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editorial 1

O Sector Agro-alimentar constitui um espago muito impor-
tante da Economia Europeia e Nacional, sendo a Industria
Alimentar e de Bebidas aquela que gera maior Volume
de Negdécios das Industrias Transformadores (ca. 14 mil
milhdes €), com um peso de 20% do total do Volume
de Negdcios das industrias transformadoras nacionais.

Sdo vdrias as dreas de intervencdo da Biotecnologia no setor
agro-alimentar que vao desde o melhoramento das plantas
até ao desenvolvimento biotecnolégico dos processos de
transformacgdo (processos tdo tradicionais como a producao
de bebidas alcodlicas e de produtos lacteos sdo processos
biotecnolégicos) passando pelo aproveitamento e transfor-
macado dos sub-produtos agro-alimentares em produtos de
valor acrescentado para diferentes aplicagoes.

E, é cada vez maior a associacdo entre a alimentagdo e a
satde o que faz aumentar a importancia da biotecnologia no
agro-alimentar.

Sendo assim, depois da publicagdo de nimeros temdaticos
orientados para o mar, a sadde e a biotecnologia industrial,
a SPBT considera ser da maior relevancia a publicagdo de
um ndmero ligado a Biotecnologia Alimentar onde também
é evidenciada a qualidade e quantidade de trabalho que os
grupos de investigacdo portugueses tém vindo a desenvolver
neste tema.

José Teixeira
(Presidente da SPBT)

Contamos com todos para uma
SPBT dinamica e participativa
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De acordo com a definicdo da Convencido sobre Diversida-
de Bioldgica da ONU (Convention on Biological Diversity
Article 2. Use of Terms, United Nations 1992) a Biotecnolo-
gia refere-se a toda aplicagdo tecnolégica que utilize siste-
mas biolégicos e organismos vivos ou seus derivados para a
criagdo ou modificagdo de produtos ou processos para usos
especificos. Todos os processos que utilizavam microorganis-
mos para fermentagoes (alcodlicas, de produtos cérnicos e
lacteos), utilizacdo de enzimas em biocatdlise ou culturas de
células estavam englobados no termo Biotecnologia.

O desenvolvimento de Organismos Geneticamente Modifi-
cados (OGM) foi o grande avango em matéria de aplicagdes
biotecnolégicas no campo da alimentagdo. O uso de OGMs
recorrendo a DNA recombinante ja era conhecido e usado
na inddstria farmacéutica, tendo em 1990 surgido a primeira
aplicacdo na area alimentar com a produgdo da quimosi-
na por microrganismos, aos quais tinham sido introduzidos
genes de origem bovina. Contudo, o alimento propriamente
dito, o queijo, ndo é considerado como alimento genetica-
mente modificado (GM) por ndo conservar a enzima de co-
agulagdo no produto final. Muito mudou desde o inicio dos
anos 90. Em 1992, foi solicitada autorizagdo a FDA para a
comercializagdo do primeiro alimento GM, a qual foi conce-
dida em 1994. Tratava-se do tomate Flavr Savr, no qual tinha
sido silenciado um gene da sintese da poligalacturonase e
desta forma o tomate ndo amolecia com o amadurecimento
e podia ser apanhado quando a sua cor e aroma eram ideais.

Em Janeiro de 2000, durante a Convencao sobre Diversida-
de Bioldgica (CDB) em Cartagena, Colémbia, foi assinado o
Protocolo de Cartagena sobre Biosseguranca o qual “reco-
nhece que a Biotecnologia moderna tem imensas possibi-
lidades de contribuir para o bem-estar humano se é desen-
volvida com medidas de seguranca adequadas para o meio
ambiente e a satide humana” [1]. Sdo estas preocupagoes
com o meio ambiente e a satide humana que tém levantado
controvérsia, um pouco pelo mundo todo, com particular re-
levancia na Europa.

Deve aqui ser feita a diferenga entre Organismos Genetica-
mente Modificados e Organismos Transgénicos. No caso do
transgénico existe a introducdo de DNA exdgeno, enquanto
no OGM a modificacdo pode ter sido atingida por engenha-
ria genética através da sobre-expressdo ou do silenciamento
de genes. Todo o transgénico € geneticamente modificado,
enquanto o contrario ndo se verifica.

Os detractores dos OGMs alegam perigos ambientais, tais
como a polinizacdo cruzada, o desenvolvimento de resistén-
cia a insectos e fungos ou a eventual introducdo de alergénios
em produtos produzidos por plantas transgénicas. Existem
estudos que demonstram a possibilidade destas ocorréncias,
os quais pela sua vez tém sido muito criticados e desacre-
ditados por parte da comunidade cientifica e certamente
pelas companhias biotecnoldgicas. Uma das desconfiangas
mais arraigadas foca-se em que a maioria dos estudos de
inocuidade dos OGM tém sido apresentados ou encomen-
dados pelas préprias empresas produtoras. Por outro lado, a
criacdo de obrigatoriedades de compra anual das sementes,
por parte dos agricultores, e os monopdlios das empresas
que comercializam, ndo s6 as sementes, sendo também os
pesticidas a utilizar, é susceptivel de criar facilmente descon-
fianga. A distribuicdo gratuita de sementes GM produzidas
por entidades publicas, como no caso de Embrapa no Brasil,
que tem desenvolvido uma série de plantas geneticamente
modificadas, ajudard sem divida a diminuir a percepgao de
se estar nas maos de monopdlios.

Ha 20 anos, quando a engenharia genética estava a dar os
seus primeiros passos na producdo de plantas GM para ali-
mentagdo, as ferramentas utilizadas para inserir o DNA pro-
duziam “eventos” aleatdrios e existia a introdugdo de genes
de resisténcia a antibidticos para reconhecer a presenca dos
“eventos”, situagdes que estdo hoje a ser melhor resolvidas.
Por outro lado os objectivos estavam focados no aumento
da producdo, através de culturas resistentes a herbicidas e
a pragas, o que de fato traduziu-se num aumento da produ-
tividade. Nos 16 anos decorridos entre 1996 e 2011 a area
plantada com culturas GM registou um incremento de 94
vezes: de 1,7 milhdes de hectares em 1996 para 160 milhoes
de hectares em 2011 [2].

Numa escala global a utilizacdo de produtos derivados de
plantas GM tem aumentado, com alguma melhoria da acei-
tagdo social em relagio a percepcao do risco dos OGM. A
isto tem ajudado o controlo do cumprimento dos protocolos
de segurancga, a percepcao do avango do conhecimento e da
ciéncia, assim como as politicas publicas de protegio a sai-
de do consumidor. Todavia, existem vozes que denunciam
um excesso na legislacdo e consideram que o problema da
ndo aceitacdo por parte dos governos é mais de indole poli-
tica do que cientifica [3, 4].

Neste momento estamos perante uma situagdo completa-
mente diferente na qual uma das grandes aplicagdes das
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plantas GM consiste em obter alimentos de melhor qualida-
de, por serem, ou mais apropriados do ponto de vista nutri-
cional ou mais apelativos do ponto de vista organoléptico ou
funcional. O conhecimento sobre o genoma e a funcdo dos
genes vegetais progrediu de tal forma que é possivel agora
desenhar plantas que expressem niveis alterados do produ-
to do gene em estudo [5]. O metabolismo vegetal pode ser
direccionado para gerar produtos com aplicagoes especifi-
cas. Um exemplo é a soja com alto teor em dcido oleico,
com diminui¢do do contetido de dcidos gordos polinsatu-
rados, conferindo estabilidade térmica ao produto, evitando
desta forma o recurso a hidrogenagdo. Existem reportes que
demonstram que a engenharia metabdlica multigene pode
aumentar o nivel de carotendides em tecidos de plantas edi-
veis. Foi desenvolvido um método de transformacgdo nuclear
combinatéria que permitiu escrutinar a via de sintese de ca-
rotenéides em milho e que possibilita a producdo de diver-
sas populagdes de plantas transgénicas com diferentes perfis
em carotendides [4]. Por outro lado as ferramentas de enge-
nharia genética permitem hoje inserir, remover ou provocar
mutagdes em sitios especificos, os genes de interesse. Isto
significa que em muitos casos pode ser evitada a introducdo
de DNA externo (transgene) e desta forma ter culturas que
ndo sejam transgénicas [5], as quais eventualmente tenham
melhor aceitagdo por parte dos consumidores. Em teoria,
este tipo de abordagem é mais benévolo com a conservagao
da biodiversidade, porque abre o caminho a exploracao de
variedades pouco utilizadas, mas com caracteristicas feno-
tipicas e composicionais interessantes sob o ponto de vista
nutricional, organoléptico e de capacidade produtiva.
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Enquanto a utilizagdo de microorganismos GM ndo levanta
a celeuma das plantas GM, a situagdo com os animais esta
longe de ser pacifica. A FDA aprovou, em 2013, o salmio
transgénico, primeiro animal a ser licenciado para cultura e
consumo. A agéncia ambiental do Canada aprovou a produ-
¢ao e exportagdo de 100 mil ovos de salmdo geneticamente
modificado por ano, mas ndo permite o consumo do salmao
transgénico em solo canadense, tendo a exportacdo como
alvo os Estados Unidos. Este salmdo no qual foram introdu-
zidos genes que controlam as hormonas de crescimento da
enguia, cresce em metade do tempo [6].

Os microrganismos e plantas GM parecem ter vindo para
ficar, abrindo inGmeros e interessantes desafios e frentes de
investigacdo na Biotecnologia Alimentar. O préximo interro-
gante é ver qual serd a aceitagio e implantagao de animais
GM na dieta alimentar.
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Resumo

A Biotecnologia Alimentar é um termo muito lato que se aplica ao uso de organismos vivos para melhorar a produgao de ali-
mentos, quer para aumentar a produtividade quer para obter alimentos melhores e/ou com caracteristicas especificas, e envolve

técnicas que vao das mais simples as mais sofisticadas.

Alimentos fermentados — alimentos do
futuro com raizes ancestrais

Desde os tempos mais ancestrais que o Homem produz e
melhora os processos fermentativos de producgdo de alimen-
tos, fazendo cruzamentos de espécies e selecionando os
microrganismos que permitiam maiores rendimentos ou os
que conferiam as caracteristicas desejadas ao alimento. No
entanto, as técnicas ancestrais de melhoramento eram técni-
cas morosas e pouco controladas. Com o advento da enge-
nharia genética e das técnicas de DNA recombinante surge
a biotecnologia alimentar moderna em que se utilizam os
conhecimentos moleculares adquiridos ao longo dos Gltimos
anos com o objectivo de aumentar o rendimento, melhorar
as qualidades nutricionais e/ou introduzir novas funcionali-
dades nos produtos alimentares destinados ao consumo hu-
mano e animal, sejam eles matérias primas resultantes da
atividade agricola ou alimentos processados.

De acordo com a Comissdo para o Codex Alimentarius os
alimentos produzidos através da biotecnologia moderna po-
dem ser classificados em:

- Alimentos consistindo ou contendo organismos vivos;

- Alimentos produzidos por ou contendo ingredientes pro-
duzidos por OGMs, como por exemplo: farinhas, produ-
tos a base de proteina ou 6leo de soja;

- Alimentos contendo aditivos produzidos por microrga-
nismos geneticamente modificados, como por exemplo:
corantes, vitaminas ou aminodacidos essenciais;

- Alimentos contendo ingredientes processados por enzi-
mas produzidas por microrganismos, como por exem-
plo: xarope de frutose produzido a partir de amido usan-
do a enzima glucose isomerase produzida por microrga-
nismos geneticamente modificados;

que correspondem aos trés grandes tipos de transformagdes
biotecnolégicas de alimentos: transformagdo microbiana,
transformacao genética e transformagao enzimatica.

Nos dltimos anos, o aumento das ocorréncias de doencas
relacionadas com um estilo de vida sedentdrio e maior con-
sumo de alimentos nutricionalmente pobres tem levado a
uma maior consciencializagdo da populagdo em relagdo ao
tipo de alimentos consumidos e consequentemente a um au-
mento da procura de alimentos ditos saudaveis, o que por
sua vez tem levado a um crescente investimento por parte da
industria alimentar na sua producgdo e comercializagdo [1].
Entre estes alimentos, os alimentos funcionais enquanto “ali-
mentos para os quais é possivel demonstrar que apresentam
efeito fisiol6gico benéfico para a sadde e/ou redugao dos ris-
cos de doencas crénicas, para além da fungdo nutricional
bésica” sdo cada vez mais procurados [1].

Uma gama importante do sector dos alimentos funcionais
sdo os alimentos fermentados. A fermentacdo desempenha
nos dias de hoje trés fungdes importantes no processamento
de alimentos:

- enriquecimento da dieta humana através do desenvolvi-
mento de uma variedade de sabores, aromas e texturas
nos alimentos;

- aumento da seguranga e tempo de conservagao;

- enriquecimento dos substratos alimentares por via bio-
l6gica com vitaminas, proteinas, aminodcidos essenciais
e acidos gordos essenciais.

No caso dos alimentos fermentados obtidos a partir de leite
ha a acrescentar a reducdo dos problemas de intolerancia,
em resultado da hidrélise da lactose. Jd no caso dos alimen-
tos fermentados a partir de leguminosas existem muitas ou-
tras vantagens tais como o aumento da biodisponibilidade
de micronutrientes essenciais em resultados da eliminacdo
de fitatos e de inibidores da tripsina, o aumento da digesti-
bilidade em resultado da acdo de enzimas hidroliticas sobre
proteinas, lipidos e celulose, o aumento do conteido em
acidos gordos volateis bem como uma redugdo nos factores
anti-nutricionais como a estaquiose e a rafinose [2].

Todas estas vantagens levam a que os alimentos fermentados
sejam mais sauddveis, seguros e capazes de aportar nutrien-
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tes especificos a grupos populacionais com necessidades es-
pecificas [2].

Até a utilizacdo das técnicas de engenharia genética, a pro-
ducdo de alimentos fermentados dependia inteiramente da
selecdo tradicional de estirpes, baseada em processos de
tentativa e erro, morosos e pouco controlados. O desenvol-
vimento da tecnologia de DNA recombinante veio trazer
novas perspectivas a biotecnologia alimentar e a producao
de alimentos fermentados com base em microrganismos ge-
neticamente modificados.

Atualmente, existem vdrias estirpes geneticamente modifica-
das de microrganismos que tém vindo a ser desenvolvidas
ndo s6 para producdo de alimentos fermentados inovadores
mas também de alimentos mais tradicionais. Estas estirpes
permitem, ndo s6 melhorar os processos em termos tecnolé-
gicos (aumentando o rendimento e a reprodutibilidade dos
processos fermentativos), como também introduzir novas ca-
racteristicas ou melhorar as existentes, fornecer uma maior
seguranca alimentar e prolongar o tempo de conservagao
desses alimentos. De entre os casos mais emblematicos de
novas estirpes desenvolvidas para alimentos fermentados
“ancestrais”, estdo estirpes de levedura utilizadas na produ-
¢do de vinho capazes de produzir aromas especificos e re-
sistir aos varios tipos de stresses que encontram ao longo da
fermentacdo [3] e estirpes cervejeiras com maior capacidade
de transporte de maltose e maltotriose ou com maior capaci-
dade de floculagao (facilitando o processo de separagdo) [4].
Outro caso € o das novas estirpes de leveduras de panifica-
¢do com maior atividade fermentativa e maior resisténcia a
crio-conservacgdo (de forma a manterem a capacidade fer-
mentativa apds o descongelamento das massas). Para além
destas, sdo de citar vérias estirpes de bactérias lacticas com
resisténcia acrescida a ambientes 4cidos similares aos en-
contrados no trato digestivo, o que aumenta o seu potencial
enquanto probidticos que poderdo ser incorporados em va-
rios alimentos que sofrem fermentacdo lactica [5].

