistura e/ou
pincelando externamente na tripa antes da embalagem, e, no caso da barriga

fumada apods o corte e antes da embalagem.

Testes preliminares permitirdo decidir, no caso da chourica de carne, qual a etapa
selecionada para os estudos de prolongamento do tempo de vida do produto, em
funcdo da determinacado da atividade antioxidante a avaliar no final do atual tempo

de prateleira de 120 dias.
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3.2.Definicdo das analises a ser realizadas

Como o objetivo é o prolongamento do tempo de vida de prateleira dos produtos,
foram selecionadas as andlises necessarias para validar este tempo. Assim,
determinou-se que seriam realizadas analises fisico-quimicas, nomeadamente a
atividade da agua e ao pH, analises microbiologicas de acordo com o tipo de
produto, analises a oxidacao das gorduras, analises da composic¢ao nutricional final,

e por fim andlises sensoriais.

As andlises serdo efetuadas mensalmente até ao tempo de vida uatil atual do
produto e depois de 15 em 15 dias até ao final do tempo experimental, com a
excecao das analises nutricionais que serdo feitas no inicio e no fim do tempo
experimental. Nas tabelas seguintes (Tabelas 1 e 2) sdo apresentados os
momentos de amostragem considerados e a quantidade de produto necessario
para a determinacdo dos diversos parametros analiticos a efetuar (3 réplicas para

cada parametro analitico).

Tabela 1 - Célculo da quantidade necesséria de Barriga fumada

Barriga
Andlises N° amostras Peso Barriga (kg) Perdas~ durante  a Quantld,a.de
produgéo necessaria
t=0 |0 dias 3
t=1 |30 dias 3
t=2 | 60 dias 3 3*8*0.2=4.8 kg
. + 0.2 kg cada
t=3 | 90 dias 3 g +35% 4.8*0.35=1.68 kg
. pedaco
t=4 |105dias |3 4.8+1.68=6.48 kg
t=5 |120dias |3
t=6 |135dias |3
t=7 [150dias |3
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Tabela 2 - Célculo da quantidade necessaria de Chouriga Carne

Chourica Carne

Andlises N° amostras Peso  Chouriga Perdas~ durante a Quantid,a.de
(kg) producéo necessaria
t=0 | O dias 3
t=1 |30 dias 3
t=2 |60 dias 3 3*9*0.2=5.4 kg
t=3 |90 dias 3 + 0.2 kg cada 5.4*0.35=1.89 kg
B , ) +35%
t=4 |120dias |3 Chourica 5.4+1.89=7.29 kg
t=5 |135dias |3
t=6 |150dias |3
t=7 |165dias |3
t=8 [180dias |3

A partir destas tabelas chegou-se a conclusdo de que a quantidade necessaria do
produto Barriga durante o estudo é de 12,96 kg e a quantidade necesséria de
Chourica de Carne é de 14,58 kg. Nestes montantes ja estéo incluidas as perdas
de producédo que normalmente ocorrem durante o processo de producédo, bem

como os produtos teste e produtos controlo.

A seguir encontram-se duas tabelas (Tabelas 3 e 4) com a duracao dos testes, em
meses, desde o inicio da producao, até ao fim do tempo de vida util que se pretende

atingir.

Tabela 3 - Cronograma desde o inicio da producédo da Barriga

Barriga Meses
1 2 3 4 5 6 7
Producéo X
Cura X X
Tempo de vida util X X X
Prolongar vida util X X
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Tabela 4 - Cronograma desde o inicio da producédo da Chourica Carne

Chourica Carne Meses
1 2 3 4 5 6 7
Producéo X
Cura X
Tempo de vida util X X X X
Prolongar vida util X X

Como se pode observar pelas tabelas apresentadas, no total, a duracdo deste

estudo seria de 7 meses.