A par das técnicas de manipulagio genética, com o desen-
volvimentos de técnicas de andlise em larga escala (as cha-
madas “6micas”), da sequenciagdo do genoma de vdrias es-
tirpes e da biologia de sistemas, ocorreu mais recentemente
uma mudanga de paradigma em termos de abordagem aos
processo fermentativo, procurando-se olhar para os micror-
ganismos numa perspectiva holistica [6, 7]. Esta nova abor-
dagem, tornou possivel fazer a caracterizagdo fenotipica e

genotipica detalhada de um grande ndmero de estirpes [8]
e estabelecer uma correlacdo entre as carateristicas fenoti-
picas de interesse para a produgdo de alimentos fermenta-
dos e os niveis de mRNA/proteinas especificos facilitando
o desenvolvimento de estratégias de modificacdo genética
mais fundamentadas [3]. A existéncia de programas de se-
quenciagdo massiva de estirpes de varios nichos ecolégicos
naturais e industriais [9, 10] permitira ainda revelar os efei-
tos da selecdo natural e humana nas estirpes fermentativas
comerciais (sejam elas leveduras, fungos filamentosos ou
bactérias, e desenhar estratégias para obter novos microrga-
nismos “tailor-made” adequados a resolugio dos problemas
tecnoldgicos levantados pela producdo industrial de varios
alimentos fermentados, e que a par de uma maior produtivi-
dade, qualidade e seguranga, permitam realcar as caracteris-
ticas particulares de cada alimento [1, 6, 7, 10].
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Introducao

A crescente preocupagdo do consumidor na manutengao de
um estilo de vida saudavel tem levado ao aumento do con-
sumo de produtos de origem vegetal. Usualmente, estes sao
ingeridos na forma de polpas, sumos, saladas e outro tipo de
produtos minimamente processados, com origem em maté-
rias-primas rigorosamente selecionadas de forma a garantir a
qualidade e aceitabilidade do produto por parte do consumi-
dor. Como consequéncia deste processo de selecdo, grandes
quantidades de residuos sdo geradas pelo setor agroindustrial
que, de acordo com a FAO (do inglés Food and Agriculture
Organization), podem atingir aproximadamente um terco da
parte comestivel dos alimentos produzidos globalmente [1].
Estes residuos, também designados por subprodutos, sao
constituidos maioritariamente por sementes, cascas, folhas e
matérias-primas com caracteristicas indesejaveis.

O conceito de subproduto, regulado a nivel nacional pelo
artigo 44 do Regime Geral de Gestdo de Residuos (Diploma
DGGR), é aplicado a compostos secundarios que resultam

de um processo produtivo, e que podem ser aplicados dire-
tamente, sem qualquer outro processamento, que nao seja o
da pratica industrial normal. Os principais subprodutos em
Portugal estdo correlacionados com os seus principais seto-
res agroindustriais, destacando-se os subprodutos do vinho,
azeitona, inddstria cervejeira, arroz, alfarroba, industrias de
processamento de vegetais e frutos [2]. Estes subprodutos
sdo atualmente muito pouco valorizados, sendo grande parte
direcionados para inceneragdo e apenas uma pequena per-
centagem para o desenvolvimento de fertilizantes ou rages
animais [3]. Assim sendo, torna-se imperativa a realizagdo
de esforgos por parte do setor agroindustrial com o intuito de
valorizar os seus subprodutos.

A valorizagdo dos subprodutos agroindustriais € uma das
principais estratégias do novo plano de financiamento da
Comunidade Europeia, o Programa Horizonte 2020, e de
estratégia nacional, Programa Portugal 2020. Este novo pla-
no de financiamento tem como principais objetivos a pro-
mogdo e criacdo de oportunidades para o desenvolvimento
de um sector agroindustrial sustentdvel e competitivo. Umas

Figura 1 — Representacao da valorizagao dos subprodutos do processamento agroindustrial como fonte de novos ingredientes alimentares.
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das abordagens que podem ser delineadas incluem o apro-
veitamento do elevado valor nutricional dos subprodutos no
desenvolvimento de novas formulaces de alimentos. No
entanto, deve ser realgado que além do valor nutricional,
os subprodutos sdo excelentes fontes de metabolitos secun-
darios tais como carotenoides, fibras e compostos fendlicos
(Figura 1), cujas propriedades bioativas culminam em diver-
sas aplicagbes alimentares (ex.: nutracéuticos, antimicrobia-
nos e corantes). Especial atengdo tem sido dada a fibra e aos
compostos fendlicos dada a sua abundancia nos subprodu-
tos agroalimentares e, em geral, as propriedades biolégicas
a eles associados.

Fibra dietética

A fibra dietética consiste nos componentes que sdo resisten-
tes a digestdo e absor¢ao no intestino delgado humano com
fermentacdo completa ou parcial no intestino grosso [4].
Grande parte da fibra dietética tem origem vegetal, sendo
um constituinte das paredes celulares dos frutos, vegetais,
leguminosas e cereais. De acordo com a sua solubilidade as
fibras dietéticas podem ser ainda classificadas de fibras inso-
[Gveis, incluindo lenhina, celulose e hemiceluloses; ou fibras
soltveis, como pectinas e uma vasta gama de oligossacari-
deos resistentes a digestdao, como a inulina [5]. Associados a
fibra dietética podem estar outros componentes minoritarios
que sdo benéficos para a satide humana, tais como compos-
tos fendlicos e carotenoides [3].

As fibras de trigo, milho e arroz tém sido as mais utilizadas
na inddstria alimentar, quer pelos seus atributos para a satde
quer pelas suas aplicagdes tecnoldgicas [3]. No entanto, a
competitividade do mercado para a fibra dietética tem leva-
do ao estudo de novas fontes e fibras de modo a satisfazer
o desejo do consumidor por produtos naturais e saudaveis.
Seguindo a tendéncia dos produtos naturais, o uso de sub-
produtos ricos em fibra dietética e compostos bioativos tem
ganho atencdo, sendo a valorizagdo destes subprodutos uma
mais-valia para as agroindustrias, tendo em conta que sdo
matérias-primas de baixo custo.

Subprodutos ricos em fibra dietética podem ser incorporados
em produtos alimentares como ingredientes ndo caldricos e
de baixo custo para a substituicdo parcial de farinhas, gor-
duras ou acucares, e funcionar como agentes espessantes,
aumentar a retencgdo de dgua e 6leos, e/ou melhorar a estabi-
lidade de emulsGes [4, 6]. Além destas propriedades tecno-
|6gicas, a presenca de outros compostos associados as fibras
pode conferir efeito antioxidante e por isso prolongar o tem-
po de vida de prateleira [4]. Ja foram descritas na literatura
algumas aplicagdes de fibras dietéticas de subprodutos em
produtos lacteos, concentrados ou doces de fruta, produtos a
base de carne ou peixe, sopas, bebidas, e bolos [5].

Além das propriedades tecnoldgicas, a fibra dietética tem
um papel importante nos processos fisioldgicos e na preven-
¢do de doengas de diferentes origens [5]. Dietas ricas em
fibra dietética, tais como aquelas ricas em cereais, frutos e
vegetais, estdo associadas a regulacio do transito intestinal,
a diminuicdo dos niveis de colesterol e da absorc¢ao da glu-

cose intestinal e a prevengdo de algumas doengas, tais como
doencas cardiovasculares e cancro.

Embora a utilizagdo das fibras dos subprodutos ja seja uma
realidade, é necessario dar continuidade ao estudo das pro-
priedades funcionais da fibra dietética, uma vez que estas
propriedades dependem nao s6 da fonte de fibra dietética,
mas também das metodologias de extragio e quantificagdo.
E fundamental desenvolver processos biotecnolégicos que
permitam uma preparagio eficiente de fibras a partir dos
subprodutos e que minimizem as perdas dos compostos bio-
ativos associados. Por outro lado, como a percentagem da
fibra que pode ser adicionada é finita, sob pena de causar
alteragoes indesejaveis as propriedades sensoriais do produ-
to final (cor e textura dos alimentos), sera necessdrio estudar
cada caso em particular. Por fim, sera necessario ter em con-
ta ndo s6 uma perspetiva tecnolégica, mas também avaliar o
potencial efeito benéfico na satde inerente a adi¢ao da fibra
dietética dos subprodutos.

Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios das
plantas que desempenham um papel determinante nas pro-
priedades sensoriais dos frutos e vegetais. Numa escala in-
dustrial, estes compostos sdo amplamente utilizados como
conservantes alimentares e também como corantes na indus-
tria papeleira. No entanto, a sua relevancia ndo passa apenas
pela aplicacdo industrial uma vez que os compostos fendli-
cos aparentam possuir propriedades relevantes para a satde
humana [7]. Varios estudos epidemiolégicos apontam para
uma correlagdo entre uma dieta rica em compostos fendlicos
e a diminuicdo da prevaléncia de doengas cardiovasculares,
cancro e doengas neurodegenerativas, cujos mecanismos
de agdo ainda se encontram em estudo. Devido as diferen-
tes aplicages e propriedades dos compostos fendlicos, a
competitividade entre a industria alimentar, cosmética e far-
macéutica por fontes ricas nestes compostos tem sido cada
vez maior. Apesar de jd serem conhecidas vdrias fontes de
origem vegetal, os subprodutos agroindustriais tém recebido
uma atengdo especial dada a sua abundancia em compostos
fendlicos e o seu baixo custo de exploracdo [3].

Os subprodutos do vinho, azeite, alfarroba e maga tém-
se revelado como algumas das mais promissoras fontes de
compostos fendlicos dada a forte atividade antioxidante de
extratos obtidos a partir destes subprodutos. A alguns destes
extratos ja foram associadas atividades bioldgicas importan-
tes, nomeadamente a agdo anti-inflamatéria, anti-prolife-
rativa e inibitéria a nivel da oxidagdo do LDL responsavel
pelo desenvolvimento de doengas cardiovasculares [3, 6, 71.
Estas propriedades permitem assim expandir a aplicagdo de
compostos fendlicos no desenvolvimento de alimentos fun-
cionais, isto é, alimentos que potenciam uma agdo benéfica
na sadde do consumidor, para além da sua normal funcdo
nutricional [8]. Outros estudos avaliam também o potencial
de incorporagdo dos subprodutos agroalimentares em pao,
pastelaria e bebidas com o objetivo de extensdo do seu tem-
po de vida.
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A capacidade de extratos de subprodutos ricos em compostos
fendlicos em minimizar a formagdo de compostos nocivos a
salde durante o processamento dos alimentos tem sido tam-
bém uma das aplicagdes de elevado interesse. No entanto,
para estas aplicagdes é necessario ter em consideragdo que a
composicdo dos subprodutos agroindustriais em compostos
fenélicos é bastante diversificada, levando a obtencdo de ex-
tratos com diferentes caracteristicas. Adicionalmente, dentro
do mesmo tipo de subprodutos € possivel observar variagdes
composicionais como consequéncia da variabilidade entre
espécies, fatores ambientais e extensdo do processamento da
matéria-prima que podem ter impacto na sua atividade an-
tioxidante e propriedades biolégicas.

Conclusao

A exploragdo dos subprodutos agroindustriais como fonte de
ingredientes e compostos bioativos tem-se revelado bastante
promissora, no sentido em que estes podem corresponder
na totalidade a continua procura de ingredientes por parte
da industria. Contudo, para perspetivar possiveis programas
de valorizagao, sao necessarios dados experimentais que, na
sua maioria, ou ndo se encontram disponiveis, ou se encon-
tram dispersos. Sao exemplos disto a caracterizacao dos sub-
produtos e a quantidade disponivel, o custo do transporte,
as aplicagdes existentes e eventuais restrigoes socioeconémi-
cas, todos eles fatores determinantes da viabilidade econé-
mica de qualquer processo de valorizagdo de subprodutos.

Nos subprodutos destaca-se a abundéancia em fibra e com-
postos fendlicos cujas propriedades biolégicas se encontram
a ser investigadas, potenciando assim o desenvolvimento de
novos produtos, nomeadamente os alimentos funcionais.
Esta gama de produtos, com um mercado crescente e alta-
mente inovador, requer uma especial atengdo no sentido
em que existe a necessidade de avaliar os potenciais riscos
associados aos compostos isolados dos subprodutos agroin-
dustriais, bem como a sua estabilidade e interagdes com ou-
tros ingredientes. Dadas as miltiplas questdes subjacentes a

valorizagdo dos subprodutos é expectavel que esta se torne
uma das maiores tendéncias para os préximos anos, princi-
palmente como consequéncia do forte investimento e estra-
tégias europeias definidas pelo Plano Horizonte 2020.
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Nas orientagdes para uma Europa de recursos eficientes, a
Comissdo Europeia prevé que, até 2020, os residuos sejam
geridos como um recurso, e por isso a reciclagem e reuti-
lizagdo de residuos, para além da sua elevada relevancia,
tornaram-se opgdes economicamente atraentes. Atualmente
cerca de 1/3 dos alimentos para consumo humano é perdida
mundialmente (como residuo de processamento ou perda na
cadeia), correspondendo a uma produc¢do mundial de resi-
duos alimentares de cerca de 1,3 bilhdes toneladas/ano [1].
Nesse sentido, a valorizagdo de residuos e subprodutos agro-
alimentares apresenta-se hoje em dia, ndo s6 como uma ne-
cessidade, mas como uma oportunidade para obtencdo de
novos produtos de valor acrescentado e com grande impacto
na economia das inddstrias.

A mais-valia para as inddstrias alimentares advém tanto da
reducdo de custos de eliminagdo ou tratamento do residuo,
como do ganho de transformagdo dos subprodutos em pro-
dutos de valor, entre os quais se podem incluir novos aditivos
ou ingredientes alimentares, que podem vir a incorporar nos
seus produtos, diversificando e aumentando o seu portfélio.

De acordo com Regulamento Europeu (442/1975/EEC;689/
1991/EEC), Residuo alimentar corresponde a residuos de car-
ga organica elevada, os quais sdo geralmente obtidos durante
transformagdo de matérias-primas em produtos alimentares
resultando em forma liquida ou sélida, enquanto Subprodu-
tos corresponde a uma designagdo que permite transmitir
que “os residuos alimentares” constituem substratos para a
recaptura de compostos funcionais com viabilidade no de-
senvolvimento de novos produtos com valor de mercado.

Nesse sentido, um dos grandes desafios atuais centra-se no
processamento de subprodutos agro-alimentares para a re-
cuperacdo de compostos de elevado valor e produgio de
metabolitos relevantes, através de processos quimicos e bio-
tecnoloégicos.

Os subprodutos, dependendo da matéria-prima e processa-
mento que os originou, podem conter niveis varidveis de nu-
trientes basicos como proteina, lipidos, minerais e hidratos
de carbono (aglcares e fibras), podendo ainda incluir com-
postos funcionais de elevado valor diferenciado, como por
exemplo, vitaminas, carotenoides, polifendis, péptidos, entre
outros.

Assim, seguindo metodologias apropriadas, a maioria dos
compostos referidos anteriormente podem ser obtidos e
aplicados sobretudo nas industrias alimentar, farmacéutica
e cosmética. No entanto, as restricdes legislativas impostas,
sobretudo na drea alimentar pela EFSA, com a entrada do
Regulamento (CE) N°1924/2006 do Parlamento Europeu e do
Conselho, relativo as alegacées nutricionais e de satide sobre
os alimentos, podem dificultar a valorizagdo de alguns dos
ingredientes com bioatividade, para os quais as alegacées
de salde ainda nao foram aprovadas, por falta de evidéncias
cientificas suficientes. No entanto, sempre que existem limi-
tagdes de legislagdo, deve ser valorizado e validado o papel
tecnolégico ou nutricional que muitos ingredientes podem
ter, como sejam propriedades espessantes, gelificantes, valor
energético, entre outros.

A abordagem de recuperagdo de componentes de alto valor
a partir de residuos alimentares compreende habitualmente
varias fases que, de acordo com o grau de pureza a atingir,
apresentam crescente complexidade e custo (ver Figura 1),
sendo a sequéncia mais frequente uma fase de pré-tratamen-
to (usa métodos como centrifugacao, prensagem, etc), segui-
da de uma fase de separacao ou extragdo de moléculas (usa
métodos como ultrafiltracdo, extragdo por solvente, etc), e
finalmente a fase de isolamento e purificagdo (usa métodos
como cromatografia, nanofiltragao, etc). O produto é depois
estabilizado para armazenamento por liofilizagao, atomiza-
cao ou outro.

Outros métodos de valorizacdo incluem vias de transfor-
macao, que permitam libertar ou obter compostos de maior
valor, como seja a hidrélise e a fermentagao, que se podem
combinar (de forma integrada ou isolada) com o processo de
recuperagao (Figura 1). A hidrélise implica a degradacao (ex:
via enzimatica, quimica, etc) de compostos, em geral de ele-
vado peso molecular, para produgdo de novos compostos de
maior valor, em geral pela sua bioatividade, onde se incluem
mais frequentemente péptidos e aminodacidos ou oligossaca-
ridos. Finalmente, os subprodutos, geralmente apés algum
pré-tratamento, também podem servir de substrato para mi-
crorganismos produzirem compostos de valor, através de fer-
mentagdo, que podem ser posteriormente recuperados pelos
processos ja referidos.
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Figura 1 — Esquema de processamento de subprodutos com obtengao de produtos de valor acrescentado, exemplificando o incremento de valor, com aumento de
complexidade de processo ou integragao de processos de transformacao (hidrélise, fermentagao).

Durante a recuperagao ou produgdo de compostos para apli-
cacdo alimentar, alguns aspetos devem ser tidos em conta,
nomeadamente: selecdo do método de extracdo de forma a
maximizar o rendimento dos compostos-alvo e adequar as
exigéncias do processamento industrial, purificar os ingre-
dientes de alto valor, eliminando impurezas e compostos
toxicos, evitar a deterioragdo e perda de funcionalidade du-
rante processamento e garantir a natureza de grau alimentar
do produto final.

Varios estudos atuais tém contemplado a obtencao de inu-
meros ingredientes a partir de subprodutos, incluindo sub-
produtos de cereais (ex: farelo de arroz, dréche, etc) com
obtencdo principal de fibras, hemiceluloses, beta-glucanas e
oligossacarideos prebidticos, a partir de raizes e tubérculos
(ex: residuos de cana, mandioca, etc), com obtencdo prin-
cipal de polifendis e acidos organicos, a partir de culturas
oleaginosas (ex: soja, bagago de azeitona, etc) com obtencao
de fitoesterdis, polifendis e pectinas, a partir de frutos e vege-
tais (ex: cascas de varios frutos, bagago de tomate, etc) com
obtencdo principal de pectinas, fibras, carotenoides e polife-
nois, a partir de cdrnicos (ossos, sangue, visceras de bovinos
e aves e suinos) com principal obtencdo de proteinas, pépti-
dos ou aminodcidos, a partir de peixe e crustaceos (espinhas,
peles, cascas, etc) com principal obtencdo de proteinas, pép-
tidos ou aminodcidos, ou quitina e quitosana, e finalmen-
te a partir de subprodutos de leite principalmente o soro,
com obtencdo de varias proteinas e péptidos ou lactose [2]
que pode posteriormente originar uma gama variada de pro-
dutos por fermentagdo (ex. alcool) ou agdo enzimatica (ex:
galactooligossacarideos).

Indmeros projetos tém sido desenvolvidos em Portugal nesta
area, em particular integrados em parcerias com a industria.

Na sua maioria, a valorizacdo econémica de residuos e sub-
produtos em compostos de valor, apesar de atrativa, ndo é
facilmente sustentavel economicamente, pois embora con-
temple uma matéria-prima de baixo custo, implica um ele-
vado custo de logistica, armazenamento e transporte da mes-
ma, bem como a utilizagdo de processamentos associados
a elevado consumo energético ou técnicas onerosas. Nesse
sentido, por forma assegurar a viabilidade econémica da va-
lorizagdo, é fundamental o processamento de quantidades
elevadas de matéria-prima, que na maioria dos casos, ndo é
possivel obter com os subprodutos gerados por uma sé em-
presa.

A associacio de vdrias empresas geradoras do mesmo sub-
produto pode ser uma das possibilidades, mas tal nem sem-
pre é facil, quer pela dificil conjugacgao de interesses ou pela
distancia geogréfica.

Outra possibilidade consiste na utilizagdo de processos inte-
grados, que permitam a transformacao de subprodutos com
proximidade composicional e compatibilidades de origem,
maximizando assim os equipamentos instalados e asseguran-
do quantidades de subproduto geograficamente concilidveis,
minimizando os custos de transporte e armazenamento.

Na Figura 2 apresenta-se um exemplo de uma abordagem
de subprodutos ricos em fibra e com subprodutos ricos em
proteinas, onde se pode ver a utilizagdo de processos inte-
grados de hidrélise, separagdo e purificacio, que podem ser
aplicados com maximizagao de valorizagdo, com obtencdo
de produtos finais de menor valor (ex: farinhas ricas em fibras
e concentrados proteicos) até produtos de valor acrescenta-
do como péptidos ou oligossacaridos, permitindo assim col-
matar a sazonalidade e variabilidade de subprodutos, para
assegurar produtos finais mais sustentdveis.
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Figura 2 — Exemplo de integracdo de valorizagdo de subprodutos com utilizagdo de processos comuns, com complexidade diferenciada, de acordo com o nivel de

valor esperado de produto final.

Esta é a abordagem do projeto VALOR INTEGRADOR (em
curso) no ambito do qual o Centro de Biotecnologia e Qui-
mica Fina da ESBUCP e o Centro de Engenharia Biolégica
da UM, o ICBAS e a Faculdade de Medicina da UP, em par-
ceria com vdrias entidades do setor agro-alimentar — Sorgal,
UNICER, Central Carnes, Avicasal, Germen, Poveira, Savinor,
Vallinox, Queijo Saloio, Portugal Foods e ANICP - pretendem
desenvolver solugdes modelo para a valorizagio integrada
dos sub-produtos de diferentes origens e com diferentes ca-
racteristicas.

Conclusao

A valorizagdo de subprodutos deve ser vista como uma opor-
tunidade de negé6cio numa realidade de escassez de alimen-
tos e dgua e implementacdo de normas ambientais cada vez
mais rigorosas. E, embora reconhecendo que a sua imple-
mentagdo esta dependente da sua viabilidade econémica e
financeira, deve ser relembrado que, aquilo que nao é eco-
nomicamente vidvel ou interessante agora, o podera ser num
futuro préximo.

Uma das grandes limitagdes no desenvolvimento economi-
camente sustentado destes processos estd na disponibilida-
de das quantidades de subproduto necessarias. Tal ndo deve

constituir uma limitagdo, mas sim, ser uma oportunidade
para as indistrias se agregarem ou desenvolverem solugdes
integradas com subprodutos de varias empresas com compo-
sicao semelhante ou complementar.

As restricdes de legislacdo sdo outro fator a ter em conta,
nomeadamente na valorizagdo dos novos ingredientes (em
particular funcionais) para garantir que o produto final seja
facilmente valorizavel no mercado com o retorno esperado.

Concluindo, a valorizacdo de sub-produtos é uma questao
da maior importancia para o setor agro-alimentar, pois sao
varias as oportunidades existentes para o desenvolvimento
sustentado de novos produtos de valor acrescentado varia-
vel. As empresas agro-alimentares devem estar conscientes
deste desafio e, desde ja, assumirem esta questdo como de-
terminante para o seu desenvolvimento e do setor.
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Brécolos, agrido, rdcula, couve-flor, sdo exemplos de vege-
tais cruciferos da familia Brassicaceae, e sdo reconhecidos
como uma importante fonte de fitoquimicos ativos num lar-
go espectro de agdo biolégica. Em particular, varios estudos
epidemioldgicos suportam a correlagdo entre o consumo de
vegetais desta familia e a diminuicio de risco ou incidéncia
de varios tipos de cancro. Um niimero elevado de trabalhos
publicados nas duas tltimas décadas mostram que os isotio-
cianatos (ITC’s, metabolitos resultantes da acdo da enzima
mirosinase sobre os glucosinolatos existentes nos vactolos
das células vegetais) possuem elevada atividade anti-cance-
rigena, sendo vdrios os mecanismos possiveis de atuagao.

No entanto, por consumo direto destes vegetais na dieta dia-
ria, é dificil atingirmos as doses terapéuticas necessdrias, de-
vido tanto as baixas concentragdes em que se encontram os
compostos como a degradagdo dos mesmos durante o pro-
cessamento a que s3o sujeitos na sua confecdo ou ingestdo.
Neste contexto, surge a necessidade de se desenvolverem
processos limpos para a extragdo e fracionamento de ITC's
(compostos lipofilicos) a partir de fontes naturais, que permi-
tam a sua posterior utilizagdo em formulagdes nutracéuticas,
alimentos funcionais e fitofarmacos.

Glucosinolatos e Isotiocianatos

Os glucosinolatos sdo metabolitos secundarios ricos em en-
xofre, que existem nos vactolos das células vegetais e que
sdo convertidos nos correspondentes isotiocianatos, quer

Brassicaceae
Glucosinolatos

pela agdo da enzima mirosinase existente na planta, ou por
tio-glucosidases microbianas presentes no célon. Num pri-
meiro passo, a enzima cliva o glucosinolato, dando origem
a B-D-glucose e tiohidroximato-O-sulfonato, e é esta forma
aglicona muito instavel que se transforma, através do chama-
do rearranjo de Lossen, em isotiocianato, ou se decompde
num nitrilo correspondente e enxofre [1].

Os ITC’s sdo passivamente absorvidos no intestino e imedia-
tamente conjugados com glutationa, sendo entio ativamente
transportados para dentro da circulagdo sistémica onde sao
libertados por agdo enzimatica e |) induzem atividade bio-
légica nas células, ou Il) sdo metabolizados (via do acido
mercatdrico) e excretados na urina.

Apesar de terem sido descritas mais de 120 estruturas de
diferentes glucosinolatos, apenas um ndmero restrito des-
tes compostos sdo encontrados nos vegetais cruciferos mais
consumidos (Fig. 1). Todos estes t¢ém uma mistura de deriva-
dos de triptofano, e ou um pequeno nimero de derivados de
metionina ou a fenilalanina.

Actividade anticancerigena

A maioria dos estudos epidemiolégicos publicados, relacio-
nados com o consumo de vegetais cruciferos e efeito de pro-
tecdo no desenvolvimento de cancro, descreve os glucosi-
nolatos como sendo os compostos ativos e responsaveis por
essa acdo. No entanto, existem ja mdltiplas evidéncias de
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Figura 1 — Glucosinolatos e isotiocianatos mais comuns
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que os glucosinolatos ndo sao bioativos, e que os seus produ-
tos de degradagao, os isotiocianatos, é que sdo extremamen-
te potentes evidenciando notavel capacidade de agir sobre o
processo de carcinogénese, afetando a fase de iniciagdo do
tumor, promocao e progressao, e também, na angiogénese e
formacdo de metastases.

O isotiocianato mais estudado é o sulforafano, derivado da
glucorafanina, presente nos brécolos. No entanto, existem ja
evidéncias fortes das propriedades anticancerigenas do fe-
niletil isotiocianato (PEITC), derivado de gluconasturtiina e
encontrado no agrido, do alil isotiocianato (AITC), derivado
de sinigrina e presente na couve e couve-flor e do indole-3-
carbinol, derivado de glucobrassicina e existente em diversos
vegetais cruciferos.

Sdo vdrios os mecanismos de acdo quimiopreventiva e qui-
mioterapéutica propostos para a atuagdo dos ITC’s, que
podem atuar a nivel biolégico de diversas formas sendo ca-
pazes, por exemplo, de inibir tanto a formagdo como o de-
senvolvimento de células cancerigenas através de inducao
de apoptose, inibicdo da angiogénese ou inibicdo da pro-
gressao do ciclo celular [2]. Existem evidéncias que o efeito
quimiopreventivo dos ITC's é conseguido através da modula-
¢do de enzimas de fase | e Il, que sdo enzimas responsaveis
pelo metabolismo e desintoxicacdo de xenobidticos e agen-
tes carcinogénicos. No caso das enzimas de fase I, diversos
estudos tém demonstrado que os ITC’s inibem a acdo destes
enzimas reduzindo a bioativagdo de carcinogéneos (metabo-
litos electrofilicos muito reativos capazes de produzir danos
a nivel do ADN, conduzindo a carcinogénese) que sao por
vezes produzidos durante o metabolismo de determinados

xenobidticos. Relativamente as enzimas fase Il (ex: glutatio-
na-s-transferase - GST, NADPH), o efeito quimiopreventivo
dos ITC’s estd relacionado com a inducdo destes enzimas
promovendo assim a desintoxicagdo de xenobidticos e car-
cinogéneos.

Anélises de proteémica muito recentes levaram a identifica-
¢do de mais de 30 proteinas que sdo modeladas através da
sua interacdo a nivel intracelular com diferentes moléculas
de isotiocianatos. Muitas das proteinas presentes no citoes-
queleto da célula sdo responsaveis pela regulagdo redox e
estdo implicadas nas diferentes vias de sinalizacdo de apop-
tose/morte celular [3, 5].