3.3.Definicdo da quantidade de substrato a ser usada

Para o calculo da quantidade de substrato a ser usada, tivemos por base os estudos
de Balzan et al (2017): “Effect of phenols extracted from a by-product of the oil mill
on the shelf-life of raw and cooked fresh pork sausages in the absence of chemical
additives”, em que foi usada a concentracdo de 0.75g de composto ativo/kg de

produto.

Neste artigo, foram adicionadas 0,75g de composto ativo e 0 extrato tem uma

concentracéo de compostos ativos de 65%, sendo assim,
Quantidade 4 qgicionar aos 075 = 0.75 X 0.35 = 0.2625g
Quantidade (otq1 q adicionar = 0-75 + 0.26 = 1g/kg de produto

Como sao necessarios 7,29kg de produto, entdo a quantidade de extrato

necesséria sera a seguinte:
Quantidade total de extrato necessaria — 19 X 7.29 = 7'299

Esta quantidade € relativa a Chourica de Carne, em que 0 extrato seco sera

adicionado juntamente com os ingredientes na 22 mistura da etapa da producéo.

Para a Barriga, e também para os estudos preliminares da chouri¢ca de carne se o
extrato for aplicada na tripa antes da embalagem a vacuo, como o extrato vai ser

adicionado a uma solucdo que posteriormente irA ser pincelada, a sua
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concentracdo € de 1/1, ou seja, no caso da Barriga, para pincelar as 6,48kg é
necessaria uma solucdo de cerca de 400mL, assim sendo, sdo necessarias 4009
de substrato seco, para pincelar as 7,29 kg de Chouri¢ca de Carne é necessaria uma
solucdo de cerca de 450 ml, sendo assim necessarias 450 g de substrato seco.
Assim sendo, sdo necessarias 850 g de substrato seco para pincelar a Barriga e a

Chourica de Carne.
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4) MATERIAIS E METODOS

4.1.Recolha e preparacéo da casca de pinheiro

A casca do pinheiro (Pinus pinaster subsp. atlantica) foi recolhida de arvores na
regido do Minho. A secagem da casca foi efetuada a 40°C durante 72 horas até
atingir um equilibrio de humidade. Posteriormente, foi moida durante 20s
(Termomix TM31, Vorwerk, Germany) e peneirada durante 1min para selecionar
particulas entre 200 e 850 um. A casca moida foi mantida em sacos lacrados, a

temperatura de 20°C e protegidos da luz, para uso posterior.

4.2.Extracao através de microondas

Foi utilizado um equipamento SK-12 com rotor de pressdo média (ETHOS X,
Milestone, Italia) e um programa de extracdo com poténcia de 1600 W, a 110 °C
durante 30 min. Um total de 2,5 g de casca moida foi colocada em cada tubo de
extracdo a que foram adicionados 50 mL de cada solvente 4gua, agua+etanol
(50/50 v/v) e etanol 96%. Depois da extracdo, os conteudos de 4 tubos do mesmo
solvente (o equipamento possui 12 tubos) foram misturados obtendo-se 200 mL de

amostra por solvente.

4.3.Rendimento de extracao

O rendimento de extracdo, definido como a quantidade de extrato recuperado em
massa comparada com a quantidade inicial de casca seca, € uma medida da
eficiéncia do solvente para extrair componentes especificos do material original

(Aspé e Fernandez, 2011).

O rendimento foi calculado para cada um dos solventes testados, com o extrato

seco a 103°+2°C.

4.4.Teor de Fendlicos Totais
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O conteudo fendlico total da casca do pinheiro foi determinado colorimetricamente
a 725 nm, usando o método descrito Singleton e Rossi (1965). Primeiramente, o
reagente comercial Folin-Ciocalteu’s foi diluido em agua destilada (1/10). Em
seguida foi medido 1 mL de cada extrato/padrdo/branco (agua destilada) e
adicionado 1 mL de Folin-Ciocalteu, misturando-se bem e deixando repousar
durante 3 minutos. A seguir foi adicionado 1 mL de solu¢do aquosa Na2COs 7% e
misturou-se. No fim aferiu-se a 10 mL com agua destilada. O frasco foi mantido no
escuro a temperatura ambiente, durante 90 minutos, tendo sido depois lida a
absorvancia a 725 nm (VWR® Spectrophotometers, UV-Vis Scanning UV-3100PC),

usando como branco a agua destilada.