Desenvolvimento de nutracéuticos
- Extracao de ITC’s

As relevantes propriedades farmacolégicas dos ITC's, junta-
mente com uma crescente preocupagdo da populagdo por
consumir produtos naturais capazes de ajudar na prevencao
de doencas crénicas como o cancro, tem conduzido a ne-
cessidade de desenvolvimento de processos de separacao
adequados para isolar especificamente estes compostos
bioativos de elevado valor acrescentado a partir das suas
matrizes naturais. Apesar dos isotiocianatos existirem natu-
ralmente nos vegetais cruciferos a ingestdo didria deste tipo
de vegetais pode ndo ser suficiente para estes compostos bio-
ativos atingirem concentragdes fisiol6gicas capazes de pro-
mover efeitos benéficos na satde, uma vez que ) a ingestao
de isotiocianatos € fortemente dependente da conversdo dos
compostos percursores glucosinolatos e 1) a maioria das ve-
zes estes vegetais sdo ingeridos ap6s processamento térmico,

NutraBrass - Nutracéuticos derivados de Brassicaceae

Agrido

Extraccdo
— supercritica

80 -

60 -

% of cells
Cell viability (%)

—

= e ‘l"":.'... ] |* =2

o ———

120 " Extract
100 & PEITC
40 - I 1 e
I £ 60
20 40 Y
& e
0 20 g

Extracto ricos em
PEITC

- =

Andlise GC-MS do
extracto de agrido

PEITC

u T T M O m om &

Caracterizagao
Fitoquimica

W atercress

Avaliagdo pré-clinica in vitro
(linha celular: HT29 )

Gl S G2/M o

-0.5 0.0 0.5 1.0
Concentration log (M PEITC)

M Control M Watercress Extract PEITC

Analise Ciclo Celular

1
1.5 2.0 2.5

ITCs: Isotocianato
PEITC: Feniletil isotiocianato

Actividade antiproliferativa

Fig. 2 — Extracgdo de PEITC no ambito de Projeto NutraBrass
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como a cozedura, durante a qual, a mirosinase, é desnatu-
rada favorecendo a presenca de glucosinolatos intactos nos
vegetais consumidos [6].

Recentemente, alguns métodos considerados de quimica
verde tém vindo a ser aplicados para extrair isotiocianatos,
nomeadamente a extracdo assistida com microondas utili-
zando como solvente etanol [7], hidrodestilacio [8, 9], ex-
tracdo sélido-liquido com agua fervente [10] e destilagdo
com agua e etanol [11]. No entanto, todos estes métodos
tém demonstrado ndo ser seletivos para os isotiocianatos
tendo sido obtidos rendimentos de extracdo baixos. As des-
vantagens destes métodos relacionam-se com a aplicacdo de
temperaturas elevadas e com a utilizagdo, em alguns deles,
de etanol como solvente, que se sabe que pode reagir com
0s isotiocianatos.

Atualmente, no ambito do projeto NutraBrass — Nutracéu-
ticos derivados de Brassicaceae, financiado pela Fundagdo
para a Ciéncia e Tecnologia, estd a ser desenvolvido, pelo
Grupo de Nutracéuticos e Libertacdo Controlada do IBET/
ITQB-UNL, um processo de extracgdo supercritica utilizan-
do diéxido de carbono como solvente, que ja demonstrou
ser adequado para extrair de forma seletiva o feniletil iso-
tiocianato, PEITC, presente no agriao (Fig. 2). O processo
aplicado, para além de seletivo permitiu obter extratos com
elevado rendimento. Foi também otimizado o pré-tratamento
da matriz para promover a conversdo de glucosinolatos em
ITC’s sem inativar a enzima responsavel por esta conversao.
Tecnologias que operam com alta pressdo, tais como extra-
¢do com liquidos pressurizados ou com fluidos supercriticos,
como a que foi utilizada, sdo exemplos tipicos de processos
de quimica verde que, além das vantagens relacionadas com
a nao toxicidade e condigdes de processamento relativamen-
te suaves, proporcionam um ambiente de processamento
isento de oxigénio, que preservam as propriedades biologi-
cas dos compostos, minimizando a sua degradagao.

sociedade
portuguesa de
biotecnologia

nossaOo

site

www.spbt.pt

O melhor extrato obtido mostrou atividade anticancerigena
semelhante ao feniletil isotiocianato quando avaliado o efei-
to anti-proliferativo e paragem do ciclo celular, utilizando
uma linha celular humana de cancro colorectal, HT-29.

Agradecimentos

Os autores agradecem a Vitacress Portugal por fornecer a
matéria prima utilizada nos estudos apresentados e a Funda-
¢do para a Ciéncia e a Tecnologia através do projecto PTDC/
AGR-TEC/3790/2012 e da bolsa PEst-OE/EQB/LA0004/2011.

Referéncias

[1]  Hanschen FS, Lamy E, Schreiner M, Rohn S. (2014) Angew Chem Int Ed
Engl. 53(43):11430-50

[2] Gupta P, Kim B, Kim SH, Srivastava SK, (2014) Mol Nutr Food Res.
58: 1685-707

[3] MiL, Chung FL. (2008) Nutr Cancer. 60 Suppl 1:12-20
[4] MiL, Xiao Z, Veenstra TD, Chung FL. (2011) J Proteomics. 74:1036-44

[5] Mi L, Wang X, Govind S, Hood BL, Veenstra TD, Conrads TP, Saha DT,
Goldman R, Chung FL. (2007) Cancer Res. 67; 6409-16

[6] Traka, M., Mithen, R. (2009) Phytochem Rev. 8, 269-282

[7] Tanongkankit, Y, Sablani, S.S., Chiewchan, N., Devahastin, S. (2013).
J Food Eng. 117, 151-157

[8] Wu, H., Zhang, G.A., Zeng, S., Lin, K.c. (2009). Pest Manag Sci. 65,
1003-1008

[9] Dey, M., Ribnicky, D., Kurmukov, A.G., Raskin, I. (2006). ) Pharmacol Exp
Ther. 317, 326-333

[10] Herzallah, S. & Holley, R. (2012) LWT - Food Sci Technol. 47, 293-299

[11] Sharma, H., Ingle, S., Singh, C., Sarkar, B., Upadhyay, A. (2012). ) Food
Sci Technol. 49, 368-372

~

Boletim de Biotecnologia . Abril 2015

15



16

(Poli)fendis de pequenos frutos:

Claudia N. Santos'?’, Inés S. Costa'?, Inés Figueira?, Lucélia Tavares'? e Ricardo B. Ferreira®?

'Instituto de Biologia Experimental e Tecnolégica (IBET), 2781-901 Oeiras

’Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica (ITQB), Universidade Nova de Lisboa, Av. da Republica, Apartado 127, 2781-901 Oeiras

3Instituto Superior de Agronomia, Tapada da Ajuda, 1349-017 Lisboa

"E-mail: csantos@ibet.pt; csantos@itgb.unl.pt

Os (poli)fendis' sdo o grupo de metabolitos secundarios com
maior dispersdo nas plantas e sdo, portanto, constituintes
normais da alimentagdo humana. A ingestdo regular de ali-
mentos contendo (poli)fenéis tem sido associada a um me-
nor risco de desenvolver doencas crénicas e muitos estudos
estdo a tentar corroborar esta teoria. No entanto, a contribui-
¢do exata dos (poli)fendis para a prevencdo de doengas ain-
da é desconhecida. Para melhor compreender como atuam
os (poli)fendis no corpo humano é essencial compreender
a sua biodisponibilidade. Depois da ingestdo dos alimen-
tos, os compostos sofrem diversas transformagdes no trato
gastrointestinal, bem como depois da sua absor¢ao para a
corrente sanguinea. Para além disso, uma grande quantidade
de compostos que ndo sdo absorvidos no intestino delgado
chegam ao célon onde sdo catabolizados pela microbiota af
presente, originando fendis mais simples que ainda poderao
ser absorvidos e metabolizados (Figura 1). No entanto, estes
eventos nao estdo totalmente elucidados, tal como n3o sao
ainda conhecidos a maioria dos metabolitos originados du-
rante a digestdo a partir dos (poli)fendis.

Os (poli)fendis que ingerimos mais frequentemente ndo sao
necessariamente 0s mais ativos no organismo humano. Isto
prende-se com o fato de os diferentes compostos apresenta-
rem diferentes atividades e serem diferencialmente absorvi-
dos, metabolizados e excretados. Durante a digestdo e me-
tabolismo os (poli)fendis sofrem vdrias alteragdes estruturais,
resultando em metabolitos que circulam no sangue e atin-
gem tecidos, mas que diferem dos compostos nativos quan-
to a sua estrutura quimica e atividade biolégica. Absorgao,
metabolismo e excre¢do sdo assim passos essenciais para se
compreender o efeito dos (poli)fendis na saGde humana e
consequentemente estratégias para potenciar os seus efeitos.

Estudos de intervencao em humanos

Com o intuito de identificar os metabolitos biodisponiveis
mais abundantes apés a ingestdo de (poli)fendis presentes
nos alimentos e prever a sua importancia para a satde hu-

mana, realizam-se estudos de intervencdo com humanos.
Ap6s ingestao dos alimentos € feito um estudo cinético em
amostras de sangue e urina. O grupo da Biologia da Doenga
e do Stress do IBET/ITQB realizou um estudo de intervengao
nutricional com esse objetivo, onde os voluntarios ingeriram
um puré de pequenos frutos. A inexisténcia de standard para
os metabolitos dos (poli)fendis constitui uma grande limi-
tagdo para o estudo do seu metabolismo. Foi adotada uma
abordagem analitica direcionada a alguns metabolitos por
pesquisa da sua massa exata, o que pressup6s uma predi¢ao
teérica da sua estrutura com base no metabolismo (Pimpao
et al. 2014). Pode no entanto recorrer-se a uma abordagem
ndo direcionada para a definicdo do perfil metabolémico,
pesquisando metabolitos (GC, LC, etc) com base na sua se-
melhanga estrutural com o composto que lhe deu origem,
pressupondo uma ligagéo do espectrémetro de massa a uma
biblioteca de compostos.

No entanto, a crescente existéncia de mais estudos que
poem em evidéncia a biodisponibilidade na circulacdo san-
guinea dos (poli)fendis e dos seus metabolitos (Pimpao et al.
2014, Manach et al. 2004, Manach et al. 2005, Williamson
& Manach 2005) ndo colmata ainda a pouca informagéo que
existe disponivel acerca da sua capacidade para alcangar
alguns érgaos-alvo, e ai, exercer os seus efeitos. Em particu-
lar, € muito importante entender a permeabilidade de alguns
6rgdos considerados santudrios farmacoldgicos, como o cé-
rebro, placenta e testiculos, a estes metabolitos circulantes,
que sdo os verdadeiros compostos com potencialidade para
efeitos bioldgicos. E embora os estudos com humanos sejam
mais relevantes, os mecanismos de agdo podem ser estuda-
dos usando sistemas modelo in vitro baseados em células
humanas por analogia ao que acontece na avaliagdo das pro-
priedades dos farmacos (del Rio et al. 2013).

Estudos das bioatividades para o cérebro

Atualmente existem varias evidéncias cientificas do benefi-
cio da ingestdo de pequenos frutos para a memédria e ma-

' O termo fenol é usado para descrever um composto que tenha na sua estrutura pelo meno um anel aromdtico com um ou mais grupos hidroxilo ligados. Os fla-
vonoides, com vdrios aneis aromaticos sao normalmente designados de polifenéis. Contudo outros compostos, incluindo os dcidos fendlicos, com apenas um anel

aromatico sao também designados de polifendis. Neste artigo serd utilizado o termo genérico de (poli)fendis que inclui todas as subclasses do fendis incluindo os

4cidos fendlicos.
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Figura 1 - Diagrama geral de absorgao, biotransformagao e excregdo dos (poli)fenéis no organismo humano. Nas plantas, os (poli)fendis estao normalmente presen-
tes sob a forma de ésteres, glucésidos e polimeros. A maioria destas formas nao sao absorvidas diretamente e poderao sofrer algumas alteragoes estruturais até alcan-
car o duodeno. A absorgdo dos compostos glicosilados é usualmente precedida pela separagao do agtcar e da aglicona, o que pode ocorrer no intestino delgado
ou no célon onde sdo metabolizados pela microbiota e posteriormente absorvidos. Outras alteragdes na estrutura dos (poli)fendis incluindo O- e C-deglicosilagao,
hidrélise de ésteres e amidas e desglucoronidagao ocorrem devido a microbiota no célon. Apés absorcao, os metabolitos originados a partir dos (poli)fendis sao
ainda conjugados, via reagdes de fase | e fase Il que ocorrem principalmente no figado. O passo final é a eliminagao e/ou destoxificagao através da excrecao.

nutencdo do estado cognitivo, o qual é deteriorado com o
envelhecimento [1, 2]. Em modelos animais, usando ratos
envelhecidos, o consumo de pequenos frutos melhorou a
performance em testes motores relacionados com equilibrio
e coordenagdo motora, bem como em testes que avaliaram a
meméria espacial [2, 3].

A abordagem mais utilizada atualmente contempla a avalia-
¢ao in vitro dos (poli)fendis em condicées de ensaio préximas
das condigdes fisiolégicas, em modelos celulares de doenga
(Figura 2). Nao utilizando os (poli)fendis isolados mas recor-
rendo alternativamente aos seus metabolitos biodisponiveis,
quando conhecidos, ou ainda recorrendo a modelos in vitro
de digestao gastrointestinal, podem assim ser testados os me-
tabolitos obtidos em células humanas em concentragées pas-
siveis de serem encontradas no plasma sanguineo (0-4 uM)
[4, 5] (Figura 2). Numa primeira fase, os estudos decorre-
ram em modelos recorrendo a linhas celulares para que, de
forma mais expedita, se identificassem mecanismos-alvo de
metabolitos de amoras [4, 5]. No entanto, para se validar
a neuroprotecdo obtida e os mecanismos identificados, foi
implementado um ensaio de neuroprotegdo num modelo de
neurodegeneragdo ex vivo, desenvolvido a partir de células
cerebelares granulares extraidas de ratinhos, em que a morte
celular foi induzida pela aplicagdo de glutamato [6]. O glu-
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tamato € o neurotransmissor endégeno mais predominante
no cérebro humano; no entanto, quando este atinge eleva-
dos niveis extracelulares é desencadeado um mecanismo de
excitotoxicidade que conduz a morte neuronal. Neste Gltimo
modelo confirmou-se que o contacto das células cerebelares
granulares com metabolitos de (poli)fendis protegeu-as de
forma significativa, quando comparadas com células expos-
tas apenas ao estimulo téxico (glutamato).

Por outro lado, de forma a validar a abordagem anteriormen-
te proposta como fisiolégica, é também essencial assegurar,
pelo menos numa pequena extensao, que os metabolitos dos
(poli)fendis conseguem atravessar a barreira hematoencefa-
lica ou interagir com as células que a constituem e desen-
cadear cascatas de sinalizagdo que possam ativar processos
no sistema nervoso central. A barreira hematoencefalica é
essencialmente constituida por células endoteliais, pericitos
e astrocitos, formando uma camada semi-permeavel que
exerce um controlo altamente regulado no trdfego molecular
transendotelial. Os metabolitos poderdo conseguir atravessar
esta barreira através de mecanismos de difusdo passiva, por
transporte ativo, ou ainda um transporte mediado por com-
ponentes especializados [7]. Estudos in vivo com animais
[8, 9] demonstraram que determinados (poli)fendis sdo capa-
zes de atravessar a barreira hematoencefalica independen-
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Figura 2 — Representagao esquematica da abordagem de andlise da capacida-
de neuroprotetora dos metabolitos de (poli)fenéis em células humanas.

temente da via de administracdo, tendo sido detetados nos
tecidos cerebrais.

Recorrendo a um modelo simplificado da barreira hematoen-
cefélica, constituido por células humanas endoteliais imorta-
lizadas [10, 11], pode-se avaliar o transporte de metabolitos
de (poli)fendis através destas células e quais os efeitos diretos
que estes compostos podem exercer nas mesmas. De forma
a elucidar os mecanismos de transporte dos metabolitos dos
(poli)fendis através da barreira hematoencefélica dever-se-a
analisar a cinética de transporte dos metabolitos, bem como
o papel de diferentes transportadores de efluxo (através de
inibidores), sempre assegurando a integridade celular da bar-
reira [10].

Conclusao

A luz do conhecimento atual, propdem-se mecanismos de
acgdo dos (poli)fendis muito para além das suas proprieda-
des como sequestradores de radicais livres (antioxidantes):
pensa-se que os (poliffendis possam exercer os seus efeitos
no cérebro por vias indiretas, por ativagdo de mecanismos
de hormese e através de efeitos nos sistemas periféricos do
corpo humano, que, em Gltima instancia, influenciam o fun-
cionamento do sistema nervoso central [12]. A hormese des-
creve 0 mecanismo pelo qual a exposicdo a doses baixas de
um metabolito, que poderd ser toxico em doses mais eleva-
das, é capaz de desencadear efeitos benéficos nas células
ou no organismo [13]. Neste sentido, é importante ajustar
o estudo dos (poli)fendis para além do dogma reducionis-
ta polifenol-efeito: € preciso abranger ndo s6 os (poli)fendis,

como também os metabolitos resultantes da sua digestdao em
concentragdes que, apesar de baixas, sejam fisiologicamente
relevantes, tendo em conta a multiplicidade de acdes entre
diferentes 6rgdos do corpo humano num beneficio global
para o sistema nervoso central.
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As atuais tendéncias, tanto no crescimento demogréfico
como no consumo humano, levam a crer que a procura
mundial de produtos alimentares continuard a crescer pelo
menos por mais 40 anos. No entanto, neste momento, é ndo
sd necessario aumentar o abastecimento alimentar, como
também a sua qualidade e em particular o seu valor nutricio-
nal (Varshney et al., 2010).

A qualidade das culturas alimentares tem presentemente im-
portantes repercussdes a nivel dos mercados econémicos.
Os consumidores estdo cada vez mais conscientes da influ-
éncia que a alimentagdo pode ter na sua salde e exigem ali-
mentos que para além de serem praticos e saborosos, sejam
também mais saudaveis e nutritivos. Verifica-se ainda que os
agricultores e as agroindustrias procuram produzir alimentos
alternativos, que aumentem a diversidade da oferta alimen-
tar, mas de forma mais sustentdvel, com uma reduzida pega-
da de carbono (Boye et al., 2010).

As leguminosas de grdo, para além de serem ricas em pro-
teinas e compostos benéficos para a salde, sdo amigas do
ambiente cumprindo com os requisitos acima referidos e re-
presentando excelentes alternativas a producdo de alimentos
mais tradicionais.

Os beneficios para a satde das leguminosas de grdo, como
é o caso da prevencio de doencas crénicas (Basset et al.,
2010), sdo atribuidos ao seu importante contetido em fibra
soltvel e insoldvel, amido resistente e oligossacaridos pré-
bidticos. Alguns destes componentes regulam a glicémia e

a fungao gastrointestinal, enquanto outros apresentam pro-
priedade antioxidante (Cardador-Martinez et al., 2002). Adi-
cionalmente, através de sua particular capacidade de fixagdo
biolégica de azoto atmosférico e grande facilidade de incor-
poragdo em rotagdes com outras culturas, as leguminosas de
grao contribuem para a mitigacdo dos efeitos adversos da
producdo agricola no meio ambiente e aumentam a susten-
tabilidade dos ecossistemas.

Embora os beneficios das leguminosas de grao sejam reco-
nhecidos por governos e organizagdes de salde ao nivel
mundial e recomendadas como fundamentais numa dieta
alimentar saudavel, assiste-se presentemente a uma redu-
¢ao do seu consumo. Esta reducdo tem-se verificado mesmo
nos mercados mais tradicionais como a India ou a Espanha.
Nestes paises esta redugdo tem sido acompanhada por um
aumento dos problemas de satde tipicos dos mercados nao
tradicionais como a América do Norte (Curran, 2012), o que
realca a necessidade de desafiar e inverter esta tendéncia.

Na verdade, também o cultivo das leguminosas de grao tem,
pelo menos na Europa, estado em constante declinio nos
Gltimos 50 anos (Rubiales & Mikic, 2015). Este decréscimo
tem sido devido principalmente a instabilidade produtiva das
variedades existentes. Durante este periodo, Portugal e ou-
tros paises europeus tornaram-se totalmente dependentes do
exterior no que diz respeito a proteina vegetal, importando
cerca de 70% das suas necessidades na forma de legumino-
sas de grao (www.ine.pt).
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Para aumentar a producdo e o consumo destas legumino-
sas os objetivos do melhoramento genético vegetal e as pre-
feréncias dos consumidores e produtores devem ser mais
consonantes. E portanto necessdrio o desenvolvimento de
variedades de leguminosas de grao produtivas e resistentes,
mas também associadas a uma maior qualidade, seja esta
nutricional, organolética ou de processamento.

O melhoramento de variedades de leguminosas de grao com
maior qualidade é, no entanto, uma tarefa complexa. Esta
complexidade advém da existéncia de grande interagao en-
tre os diferentes fatores que influenciam a qualidade. Muitos
dos componentes das leguminosas de grao benéficos para a
saide podem causar um gosto amargo ou adstringente, ra-
zao geralmente citada para o desinteresse dos consumidores
(Cox et al., 2012). Adicionalmente e dependendo da dieta,
estes mesmos componentes (tais como taninos ou inibidores
da tripsina) podem ser considerados fatores anti nutricionais,
reduzindo a absorcdo de nutrientes, a disponibilidade em
certos minerais e a digestibilidade da proteina (Diaz-Batalla
et al., 2006). Finalmente alguns destes componentes podem
ainda estar associados a resisténcia a pragas e doengas (Islam
et al., 2003) ou a stresses abidticos (Winkel-Shirley, 2002).

A atual auséncia de uma abordagem integradora que te-
nha em conta a complexidade da qualidade nestas plantas,
estd a limitar a exploragdo do potencial destas leguminosas
para a alimentacdo humana. A falta de ferramentas rdpidas
e eficientes que simplifiquem a complexa selecdo para as
mdltiplas caracteristicas de qualidade valorizadas quer pelos
consumidores, quer pelos produtores, tem dificultado seria-
mente o trabalho dos melhoradores destas espécies.

O trabalho desenvolvido pelo meu grupo de investigagao no
ITQB esta a contribuir para colmatar esta lacuna.

Trabalhamos atualmente com duas das mais importantes le-
guminosas de grao para a dieta mediterranica, mas que tal
como outras leguminosas de grdo na Europa, se encontram
subutilizadas. Sdo elas o feijao (Phaseolus vulgaris L.) e o
chicharo (Lathyrus sativus L.). O feijao é a leguminosa de
sementeira de Primavera mais importante na alimentacdo
humana. Em Portugal representa 80% do consumo interno
de leguminosas de grdo, dos quais apenas 10% sdo produzi-
dos no Pais (www.ine.pt). O chicharo é uma leguminosa de
sementeira Outono-Inverno considerada como uma das mais
promissoras fontes de calorias e proteinas nas areas propen-
sas a seca e com um grande potencial de reintrodugdo nas
zonas mais marginais da Europa (Vaz Patto et al., 2006).

Sabendo que a grande interagdo existente entre as caracte-
risticas de qualidade se reflete a nivel genético, temos vindo
a dedicar esforgos na elucidagdo do complexo controlo ge-
nético da qualidade nestas duas espécies de leguminosas.

Muitas das caracteristicas de qualidade, sejam elas organo-
[éticas, nutricionais ou de processamento, sdo caracteristicas
quantitativas, dependendo da expressdo consertada de mul-
tiplos genes (Diaz et al., 2010). Assim estamos a identificar e
localizar os genes que controlam estas caracteristicas e res-
petivas interagdes mediante uma analise de QTL (Quantitati-
ve Trait Loci — loci de caracteristicas quantitativas) ou através

de estudos de associagdo gendémica em larga escala (GWA
- genome wide association). Esta informagao vai permitir o
posterior desenvolvimento de ferramentas biotecnolégicas
para apoiar o melhoramento genético de precisdo para a
qualidade nestas leguminosas. Uma destas ferramentas sao
os marcadores moleculares associados as diferentes carac-
teristicas de qualidade, cuja utilizagdo reduzird a comple-
xidade do processo de selecdo dos gendtipos de interesse.
A sua utilizagdo aumentara a eficiéncia e velocidade dos
programas de melhoramento, permitindo a implementagao
rotineira da selecio para a qualidade em conjunto com a se-
lecdo para o aumento da produtividade e resisténcia a stres-
ses bidticos e abidticos.

Este tipo de investigagdo na vanguarda da qualidade alimen-
tar sé tem sido possivel através de uma colabora¢do multi-
disciplinar e participativa, envolvendo diferentes grupos de
investigacdo do ITQB e do INIAV, de areas tradicionalmente
distantes como a tecnologia alimentar, a quimica analitica,
a genética quantitativa e o melhoramento de plantas. Estas
disciplinas estdo a ser apoiadas por um extenso trabalho de
campo, que permite integrar uma caracterizagdo detalha-
da de diferentes aspetos de qualidade em colecdes de ger-
moplasma de feijdo e chicharo. De entre as caracteristicas
de qualidade que estudamos podemos destacar o teor em
proteina, fibra, compostos antioxidantes e volateis, a capa-
cidade de enlatamento ou de panificacao e as preferéncias
dos consumidores, estas Gltimas medidas através de andlises
sensoriais de produtos alimentares com leguminosas. Estas
caracteristicas estdo a ser correlacionadas com a presenga
de variantes alélicas do tipo SNP (Single Nucleotide Poly-
morphism), identificadas por genotipagem de alto débito dos
mesmos materiais vegetais. F através desta integracdo que
identificamos os genes/QTLs que controlam as diferentes
caracteristicas de qualidade, e caracterizamos as redes de
interagdo génica existentes, desenhando ferramentas biotec-
nolégicas para uma selegao inteligente e de precisao.

Em conclusdo, as novas variedades de leguminosas de grao
que serdo selecionadas através do melhoramento genético
de precisao com base na tecnologia por nés desenvolvida,
apresentardo maior qualidade para a alimentagao humana.
Subsequentemente, os produtos destas variedades terdo uma
maior aceitagdo e procura por parte dos consumidores, favo-
recendo um aumento da producdo de leguminosas de grao
no Pais, o que ird diversificar a oferta de proteina vegetal no
mercado e aumentar a sustentabilidade da nossa agricultura
bem como a autonomia econémica nacional.
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Enquadramento

As propriedades diferenciadoras e caracteristicas do café expresso devem-se, em grande parte, ao método de preparagao da be-
bida e ao facto do processo extrativo ser exercido sob pressdo. Assim, durante a preparagdo de um café expresso, uma pequena
quantidade de dgua quente é percolada através de uma porgao de café torrado moido, sob pressao e durante um curto periodo
de tempo [1]. F este processo que conduz  extragio de uma enorme quantidade de compostos para a bebida de café expresso.
Da vasta gama de compostos extraidos, alguns tém papel preponderante no corpo da bebida, outros na cor e na formagao do
creme, enquanto os mais voldteis sdo responsaveis pelo aroma caracteristico percecionado aquando da toma do café expresso.

Nos ultimos anos, a oferta de café expresso em cdpsula tem oferecido aos consumidores a possibilidade de, de uma forma
cémoda e individualizada, experimentar diferentes blends com caracteristicas distintas. O processo de torra, a proveniéncia
geografica e a composicgao varietal do café sdo fatores que influenciam as caracteristicas do café torrado moido [1, 6]. No en-
tanto, pouco se sabe acerca das caracteristicas dos cafés expresso obtidos em sistema de capsulas e de que modo este recente
método de preparacao de cafés expresso influencia a bebida. O Projeto Coffee Art, realizado em parceria entre a Novadelta S.A.
e a Universidade de Aveiro, financiado através de uma candidatura QREN individual, permitiu, de uma forma sistematizada,
estudar 8 blends de café expresso em cdpsula, e estabelecer as caracteristicas quimicas associadas a este tipo de café expresso
perspetivando a sua percegdo sensorial pelo consumidor.

Caracteristicas fisico-quimicas dos cafés
expresso em capsula

A Figura 1 sistematiza, através de um grifico Heat Map,
os teores relativos em termos de densidade, sélidos totais,
cinzas, lipidos totais, pH, diterpenos (kahweol, cafestol e
16-O-metilcafestol), proteina, fibra dietética, polissacaride-
os, acidos clorogénicos, cafeina e melanoidinas de 8 blends
de café expresso. A representacdo Heat Map esta normali-
zada pelo minimo e pelo maximo de cada variavel, tendo
como limites a cor azul e vermelha representativas do teor
relativo minimo e maximo, respetivamente. Esta representa-
¢do evidencia que cada blend tem um padrdo distintivo em
termos de propriedades quimicas. O blend descafeinado é
caracterizado por ter menor teor relativo no que respeita a
maioria das caracteristicas quimicas estudadas, o que podera
ser refletido na percecdo sensorial do café expresso, dando
origem a um café menos encorpado que os restantes. O teor
de sélidos totais € um parametro que reflete a quantidade de
compostos extraidos para a bebida de café expresso e que
esta intimamente relacionado com o corpo da bebida. A ge-
neralidade dos blends analisados caracteriza-se por conter
cerca de 1,20 g de sélidos totais por café expresso de 40 mL,
valor semelhante ao obtido com outro sistema de capsulas

(1,21 g) [7]. No entanto, o blend descafeinado apresentou
uma diminuicdo de cerca de 18% em relagdo ao contetdo
de sélidos da generalidade dos blends o que poderd indi-
car que o processo de descafeinacdo leva a alteracdo das
propriedades extrativas dos compostos do café, diminuindo,
neste caso, o seu contetido. Por outro lado, a obtencdo de
uma quantidade superior de sélidos utilizando processos de
extragdo convencionais (1,58-1,75 g) [1, 8] evidencia uma
menor capacidade extrativa dos sistemas de capsulas em re-
lagdo aos restantes processos de extragdo de café expresso.

A Figura 1 mostra que o blend E apresenta um teor de cafeina
superior aos restantes blends o que se deve a adigdo de ex-
tratos de ginseng e guarana. Além deste pardmetro, o blend
E apresenta teores elevados de polissacarideos, acidos cloro-
génicos e proteina. Este incremento reflete-se na maior quan-
tidade de sélidos totais da bebida preparada com este blend
(1,67 g por café), correspondendo a um aumento de cerca
de 40% em relacdo aos restantes blends. Os polissacarideos
do café (galactomananas e arabinogalactanas) presentes nos
cafés expresso analisados contribuem com cerca de 200 mg
para a fibra dietética soldvel, um componente importante na
dieta humana, resistente a digestao e absor¢do no intestino
delgado, sendo completa ou parcialmente fermentado ape-
nas no intestino grosso [9]. Deste modo, beber dois a trés
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Figura 1 — Heat Map dos parametros fisico-quimicos analisados com os cafés expresso: densidade, sélidos totais, cinzas, lipidos totais, pH, kahweol, cafestol,
16-O-metilcafestol, proteina, material de baixo peso molecular (MBPM), material de alto peso molecular insoltvel em dgua fria (MAPMins.), material de alto peso
molecular soltvel em agua fria (MAPMsol.), fibra dietética soltvel, polissacarideos, dcidos clorogénicos, cafeina e melanoidinas.