4.5 Atividade antioxidante através do método DPPH

A atividade  antioxidante  foi  determinada pelo método DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) usando o trolox como padréo. Inicialmente preparou-se
uma solucéo de DPPH 60 uM e uma solucdo méae de Trolox 800 pmol/L. Foram
efetuadas 3 diluigbes diferentes com o extrato obtido. Em cada tubo de ensaio
foram colocados 0,1 mL de cada diluicdo do extrato, juntamente com 3,9 mL de
DPPH, tendo depois sido deixados a temperatura ambiente no escuro durante 30
minutos, antes de se medir a absorbancia a 515 nm. Como controlo foi usada uma
solucdo DPPH contendo metanol em vez de amostra. A partir da solucdo mae de
Trolox foi preparada a curva padrdo com as seguintes concentracdes: 0, 40, 80,
100, 200, 400 e 800 mgl/L.

4.6.Atividade antioxidante através do método ABTS

A atividade antioxidante foi determinada pelo método ABTS (2,2'-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) usando o trolox como padrdo. Primeiramente
foi preparada uma solucdo de ABTS. Foram feitas 3 diluicbes diferentes com o
extrato que foi extraido. Nos tubos de ensaio eram colocados 30 L de cada diluicdo
do extrato, juntamente com 3 ml de ABTS, tendo depois sido deixados no escuro
durante 6 minutos, antes de se medir a absorbancia a 734 nm. Como controlo foi
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usada uma solucdo ABTS contendo metanol em vez de amostra. A partir da solugao
mae de Trolox foi preparada a curva padrdo com as seguintes concentracoes: 0,
40, 80, 100, 200, 400 e 800 mgl/L.

4.7.Analise Estatistica

Os resultados serdo apresentados como média = desvio padrdao (DP) das
repeticdes. Para a andlise estatistica dos resultados obtidos foi utilizado o programa
Statistica 7. Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA), comparac¢des multiplas
para testar as diferencas significativas entre as médias, e realizado o teste de Tukey
para comparacdo de médias encontradas. Diferencas no nivel de confianca 5%

foram consideradas significativas.
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5) RESULTADOS

5.1.Rendimento de extracao

Na tabela seguinte, encontram-se expressos os valores médios e 0s respetivos
desvios padrdes do rendimento de extracdo usando a 4gua, a agua+etanol (50:50)

e o etanol como solventes.

Tabela 5 — Resultado do rendimento de extracdo dos diferentes solventes nos

dois ensaios de extragao

Solvente Rendimento de
extracdo (% m/m)
Agua 2,02 +0,02a
Extracdo 1 Agua+etanol 4.84 +0.04b
Etanol 8,53 + 0,16¢
Agua 2,01 +0,04a
Extracao 2 Agua+etanol 6.90 = 0.08b
Etanol 8.61 + 0,02¢

Através da analise da tabela, podemos perceber que o solvente utilizado afeta o
rendimento de extracdo, sendo a agua o solvente com menor rendimento de
extracdo e o etanol o que apresenta o maior rendimento de extragdo, em qualquer
dos ensaios. O menor rendimento foi obtido utilizando a d&gua como solvente na
Extracéo 2 (2,01 + 0,04 %) e o maior rendimento foi obtido utilizando o etanol como
solvente na Extracéo 2 (8,61 + 0,02 %). Em ambos 0s ensaios, as diferencas entre

os solventes no rendimento de extragao foram significativas (p<0,05).