Nota: Os dados foram normalizados tendo em conta o valor méximo e minimo em cada parametro, sendo que a cor azul representa valores minimos ou préximos do minimo e a cor vermelha

sdo representados resultados mdximos ou préximo do maximo.

cafés expresso por dia corresponde a ingestdo de cerca de
10% da fibra dietética soltvel recomendada [10]. Na bebida
de café expresso, cerca de 50% dos acidos clorogénicos, que
sdo compostos com propriedades antioxidantes, encontram-
se adsorvidos aos polissacarideos e ao material castanho de
alto peso molecular, denominado de melanoidinas. Este sis-
tema permite a libertagdo controlada dos acidos clorogéni-
cos ao longo do trato gastrointestinal, doseando os efeitos
antioxidantes destes compostos durante a digestao [11].

Osblendsanalisados, em concordanciacomoutrossistemasde
capsula [7], apresentam um teor de lipidos de 7,40-35,10 mg,
um valor inferior ao referido na literatura para cafés expresso
[1, 8]. Este baixo teor lipidico podera permitir maior quantida-
de de creme [12] e também menor quantidade de diterpenos,
muitas vezes associados a efeitos colesterolémicos [13, 14].
Foi ainda possivel verificar que apenas uma pequena fragdo
da quantidade de lipidos que se encontram em cada capsula
(390-830 mg) passa para a bebida (1,9-5,1%). O facto da
grande maioria dos diterpenos que se encontram nas capsu-
las ndo serem extraidos para a bebida, revela-se deste modo,
uma vantagem.

Caracteristicas dos compostos volateis dos
cafés expresso em capsula

A microextragdo em fase sélida combinada com a cromato-
grafia de gas bidimensional abrangente acoplada a espectro-
metria de massa com analisador de tempo de voo (HS-SPME/
GCxGC-ToFMS) foi usada na caracterizagdo da composicao
volatil do café, uma vez que combina uma técnica de extra-
¢ao de elevada eficiéncia com uma técnica de anélise de ele-
vada sensibilidade e resolugdo. Assim, foi possivel por analise
direta do p6 e da bebida de café, obter informacdo detalha-
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da sobre a composicdo desta amostra complexa, inclusive
sobre 0s compostos presentes em concentragdes vestigiais,
mas com potencial impacto nas caracteristicas de aroma. O
estudo detalhado da composicdo volatil dos cafés expresso
permitiu identificar mais de 700 compostos volateis. Através
da bibliografia foi possivel atribuir descritores de aroma a
165 destes compostos, o que possibilitou a construgdo de
aromas networks (redes de aromas) para poder explicar os
aromas dos cafés expresso. Um aroma network é uma rede
que integra os potenciais aromas presentes no café expresso
e os compostos que explicam cada um desses aromas de
acordo com o descritor de aroma de cada composto. A roda
de aromas apresentada na Figura 2a integra a informagao dos
aromas networks, constituindo uma ferramenta importante
na identificagdo dos diferentes aromas carateristicos do café.
Esta divide-se em dois circulos: um circulo interior que cor-
responde a cada um dos 7 aromas networks desenvolvidos e
um circulo exterior que diz respeito a aromas mais especifi-
cos associados a cada um dos aromas networks.

A Figura 2b representa os aromas que se destacam em cada
um dos 8 cafés expresso analisados, salientando-se os aro-
mas que poderdo estar mais potenciados em cada um dos
cafés expresso. Esta analise foi realizada tendo somente em
conta as areas cromatograficas dos compostos volateis iden-
tificados e ndo as concentragdes destes compostos nos cafés
expresso nem os limites de percegdo sensorial a eles associa-
dos. Apesar de preliminar, permite perspetivar e identificar
possiveis compostos associados ao aroma de cada blend.
Esta andlise quimica global tera de ser complementada com
a anélise de compostos padrao especificos do aroma, deter-
minagao dos limites de percecao sensorial e andlise sensorial
por um painel treinado.
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Figura 2 — Roda de aromas (a)
e mosaicos de palavras (b)
relativos aos cafés estudados.

Conclusao

O estudo dos diferentes blends possibilitou a identificagdo
das caracteristicas quimicas proprias de cada café expresso
e da sua relagdo com as caracteristicas sensoriais. Tal permi-
te cruzar a informagdo de andlise quimica do produto com
dados de consumo e focus group, gerando uma nova forma
de comunicar o produto ao consumidor, com base cientifica
e interdisciplinar. Assim, é possivel proporcionar ao consu-
midor uma escolha esclarecida e que vai ao encontro das
suas preferéncias. O resultado é uma estratégia de processo
industrial eficiente e suportada em evidéncia cientifica.
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Resumo

A quitosana tem elevado potencial para ser utilizada na preservacdo de uma variedade de alimentos devido as suas proprieda-
des antimicrobianas e antioxidantes, associadas a sua ndo-toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade. A modificagao
quimica da quitosana, por reticulagdo e/ou ligagdo de moléculas com propriedades especificas, tem sido usada para aumentar
a sua funcionalidade de forma a ampliar as aplicagdes na inddstria alimentar. A aplicacdo da nanotecnologia a quitosana é
promissora como forma de desenvolver materiais para serem usados como embalagens alimentares ativas e inteligentes.

As propriedades da quitosana

As preocupagdes sobre o impacto ambiental negativo das
embalagens atualmente em uso, assim como a crescente pro-
cura por alimentos mais naturais e saudaveis, tém levado ao
desenvolvimento de filmes com origem biolégica e que con-
tribuam para uma melhor seguranga alimentar e aumento do
prazo de validade dos alimentos. Neste contexto, e toman-
do em consideragdo a necessidade de encontrar alternativas
aos polimeros derivados do petréleo, o uso de biopolimeros
abundantes e biodegradaveis, como a quitosana, parece ser
uma solugao viavel.

A quitosana é um polissacarideo linear constituido maiori-
tariamente por residuos de 2-amino-desoxi-B-D-glucose em
ligacio (B1,4). Este polimero é o derivado desacetilado da
quitina, o segundo polissacarideo mais abundante na nature-
za depois de celulose. A quitosana tem um grande potencial
para o desenvolvimento de materiais funcionais na area das
embalagens alimentares devido a sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade, ndo-toxicidade e propriedades fisico-
quimicas que permitem a formagao de filmes. Este polimero
tem sido muito estudado também devido as suas proprie-
dades antioxidantes e antimicrobianas, que podem evitar a
oxidacao dos alimentos e a contaminagdo microbiolégica
de fungos e bactérias (Gram positivas e Gram negativas) [1].
Tém sido sugeridos dois mecanismos para explicar a inibigao
do crescimento de microrganismos pelas quitosanas: 1) a in-
teragdo do polimero policatiénico com os grupos aniénicos
na superficie de células de bactérias Gram-negativas, o que
pode obstruir o transporte de substancias essenciais para o
seu interior ou provocar a rutura celular; 2) a complexacdo
de metais, oligoelementos ou nutrientes essenciais que ficam
indisponiveis para que o microrganismo cresga [2]. A capa-
cidade antioxidante da quitosana esta também relacionada
com a sua capacidade de complexar com os ides metélicos
[3] como o Fe** ou o Cu* (participantes na reagdo de Fenton,

que converte o O, em radicais HO). A quitosana tem sido
descrita como tendo atividade coagulante, efeito analgésico,
efeito imunoestimulador e propriedades anti-colesterolémi-
cas e anti-tumorais [4].

Como a quitosana é soltvel em solugdes com pH abaixo
de 6,0 devido a protonacdo do grupo —-NH, dos residuos de
D-glucosamina (pKa = 6,3), a aplicacdo em produtos alimen-
tares requer a sua modificagdo para a tornar estavel. Uma
das estratégias possiveis € a reticulagao do polimero por uma
molécula que ligue duas ou mais moléculas de quitosana ori-
ginando a formagdo de uma rede covalente tridimensional. A
escolha adequada do agente reticulante e das condig¢ées de
reacdo pode permitir obter materiais com maior estabilidade
em meios acidos, aumentando a sua resisténcia mecanica e
quimica, e a capacidade de absorc¢do de dgua, mantendo as
propriedades bioldgicas. A genipina, a aglicona do genipé-
sido presente no fruto de gardénia, € um composto natural
com capacidade para reticular a quitosana. Este composto
tem a vantagem de reagir rapidamente com os grupos amina
e ser menos citotoxico [5], 5 mil a 10 mil vezes menos do
que o glutaraldeido, o agente reticulante mais utilizado para
a quitosana. Os filmes de quitosana com ligagdo covalen-
te a genipina apresentam baixa solubilidade em meio acido
(< 20% de perda de massa), nao alterando significativamen-
te a atividade antioxidante e antimicrobiana dos filmes [6].
Estes filmes de quitosana reticulados com genipina foram
testados na producdo de vinho branco em substituicdo da
adicdo de anidrido sulfuroso, permitindo manter a seguranca
microbioldgica do produto final, favorecendo a sua longevi-
dade com uma boa qualidade organolética [7].

A incorporacgdo de compostos antimicrobianos e/ou antio-
xidantes de origem natural em filmes de quitosana é uma
maneira viavel de melhorar as suas propriedades funcionais,
alargando as suas potenciais aplicagbes [8]. A presenca do
grupo amina no carbono 2 da glucosamina proporciona al-
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Figura 1 —Valorizagao de residuos da industria de crustdceos na preparagdo de embalagens ativas e inteligentes.

guma reatividade a molécula o que permite a ligagio cova-
lente de moléculas a cadeia principal de quitosana. Uma vez
que a oxidacdo é um problema grave que afeta a qualidade
dos alimentos, materiais a base de quitosana foram desenvol-
vidos para a melhoria da atividade antioxidante por ligagcao
de antioxidantes naturais, tais como os compostos fenélicos
ou extratos de uva ou vinho, ricos nestes compostos [8, 9].
Os compostos fendlicos potenciam a atividade antioxidante
pois atuam como captadores de radicais livres, um meca-
nismo diferente do que o que se verifica para a atividade
antioxidante da quitosana, que atua devido a capacidade de
quelar os ides metélicos envolvidos nas reagbes oxidativas.
A introducdo de grupos fendlicos na estrutura da quitosana
permite a obtengao de um material com os dois tipos de pro-
priedades antioxidantes. Assim, a modificagdo da quitosana
por ligacao covalente de compostos fendlicos permite obter
filmes com maior atividade antioxidante (> 100% em relacdo
a um filme de quitosana). Além disso, o uso simultaneo de
genipina permite a obtengdo de filmes estaveis numa ampla
gama de pH [9]. Portanto, estes filmes sao materiais promis-
sores para serem utilizados na conservacao de alimentos.

Nanotecnologia em embalagens alimentares
ativas e inteligentes

O grande desafio dos nossos dias é o desenvolvimento de
embalagens alimentares que sejam simultaneamente ativas
e inteligentes. As embalagens ativas pressupdem a interagdo
da embalagem com o alimento e atmosfera circundante de
forma a serem funcionais na conservagdo e expansdo do
tempo de vida do alimento. O conceito de embalagens inte-
ligentes engloba a capacidade de adquirir informagao sobre
o alimento desde a sua origem, monitorizando as condigoes

a que o alimento esteve sujeito, avaliando o estado do ali-
mento num dado momento de forma qualitativa ou semi-
quantitativa e possibilitando o acesso facil a esses dados [10].

A nanotecnologia pode ser uma solucao viavel para a obten-
¢do de filmes a base de quitosana com caracteristicas que
permitam a sua utilizagdio como embalagens alimentares
ativas e inteligentes. As nanoparticulas, devido ao seu tama-
nho, tém proporcionalmente uma mais superficie de intera-
cao/reagao com o meio envolvente. Filmes de quitosana com
nanoparticulas podem apresentar melhores propriedades
mecanicas, quimicas, fisicas e biolégicas, tornando a qui-
tosana uma alternativa competitiva aos polimeros sintéticos.
Por exemplo, nanoparticulas de argilas do tipo montmorillo-
nite sdo utilizadas em compésitos poliméricos para melhorar
a permeabilidade ao oxigénio [11] bem como as proprie-
dades mecanicas [12]. O controlo da atmosfera da embala-
gem para impedir a entrada de oxigénio em embalagens em
vacuo e para evitar a libertagdo de diéxido de carbono em
embalagens em condigdes anaerébicas é fundamental para
a conservagdo dos alimentos. A adigdo de nanoparticulas de
prata a quitosana permite aumentar cumulativamente as suas
caracteristicas antimicrobianas, tendo também contribuido
para a melhoria das propriedades de barreira mecanica e a
gases [13]. O 6xido de grafeno [14], a magnetite e os nano-
tubos de carbono [15] tém sido utilizados como aditivos no
aumento da resisténcia mecanica e na atribuicao de proprie-
dades de condutividade elétrica.

As embalagens podem também ser dotadas de “inteligéncia”
por insercao de nanoparticulas sensiveis a presenca de com-
postos formados durante a degradagdo dos alimentos, altera-
¢do de acidez do meio ou mudangas de temperatura, modi-
ficando as suas caracteristicas e permitindo a determinacdo
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do estado de conservacdo do alimento. Nanoparticulas de
ouro em quitosana foram utilizadas na dete¢do de dopamina
utilizando espectroscopia de Raman [16]. Existem também
sistemas de identificacdo por radio frequéncia (RFID) que,
apesar de ainda dispendiosos, podem permitir fazer registos
das temperaturas a que esta sujeito o alimento, bem como
monitorizar a cadeia de distribuicdo [10].

Conclusoes

A aplicacdo da quitosana como matéria-prima base no fa-
brico de embalagens alimentares estd ainda no inicio mas
parece promissora desde que associada a outras moléculas
ou a nanotecnologia, tornando-a competitiva. A engenharia
da sua estrutura podera melhorar as suas propriedades gerais
e potenciar a sua atividade no aumento da longevidade do
alimento, bem como permitir a ligacdo de grupos funcionais
que funcionem como sensores moleculares para detecdo de
indicadores do estado de conservagdo dos alimentos e mo-
nitorizar o estado durante a distribuicdo e armazenamento.
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Introducao

Na dltima década, a tecnologia de Alta Pressao (AP) tem sido cada vez mais estudada e usada comercialmente para pasteuriza-
¢ao a frio de produtos alimentares, com o objetivo de destruir microrganismos vegetativos patogénicos presentes nos alimentos.

Deste modo, garante-se a segurancga alimentar e alarga-se o prazo
risticas sensoriais, nutricionais e funcionais dos alimentos [1].

de validade comercial, com um impacto minimo nas carate-

A crescente compreensao dos efeitos da AP em sistemas biolégicos tem despoletado o desenvolvimento de uma série de novas
e interessantes aplicagdes, particularmente na area da biotecnologia [2]. Um desses casos corresponde ao crescimento de mi-
crorganismos e a realizagio de processos fermentativos sob AP, com o objetivo quer de obter novos produtos, quer de melhorar
processos, como por exemplo, realiza-los em condi¢cdes ambientalmente mais sustentaveis [3]. Os principais estudos realizados
neste contexto encontram-se resumidos neste artigo, dando enfoque ao potencial de novas aplicagoes.