Aspé e Fernandez (2011), compararam os métodos de extracdo Soxhlet e
microondas de casca de pinheiro (Pinus radiata) e usando como solvente
acetona+agua (7:3 v/v) obtiveram uma percentagem de rendimento de extracdo de
10,4 + 0,3 % na extragao por microondas e de 12 + 0,4 % na extragao por Soxhlet.
Estes valores séo ligeiramente superiores aos obtidos neste estudo, mesmo
considerando o maior rendimento de extracdo de 8,61 + 0,02 usando o etanol como
solvente. Provavelmente a acetona serd um solvente mais eficaz, mas o seu uso
nunca foi equacionado neste estudo por questdes de sustentabilidade ambiental

por comparacao com 0s solventes etanol e agua.
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Chupin et al. (2015) usando a extracao assistida por microondas de casca de Pinus
pinaster, utilizando como solvente agua+etanol (80:20 v/v), e tendo testado
diferentes granulometrias da casca de pinheiro obtiveram diferentes valores de
rendimento de extracdo, correspondendo & menor granulometria (0,1 e 0,05mm), o
melhor resultado (13,16 + 0,000 %), concluindo assim que diferentes
granulometrias de casca provocam diferentes resultados no rendimento de
extracdo. No presente estudo a granulometria utilizada foi superior (0,2 e 0,85mm)

e 0 maior rendimento obtido foi obtido pelo etanol.

Vieito et al. (2018) usaram a extragao Soxhlet de casca de pinheiro-bravo, testando
3 solventes diferentes, agua, agua+etanol (50/50 v/v) e etanol e concluiram néo
haver diferencas significativas entre os solventes agua+etanol (50/50 v/v) e etanol
obtendo-se os melhores resultados (17.55 + 0.16 % e 17.08 £ 0.23 %
respetivamente). Estes valores s&o superiores aos obtidos neste estudo,
evidenciando que o rendimento de extracdo € superior na extracao classica por

Soxhlet por comparacdo com o método de microondas.

5.2.Teor de Fendlicos Totais

Na tabela seguinte, encontram-se expressos os valores médios e 0s respetivos
desvios padrbdes da determinacéo do teor de fendlicos totais realizados usando a

agua, a 4gua+etanol e o etanol como solvente.

Tabela 6 - Resultados do teor de Fendlicos Totais dos diferentes solventes

Solvente (mg GAE/g amostra)
Agua 2,83 +0,08a
Extracdo 1 Agua+etanol 55,22 +0,08b
Etanol 55,68 + 0,96b
Agua 5,59 +0,17a
Extracéo 2 Agua+etanol 36,95 + 1,06b
Etanol 44,38 +1,35¢

Através da analise da tabela anterior, podemos primeiramente verificar que existe
uma grande diferenca no teor de fendlicos totais se for usada a agua como solvente,

em relacdo aos solventes, dgua+etanol e etanol, sendo o solvente agua aquele que
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apresenta um menor teor de fendlicos totais. O menor valor de teor de fendlicos
totais foi obtido usando a gua como solvente na Extracéo 1, pelo contrario, o maior
valor obtido foi usando o etanol como solvente, também na Extracdo 1. Em ambas

as extragdes o etanol, foi aquele que obteve maior teor de fendlicos totais.

Na Extragdo 1, n&o existem diferengcas significativas entre 0s solventes
agua+etanol e etanol (p<0,05). Por outro lado, na Extracdo 2, verificam-se

diferencas significativas entre todos os solventes utilizados.

Chupin et al. (2015) obtiveram diferentes teores de fendlicos totais, usando uma
solucao de 4gua+etanol (80:20 v/v), testando diferentes granulometrias de casca e
obtiveram o valor de 39,52 + 0,495 (mg GAE/g amostra) como melhor resultado,
sendo este valor inferior ao obtido no presente estudo, uma vez que o melhor valor

obtido foi de 55,68 + 0,96 (mg GAE/g amostra) usando o etanol como solvente.