Efeitos da alta pressao nas células
microbianas

De um modo geral, todos os efeitos da AP advém da influén-
cia da reducgdo do volume do sistema, que favorece a aquisi-
¢ao de estruturas celulares mais compactas [4]. Na Figura 1
estao representados alguns exemplos dos efeitos da AP nas
células microbianas.

multimer monomer
/—C
L o b 5 .f{ f f
gl
native unfolded

A membrana citoplasmatica corresponde a uma das primei-
ras estruturas celulares a ser alterada pela AP. O aumento da
pressdo provoca diminui¢do de fluidez da bicamada fosfoli-
pidica que, em consequéncia, se torna mais impermeavel a
passagem de dgua e de outras moléculas. Adicionalmente, as
interagdes lipido-proteina sdo enfraquecidas, prejudicando
o funcionamento 6timo da membrana [5]. Os efeitos da AP
nas proteinas estdo relacionados com a rutura das ligagGes

Translation No Translation

Figura 1 — Efeitos da AP nas células e nos respetivos componentes. A: lipidos da membrana citoplasmatica; B: associagao de proteinas multiméricas; C: estrutura de

proteinas; D: mobilidade das células; E: sintese de proteinas pelos ribossomas'.

'Reproduzido a partir de Oger, P. M., Jebbar, M. (2010). The many ways of coping with pressure. Res Microbiol 161, pp. 799-809. Copyright © 2014, publicado por

Elsevier Masson SAS. Todos os direitos reservados.
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ndo-covalentes, essenciais para manter a estrutura proteica.
Para além disso, a AP inibe a sintese de proteinas, devido
a dissociacdo das subunidades ribossémicas (50S e 30S) e
consequente perda de funcionalidade dos ribossomas [6]. A
estrutura do ADN também é afetada pela AP, uma vez que
a dupla cadeia é estabilizada pelo aumento da pressao e,
portanto, a sua transicdo para cadeia simples é dificultada.
Desta forma, verifica-se inibicdo de processos como a repli-
cacao de ADN ou a sintese de proteinas [5].

A amplitude dos danos causados pela AP depende da to-
lerancia dos microrganismos, da extensdo e da duragdo do
tratamento. Ou seja, dependendo destes fatores, é possivel
aplicar tratamentos de AP sem que ocorra, necessariamente,
a destruicdo dos microrganismos. Em alguns casos, a utiliza-
¢do de AP podera resultar até na aceleragdo dos processos
fermentativos.

Fermentacao microbiana sob alta pressao

A aplicabilidade de AP em processos fermentativos encontra-
se ainda pouco documentada na literatura. Esta abordagem
utiliza niveis sub-letais de AP, uma vez que o objetivo ndo
passa pela destruicdo dos microrganismos, mas sim pelo
desenvolvimento de respostas metabdlicas e fisiolégicas ao
stress causado pela pressdo. Assim, poderdo verificar-se al-
teragbes nos processos fermentativos, como, por exemplo,
o aumento do rendimento de determinados produtos, o au-
mento da velocidade fermentativa ou até a produgdo de no-
vos compostos devido a desvios/alteragdes metabdlicas, um
pouco a semelhanca do que ocorre em profundidade nos
fundos marinhos [3].

Picard et al. (2007) [7] avaliaram a capacidade fermentati-
va de Saccharomyces cerevisiae sob diferentes condicdes de
pressdo e observaram que a produgdo méaxima de etanol foi
atingida a 5 MPa. Para além disso, a 5 e 10 MPa a fermen-
tacdo decorreu a uma velocidade superior a observada a
pressdo atmosférica. A aceleragdo da fermentagdo alcodlica
poderd ser aplicada na produgdo mais rdpida e econdémica
de bebidas alcodlicas e bioetanol. No entanto, falta identifi-
car as modificagdes genéticas e moleculares despoletadas na
fermentacdo de S. cerevisiae sob pressdo, de modo a com-
preender as implicagdes que estes ajustamentos representam
para o processo e para o produto final.

Lactobacillus sanfranciscensis é uma bactéria acido-latica
que é usada na fermentagdo de uma grande variedade de
paes, bolos e bolachas. A inducdo de resisténcia a AP desta
bactéria através de protecdo cruzada foi analisada recorren-
do a varios fatores de stress. Verificou-se aumento de tole-
rancia a exposicao a AP (300 MPa), quando as células eram
previamente incubadas sob diferentes condiges de stress,
nomeadamente condigoes hipertonicas, acidicas ou de bai-
xa temperatura. A inducdo de resisténcia a AP estard pro-
vavelmente associada a sintese de proteinas de novo e/ou
a alteragdo de propriedades dos componentes celulares [8].

Lactobacillus rhamnosus é um organismo probidtico utili-
zado na suplementacdo de iogurte e outros produtos lacte-
os. Ananta et al. (2004) [9] avaliaram se a resisténcia deste

microrganismo a temperatura poderia ser afetada por pré-
tratamentos de pressdo. Os autores verificaram que a mor-
te celular, resultante da exposicdo a temperaturas letais, foi
reduzida nas células pré-tratadas com AP. Este efeito da AP
baseou-se na sintese de proteinas simultaneamente envolvi-
das na adaptagdo das células a AP e a temperatura elevada.
Estes mecanismos de protecdo cruzada poderdo representar
um avango muito relevante para a inddstria dos lacticinios,
uma vez que as estirpes probidticas sdo bastante sensiveis
as temperaturas elevadas aplicadas durante o processamento
dos produtos lacteos. A utilizagdo de um pré-tratamento de
AP para obtencdo de estirpes mais termotolerantes podera fa-
cilitar a sobrevivéncia dos organismos probidticos, permitin-
do assim ultrapassar um desafio associado a suplementacdo
de produtos alimentares com probiéticos.

Num estudo recente realizado pelo nosso grupo de inves-
tigacdo, foi estudada a realizagdo da fermentacdo lactica
envolvida na producio de iogurte, com e sem probidticos
(Bifidobacterium lactis), sob AP. Para os dois casos, pressdes
na gama 5-100 MPa reduziram a velocidade fermentativa
(relativamente aos controlos a pressdo atmosférica), sendo
o efeito progressivamente mais acentuado com o aumento
da pressdo até se verificar uma inibicao total a 100 MPa.
Como caso de estudo, a 5 MPa, quando o tempo de fermen-
tacao foi alargado para 10 horas, foi possivel atingir o pH
carateristico do iogurte e uma produgdo de iogurte aparen-
temente normal. Através de uma andlise sensorial informal,
verificou-se que os iogurtes produzidos sob AP possuiam um
perfil aromatico diferente dos iogurtes controlo, o que abre
a possibilidade de utilizar a AP para produzir iogurtes com
caracteristicas sensoriais e organolépticas diferentes.

De modo a verificar se a auséncia de atividade fermentativa a
100 MPa se devia a inativagao de microrganismos ou a inibi-
¢do da sua atividade metabdlica, amostras sujeitas a 100 MPa
durante 180 minutos foram posteriormente colocadas a
pressdo atmosférica durante 10 horas. Tal como esperado,
ndo foi detetada atividade fermentativa durante o periodo a
100 MPa. No entanto, quando as amostras foram transferidas
para a pressdo atmosférica, observou-se atividade fermenta-
tiva, tendo-se atingido o pH caracteristico do iogurte. Estes
resultados demonstram que ocorreu inibicao da atividade
metabdlica das bactérias sob 100 MPa e a 43 °C, mas ndo
a sua inativagdo, visto que se verificou uma atividade fer-
mentativa aparentemente normal ap6s retorno para a pressao
atmosférica. Deste modo, abre-se a possibilidade da pressao
poder ser usada como um interruptor on/off dos processos
fermentativos, tal como a temperatura (refrigeragdo). Estudos
realizados com o objetivo de conservar alimentos, utilizan-
do uma abordagem denominada conservagdo hiperbarica,
mostraram um efeito reversivel de inibicio/reducdo da ati-
vidade microbiana para estes niveis de pressao, suportando
claramente esta possibilidade. Este é um novo conceito de
conservagdo de alimentos, a qual permite a sua conserva-
¢do a temperatura ambiente, sem necessidade de controlar a
temperatura e, portanto, sem gastos energéticos [10].

Estes e outros processos de biotecnologia microbiana sob AP
sdo hoje um dos focos principais de investigacdo do nosso
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Figura 2 — Atual portefélio de equipamentos de Alta Pressao da Plataforma Tecnoldgica Multidisciplinar de Alta Pressao da Universidade de Aveiro: escala laborato-
rial, piloto e industrial, da esquerda para a direita.

grupo de investigacdo. De modo a dinamizar estes e outros
estudos, foi criada uma Plataforma Tecnolégica Multidis-
ciplinar de Alta Pressdo na Universidade de Aveiro (http://
www.ua.pt/ptaltapressao/). Esta plataforma possui um por-
tefélio de equipamentos que engloba a escala laboratorial,
piloto e industrial, com capacidade para gerar pressdo até
900 MPa (~9000 atm), simultaneamente com temperatura
desde -20 °C até 120 °C (Figura 2), pretendendo ser um pélo
dinamizador de investigacdo e desenvolvimento de aplica-
¢oOes industriais de AP, em colaboracdo com outras institui-
¢oes de ensino superior e inddstrias.

Conclusao

A utilizacdo da tecnologia de AP em processos fermentativos
€ uma area emergente, com elevado potencial para aplicagao
em biotecnologia microbiana. Relativamente a aplicagdo da
AP em processos fermentativos, pouca informagdo se encon-
tra disponivel na literatura, uma vez que esta corresponde
a uma area pouco desenvolvida. No entanto, espera-se que
surjam mais estudos nos préximos anos, dado o grande inte-
resse atual. Numa fase mais avangada, serd importante testar
estes processos a escala industrial, de modo a que, num fu-
turo préximo, a fermentagdo microbiana sob AP possa vir a
representar uma realidade para a inddstria, abrindo novas e
interessantes oportunidades.
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Introducao

Em 2012 foram reportados na Unido Europeia 5363 surtos de origem alimentar, resultando em 55453 casos humanos, os quais
causaram 5118 hospitalizagdes e 41 mortes [1]. A maioria dos surtos notificados foi provocada por Salmonella, toxinas bacte-
rianas, virus e Campylobacter. Além destes microrganismos, Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Staphylococcus aureus
estdo também entre os patogénicos alimentares mais problemdticos. A formagao de biofilmes nas superficies de processamento
de alimentos é uma das principais causas destes surtos. De facto, todos estes microrganismos apresentam uma grande capacida-
de para formar biofilmes e estes podem desenvolver-se em todo o tipo de superficies na inddstria alimentar, incluindo ago inoxi-
davel, polipropileno, vidro, etc. Os biofilmes constituem uma fonte de contaminagao dos alimentos com que contactam e o seu
desprendimento das superficies causa ainda a contaminagdo do ambiente circundante. Pode definir-se biofilme como um
agregado de células microbianas formado sobre uma superficie ou interface frequentemente envolto numa matriz de substan-
cias poliméricas, a maioria de origem microbiana [2]. Estas estruturas apresentam uma grande tolerancia a agressoes externas,
nomeadamente a agentes antimicrobianos quimicos. A tolerancia inerente dos biofilmes a biocidas quimicos tem suscitado o
interesse no desenvolvimento de métodos alternativos de controlo de patogénicos alimentares. Neste artigo serdo abordados
os principios fundamentais de adesdo e persisténcia de patogénicos alimentares nas superficies alimentares e de contacto com
alimentos. Sera referido o papel dos biofilmes na resisténcia cruzada e por fim serdo apresentados 2 métodos inovadores de
controlo de biofilmes.

Adesio a superficies de contacto com interagem. Por seu lado, a rugosidade estd relacionada com
alimentos a topografia do material podendo aumentar/reduzir a area

superficial de contato e potenciar/restringir a existéncia de
A adesdo de microrganismos a superficies de processamento locais protegidos favoraveis a colonizagdo microbiana.
de alimentos é um processo rapido (geralmente ocorre entre
5 a 30 segundos), pelo que, frequentemente, a limpeza e de-
sinfecdo dessas superficies ndo € suficiente para impedir que
essa adesao ocorra. Na fase inicial do processo sdo determi-
nantes as propriedades superficiais (carga e hidrofobicidade)
e a morfologia (rugosidade e porosidade) dos materiais. No
entanto, outros fatores como a disponibilidade de nutrientes
no meio envolvente, o pH, temperatura e concentragao i6-
nica do meio, a fase de crescimento das células bacterianas,

Assim, é fundamental um conhecimento aprofundamento
das caracteristicas dos materiais que promovem a adesdo de
patogénicos alimentares. Como a hidrofobicidade e a rugo-
sidade dos materiais podem ser alteradas, tém sido efetuados
varios estudos que avaliam a capacidade de adesdo de varios
microrganismos a diferentes tipos de materiais comummen-
te utilizados em superficies alimentares, tanto de cozinhas
como na inddstria alimentar [3, 4, 5, 6, 7, 8].

a presenca de estruturas celulares, como as substancias po- Num estudo em que foi avaliada a capacidade de adesdo
liméricas extracelulares e os flagelos influenciam também o de 10 estirpes de Listeria monocytogenes a 6 materiais nor-
processo de adesao. malmente usados em cozinhas (ago inoxidavel 304 (SS304),

marmore, granito, vidro, polipropileno e silestone (o silestone
é um material composto por quartzo com um biocida incor-
porado - o Microban)), verificou-se que todas as estirpes ade-
riram a todos os materiais, inclusivamente aos silestones [7].
No entanto, o niimero de células aderidas foi diferente con-
soante a estirpe e o material em estudo (Figura 1). Este estudo
permitiu concluir que as superficies com maior propensdo
para a adesdo sdo o mdrmore e o granito e que o polipropi-
leno é o material menos sujeito a colonizagdo por parte de
Listeria.

Para prevenir e/ou evitar a adesdo € assim fundamental a se-
lecdo dos materiais adequados bem como o desenvolvimen-
to de produtos e protocolos de desinfecdo mais eficientes. A
principal estratégia para se obter um material que impede,
ou pelo menos minimiza, a adesdo bacteriana, consiste na
modificagdo das suas propriedades superficiais. Os materiais
podem ser cobertos ou impregnados com agentes antimicro-
bianos ou alterada a sua hidrofobicidade e /ou rugosidade.
A hidrofobicidade de uma superficie traduz a sua afinidade/
repulsdo em relacdo a agua, e sabe-se que o processo de
adesdo é facilitado pela hidrofobicidade das superficies que
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Figura 1 — a) Adesdo de varios isolados clinicos e alimentares de L. monocytogenes (estirpes 747, 812, 832, 923 e 9249) a materiais utilizados no processamento de
alimentos: aco inoxidavel (SS 304), polipropileno (PP), granito, marmore, vidro e silestone (ST).

b) Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varrimento de células de L. monocytogenes aderidas a PP, vidro, SS 304, Silestone, marmore e granito, respetiva-

mente da esquerda para a direita (de a) a f)). As barras correspondem a 10 pm.