Barros et al. (2020) usaram dois métodos de extracdo, Soxhlet e a extracao
assistida por microondas, da casca de Pinus pinaster, usando uma solucéo de
agua+etanol (50:50 v/v) como solvente e obtiveram valores de 54.9 =+ 2.6 (mg
GAE/g amostra) para o método de Soxhlet e de 71.1 £ 3.4 (mg GAE/g amostra)

para 0 microondas.

Vieito et al. (2018) também determinaram o teor de fendlicos totais, tendo
concluindo que o solvente afetou o teor de fendlicos totais (p<0,05), o solvente
agua/etanol extraiu o maior teor de substancias fendlicas (73,48 + 1,84 mg GAE/qg),
seguido de etanol (63,38 + 1,26 mg GAE/g) e por fim a agua (50,09 + 4,70 mg

GAE/g), sendo estes valores superiores aos valores obtidos neste estudo.

5.3. Atividade antioxidante através do método DPPH

Na tabela seguinte, encontram-se os valores da atividade antioxidante respetivo
desvio padrédo, obtidos pelo método DPPH, usando o trolox como padrdo. Os

resultados foram expressos em ECso.
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Tabela 7 - Resultados da atividade antioxidante dos diferentes solventes através
do método DPPH

Solvente ECso (mg/ml)

Agua 0,61+0,13a

Extracéo 1 Agua+etanol 0,12 +0,02b
Etanol 0,07 £ 0,00b

Agua 0,45 +0,10a

Extracao 2 Agua+etanol 0,08 £ 0,01b
Etanol 0,06 £ 0,01b

O teste de DPPH avalia a bioatividade dos substratos, calculando-se para isso 0
valor de ECso, que significa a quantidade necessaria para diminuir ou reduzir a
concentracéo inicial do radical DPPH- em 50 %, assim sendo, quanto menor o valor

de ECso, maior é a capacidade antioxidante do substrato e vice-versa.

Atraveés dos valores de ECso obtidos, verifica-se que a agua € pior solvente uma vez
gue os valores de ECso séo os mais elevados, seguindo-se do solvente agua+etanol
e por fim o etanol, em ambas as extrac6es. O maior valor de ECsofoi de 0,61 £ 0,13
mg/ml, obtido usando a 4gua como solvente, e o menor valor de ECso foi de 0,06 +
0,01 mg/ml, obtido usando o etanol como solvente.

Através da andlise estatistica, podemos verificar que existem diferencas
significativas entre a dgua e os outros dois solventes (p<0,05), n&do existindo, no

entanto, diferencas significativas entre os solventes agua+etanol e etanol (p>0,05).

Aspé e Fernandez (2011), testaram a capacidade antioxidante de extratos da casca
de Pinus radiata através do método DPPH, usando as extra¢des por Soxhlet e por
microondas, tendo sido usado como solvente, uma solucdo de acetona+agua (7:3
v/v). A atividade antioxidante foi obtida através do célculo do valor de ECso e 0s
resultados foram também comparados com o Pycnogenol, o extrato comercial de
casca de pinheiro (Pinus pinaster). Os resultados obtidos foram 15,4 + 0,07 pug/mL,
para a extracao por Soxhlet, 11,6 + 0,13 pug/mL na extracéo por Microondas e 24,6
+ 0,42 pg/mL, no Pycnogenol. Estes resultados, sdo melhores que os obtidos no
presente estudo, (0 ECso mais baixo obtido foi de 0,06 £ 0,01 mg/ml). Contudo,

estes resultados ndo sao comparaveis pois podem ser devido a diferentes
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condicOes de extragcdo, como o facto de o solvente ser diferente, e a variedade de

pinheiro também, como ja foi referido anteriormente.

Ferreira-Santos et al. (2020), também testaram a capacidade antioxidante através
do método DPPH, tendo obtido um valor de ECso de 49,74 + 0,1 pg/mL, usando
como solvente a mistura agua+etanol (50:50 v/v). Estes valores de ECso séo
também ligeiramente inferiores aos obtidos neste estudo, mas os métodos de

extracdo usados também eram diferentes.

5.4. Atividade antioxidante através do método ABTS

Na tabela seguinte, encontram-se os valores da atividade antioxidante obtidos pelo
método ABTS, usando o trolox como padrdo. Os resultados foram expressos em
pumol ECso.

Tabela 8 - Resultados da atividade antioxidante dos diferentes solventes através
do método ABTS

Solvente ECso (mg/ml)

Agua 0,49 + 0,00a

Extracéo 1 Agua+etanol 0,13 £0,01b
Etanol 0,08 £0,01c

Agua 0,43  0,03a

Extracao 2 Agua+etanol 0,07 £0,01b
Etanol 0,06 £ 0,01b

Através da analise da tabela podemos constatar, tal como ocorreu no método
DPPH, que o solvente agua apresenta uma menor atividade antioxidante,
comparando com os outros dois solventes. O melhor solvente foi o Etanol, onde se

obtiveram os valores mais baixos de ECso, seguindo-se a agua+etanol.

Através da andlise estatistica, foi possivel perceber que existem diferencas
significativas na Extracdo 1 nos trés solventes. Na Extracao 2, existem diferencas
significativas entre a agua e os outros dois solventes, a aguatetanol e o etanol,

mas nao entre estes dois ultimos.

Ferreira-Santos et al. (2020), testaram a atividade antioxidante de extratos da casca

de Pinus pinaster usando diferentes propor¢gdes de agua e etanol. Para o teste
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ABTS, foi calculando o valor de ECso, tendo sido o melhor valor obtido, usando uma
percentagem de aguatetanol (50:50 v/v), com um valor de ECso de 59,41 + 2,1
Hg/mL. Este valor € semelhante ao obtido neste estudo usando agua+etanol como
solvente, uma vez que o melhor valor obtido foi de 0,07 £ 0,01 mg/mL, na segunda

extracao.
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6) CONCLUSAO

No decorrer deste trabalho, foi possivel verificar que o tipo de solvente usado
influenciou o rendimento de extracdo, o teor de fendlicos totais e a atividade

antioxidante dos extratos.

No rendimento de extragao, verificou-se que existem diferencgas significativas nos
trés diferentes solventes usados, em ambas as extracdes. Aqui, 0 maior rendimento
foi obtido usando o etanol na extracdo 2 (8,61 = 0,02 % na casca) e 0 menor

rendimento foi obtido usando a 4gua na extragédo 2 (2,01 £ 0,04 % na casca).

Nos restantes parametros analisados, de uma forma geral, o solvente
hidroetanodlico e o etandlico ndo apresentam diferencas significativas, tendo por
isso um rendimento semelhante, no entanto, o solvente agua € aquele que
apresenta diferencas significativas comparando com os outros dois solventes em
todos os parametros analisados em ambas as extracdes, apresentando realmente
valores bastante mais inferiores quando comparado com o0s solventes

hidroetandlicos e etanolicos.

Apesar de nao terem sido observadas diferencas significativas entre as
performances dos extratos etandlicos e hidroetandlicos relativamente aos
parametros analisados, foi decidido utilizar o solvente hidroetandlico, porque o
objetivo era aplicar um extrato eficaz, mas o mais natural (“verde”) e menos

dispendioso possivel.

Futuramente os extratos hidroetandlicos serdo aplicados nos produtos curados
selecionados, barriga fumada e chourica de carne, nas etapas dos processos de
fabrico consideradas mais adequadas, e avaliado o efeito da sua adicdo na
conservacdao dos produtos ao longo de respetivamente, 150 e 180 dias de

armazenamento.
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