Persisténcia em alimentos e superficies

A maior parte dos produtos comerciais usados na limpeza e
desinfecdo de superficies é baseada em compostos fendlicos,
dcidos organicos, alcoois, cloro, compostos de aménio qua-
ternario e iodéforos. Para todos eles, foi verificada uma maior
eficacia contra suspensdes bacterianas do que contra células
aderidas e biofilmes. Este facto chamou a atengdo para a ne-
cessidade de reformular os procedimentos padronizados que
sdo usados para testar a eficacia dos desinfetantes, para que
0s mesmos incluam testes em células aderidas e biofilmes,
além das células plancténicas. Entre os varios métodos que
tém sido usados para estudar biofilmes microbianos o “Cal-
gary Biofilm Device” (CBD) é um dos mais conceituados,
dado que consiste numa técnica high-throughput baseada
em microplacas e que serve para avaliar a suscetibilidade
dos biofilmes a agentes antimicrobianos [9]. Trata-se, portan-
to, de uma técnica altamente versatil que permite determinar
a Concentracdo Minima de Erradicagdo do Biofilme (CMEB,
ou “MBEC” em inglés) em relagdo a uma vastissima gama
de produtos e compostos, tais como antibidticos, biocidas,
metais e desinfetantes.

Um estudo realizado por nés focado na suscetibilidade de
biofilmes de L. monocytogenes e S. enterica a diferentes de-
sinfetantes (hipoclorito de sédio, cloreto de benzalcénio, pe-
réxido de hidrogénio e triclosan) mostrou que, de uma forma
geral, os biofilmes de L. monocytogenes e S. enterica sao
mais suscetiveis ao hipoclorito de sédio do que a qualquer
outro desinfetante testado, indicando este composto como
um dos mais eficazes para aplicagdo pritica em ambientes
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de processamento alimentar [10]. Por outro lado, este estudo
aponta o triclosan como um composto a evitar nos processos
de limpeza e higienizagdo, dado que se verificou que todos
os biofilmes de S. enterica apresentaram elevada tolerancia a
este agente na gama de concentragdes usada. Adicionalmen-
te foi possivel observar que, de uma forma geral, a desinfecao
foi influenciada por variabilidade intra- e inter-especifica, o
que realga um problema acrescido no combate aos biofilmes
destes patogénicos alimentares (Figura 2).

A importancia da resisténcia cruzada

Outro aspeto importante relacionado com a desinfe¢do de
superficies é a aquisicao de resisténcia bacteriana a agentes
desinfetantes e, mais preocupante ainda, a possivel relagcao
entre a utilizagdo de biocidas quimicos e a emergéncia de
resisténcia a antibiéticos. A suscetibilidade e resisténcia de
S. enterica a diferentes tipos de antimicrobianos tém sido
vastamente analisadas, mas o efeito de desinfetantes quimi-
cos sobre células de biofilme que sobrevivem a agdo destes
compostos é ainda pouco estudada. Neste contexto, um dos
nossos estudos (ainda ndo publicado) focou-se na avaliacdo
do efeito da exposicdo a desinfetantes quimicos de uso co-
mum em areas de processamento alimentar sobre células de
biofilme de S. enteritidis, em termos de suscetibilidade a an-
tibiéticos. Apesar de este estudo ndo ter revelado a aquisicao
de uma verdadeira resisténcia aos antibiéticos testados (ten-
do em conta os valores de referéncia do “Clinical and Labo-
ratory Standards Institute”), verificou-se que a agdo de alguns
dos desinfetantes testados promoveu um decréscimo da sus-
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cetibilidade a certos antibidticos. Em relagao ao cloreto de
benzalcénio, uma menor suscetibilidade foi observada para
a ampicilina e cloranfenicol, enquanto a exposi¢do ao triclo-
san promoveu uma diminui¢do da suscetibilidade a ampicili-
na, cefotaxima, ciprofloxacina e tetraciclina. Finalmente, no
que respeita a agao do hipoclorito de sédio, verificou-se que
este desinfetante também promoveu um decréscimo na sus-
cetibilidade das células de biofilme de S. enteritidis a quatro
antibiéticos de diferentes classes (ampicilina, ciprofloxacina,
tetraciclina e cloranfenicol).

Os resultados acima referidos permitem inferir que uma pos-
sivel infegdo causada por células de biofilme de Salmonella
sobreviventes a desinfecdo quimica podera estar associada
a uma suscetibilidade diminuida em termos de terapia com
antibiéticos. Evidencia-se, assim, a importancia de avaliar as
caracteristicas fenotipicas das células de biofilmes de agen-
tes patogénicos apds exposicdo a agentes quimicos dado
que, além de permitir obter mais informacdo sobre os meca-
nismos envolvidos na resisténcia a biocidas, esta abordagem
podera conduzir ao desenvolvimento de tratamentos adicio-
nais que ndo promovam a ocorréncia de resisténcia cruzada.

Novos métodos de Controlo

A procura de novos métodos de desinfecdo continua a ser
um assunto relevante nos nossos dias. Embora os métodos
tradicionais de desinfegdo sejam intensivamente usados pela
industria alimentar, tal como se pode constatar pela infor-
macao apresentada nos topicos anteriores eles sdo também
quimicamente intensivos e estdo associados a varios aspetos
negativos, incluindo a promogao do fenémeno de resisténcia
cruzada a outros agentes antimicrobianos. Recentemente, a
nanotecnologia veio trazer novas possibilidades para melho-
rar as estratégias antimicrobianas. Dentro deste vasto cam-
po de investigacdo, revela-se de grande interesse a sintese e
aplicacdo de nanoparticulas superparamagnéticas, isto é, na-
noparticulas magnéticas com capacidade de produzir calor
(hipertermia magnética - HM) quando submetidas a um cam-
po magnético oscilante. Neste contexto, um estudo por nés

realizado avaliou o efeito da HM em células plancténicas
e biofilmes de Pseudomonas fluorescens (um dos principais
microrganismos causadores de deterioracao de alimentos),
tendo também sido comparada a sua eficiéncia em relagido
a uma técnica de aquecimento convencional (em “ther-
moblock”). Os resultados obtidos confirmaram que a HM
consegue inativar a bactéria em questdo, sendo mais eficaz
contra células plancténicas e biofilmes do que a técnica de
aquecimento convencional usada [11]. Conclui-se, portanto,
que as nanoparticulas magnéticas podem ser eficazmente
usadas como fonte de aquecimento, permitindo o aqueci-
mento eficiente e rapido de solugdes contendo nanoparti-
culas e células bacterianas. De realcar que, embora a HM
tenha revelado um maior efeito bactericida contra as células
plancténicas do que contra os biofilmes, a sobrevivéncia e
a estrutura destas comunidades microbianas foram também
afetadas por este tratamento [11]. Em suma, ainda que pre-
liminar, este estudo introduziu a possibilidade de usar a HM
fora da drea biomédica como um potencial método de desin-
fecdo em dreas de processamento alimentar.

Os bacteriéfagos (fagos) constituem outra opgdo promisso-
ra para o controlo de agentes patogénicos uma vez que sdo
predadores naturais de bactérias, ubiquos no meio ambiente,
sdo faceis de isolar, apresentam uma elevada especificidade,
auséncia de toxicidade, baixo custo de producéo, sdo ino-
fensivos aos seres humanos e tém uma grande capacidade de
evolugdo para superar a resisténcia bacteriana. Esta dltima
caracteristica deve-se a capacidade que os fagos apresentam
de lisar os hospedeiros (bactérias) utilizando mecanismos de
controlo bacteriano diferente dos antibidticos, sendo assim
capazes de matar bactérias resistentes a antibidticos.

Estas caracteristicas fazem com que os fagos constituam
uma boa alternativa de controlo de biofilmes. De facto, os
fagos e as suas endolisinas ja foram usados para controlar o
desenvolvimento de biofilme de L. monocytogenes e E. coli
[12, 13] e o efeito sinergistico de um fago com um desinfec-
tante alcalino foi descrito para a erradicagdo de biofilme de
E. coli O157:H7 em aco inoxidavel [13]. Podem ser eficazes
tanto em biofilmes simples como em biofilmes mistos [14].
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Conclusao

Devido a capacidade que os microrganismos patogénicos de
origem alimentar tém de aderir as superficies de processa-
mento de alimentos e de nelas formar biofilmes, que vao
contaminar os alimentos com que contactam, a sua preven-
¢do e eliminagdo sdo uma preocupacgdo constante da indds-
tria alimentar. A melhor estratégia consiste numa higieniza-
cdo e desinfecdo eficiente dessas superficies. No entanto,
devido a falhas de projeto dos equipamentos e a cada vez
maior resisténcia das bactérias aos agentes antimicrobianos,
é necessario o desenvolvimento de novas estratégias de con-
trolo. Apesar de alguns estudos ja versarem sobre a aplica-
¢ao destes agentes em biofilmes de patogénicos alimentares,
ainda é necessario um maior conhecimento sobre os meca-
nismos envolvidos na formagao desses biofilmes, para que,
deste modo, seja possivel a sua eliminagao.
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Aeromonas é um género de bactérias ubiquas de ambientes
aqudticos que constituem um grupo fenotipica e genotipi-
camente heterogéneo. Este género compreende 31 espécies
reconhecidas a data [1], espécies que sdo fisiologicamente
versateis, o que permite a sua disseminagdo e manutengao
nos mais diversos nichos ecolégicos [2, 3, 4].

A sua ampla distribuicdo em ecossistemas aquaticos, aliada
a elevada plasticidade metabélica e consideravel potencial
de viruléncia, contribui de forma inequivoca ndo sé para a
sua persisténcia nestes ambientes, mas também para poten-
ciar o contacto com o Homem. Embora a via de transmis-
sdo ndo esteja ainda totalmente esclarecida, consideram-se
como fontes mais provaveis a dgua ou os alimentos contami-
nados com este microorganismo, sendo as gastroenterites a
manifestagdo clinica mais comum [5]. Embora a prevaléncia
real de Aeromonas em amostras clinicas seja actualmente
desconhecida, observa-se um nidmero crescente de relatos
de infecgdes extra-intestinais, provavelmente devido ao con-
tacto com dguas contaminadas apds situagoes de trauma que
resultaram em feridas abertas [5, 6].

Etiologia

Os membros do género Aeromonas sdo reconhecidos como
microorganismos patogénicos emergentes responsaveis por
uma vasta panéplia de doengas infeciosas em humanos [1].
A gastroenterite € a manifestacdo clinica mais comum; no
entanto, o espectro de infe¢des causadas por Aeromonas em
seres humanos tem expandido e atualmente inclui também
septicemia [6] - a doenga invasiva por exceléncia associada
a este género bacteriano - celulite, peritonite, endocardite,
meningite, infecdes do trato urindrio, doencgas hepatobilia-
res, infe¢des oculares e pneumonia [7]. Complicagdes raras,
porém graves e alarmantes sdo as associagdes de Aeromonas
spp. com o sindrome hemolitico-urémico e fasciite necroti-
zante.

Os mecanismos de viruléncia associados a estes microor-
ganismos ndo estdo ainda completamente elucidados [8].
Apesar de ndo estar estabelecido um modelo animal que
reproduza fielmente as manifestagdes clinicas acima referi-
das, ensaios com mutantes isogénicos em células animais
demonstram que diversos determinantes de viruléncia estao
associados a patogenicidade destas bactérias [6]. Tais facto-
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res estdo envolvidos nos processos de adesdo e invasdo das
células do hospedeiro (e.g. flagelos, pili e adesinas); evasdo
aos mecanismos de defesa inata e adquirida do hospedeiro
(e.g. capsulas, S-layer, leucocidinas e lipopolissacarideos),
incluindo ainda intimeros factores secretados que contri-
buem para a versatilidade metabdlica e estdo associadas a
obtencdo de nutrientes de forma a permitir sua multiplicagao
e disseminacdo no hospedeiro (e.g. enterotoxinas, proteases,
amilases, quitinases, lipases, proteases, DNases e hemolisi-
nas) (4, 7].

Aeromonas mbveis produzem um flagelo polar expresso
constitutivamente e multiplos flagelos laterais expressos dife-
rencialmente para mobilidade em superficies sélidas, onde o
flagelo polar ndo o permite [10]. Estes flagelos actuam tam-
bém como factores fundamentais para a sua capacidade de
formacao de biofilmes [4]. Um dos possiveis mecanismos
envolvidos na patogenicidade associada a Aeromonas é a
producdo do sistema de secregdo tipo Ill (T3SS) ou injectiso-
ma. Este sistema possui dupla fungdo de adesao e injecgao
de exotoxinas como AexT (despolimerisador do citoesquele-
to) e AexU (indugdo de apoptose). As nucleases extracelula-
res produzidas por estas bactérias também apresentam dupla
funcdo, pois constituem uma barreira a entrada de DNA ex6-
geno, funcionando paralelamente como enzimas alimenta-
res, uma vez que permitem a libertacdo de azoto e fésforo
dos nucleétidos degradados, que sdo posteriormente utiliza-
dos como fontes nutricionais. Varios genes codificantes para

Figura 1 — Aeromonas hydrophila, a espécie mais encontrada em dgua e
alimentos contaminados. Imagem de microscopia ética de contraste de fase.
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lipases com (e.g. gcat, plc, pla, e apl-1) e sem (e.g. lip, lipH3)
actividade fosfolipidica, foram jd identificados neste género,
e os respetivos produtos tém sido reconhecidos como poten-
ciais factores de viruléncia, embora a sua fungdo primaria
seja a degradagdo de lipidos enquanto fonte de carbono.

Sabe-se ainda que as bactérias do género Aeromonas produ-
zem diversas enterotoxinas. Alt e Ast apresentam actividade
citoténica, enquanto que HIyA, Act e aerolisina sdo citotoxi-
cas. Sendo consensual que Act é o mais importante factor de
viruléncia em Aeromonas, apresentando actividade entero-
toxinogénica, hemolitica e citotdxica [5, 6, 8, 9].

Relativamente ao problema de relevancia crescente que
constituem as resisténcias aos antibidticos, as bactérias do
género Aeromonas sao reconhecidas como intrinsecamente
resistente as penicilinas (e.g. penicilina, ampicilina, carbeni-
cilina, e ticarcilina) e cefalosporinas de primeira e segunda
geracdo, com algumas estirpes a produzirem B-lactamases
de trés classes diferentes. Em geral, a maioria das estirpes
apresentam perfis de suscetibilidade aos aminoglicésidos,
cefalosporinas de terceira e quarta geragdo, carbapenémi-
cos, tetraciclina, cloranfenicol, quinolonas e trimetoprim/
sulfametoxazol [3]. No entanto, niveis elevados de resistén-
cia a estes agentes antibacterianos foram identificados tanto
em estirpes clinicas como ambientais de Aeromonas [9].

A problematica anteriormente relatada, aliada a escassez de
dados relativos a prevaléncia deste microorganismo em Por-
tugal, levou a realizagdo de um estudo [10], em que se pes-
quisou a ocorréncia de Aeromonas numa fabrica de queijos,
num matadouro de suinos e num hipermercado, da regiao
da Grande Lisboa. Analisaram-se 85 amostras, que incluiram
agua, alimentos e superficies de contacto com os mesmos.

Dessas amostragens obtiveram-se 72 Aeromonas spp., que
foram caracterizadas de acordo com os seus perfis de vi-
ruléncia e antibiorresisténcia. Os resultados obtidos para a
deteccao de factores de viruléncia revelaram uma elevada
capacidade de produgdo de proteinas extracelulares ativas:
DNases (86%), lipases (61%), proteases (93%), e hemolisinas
(99%). Relativamente aos genes de viruléncia associados, as
percentagens mais elevadas foram observadas para as ente-

Figura 2 — Grupos de genes de viruléncia pesquisados (em trés
PCRs multiplex): VIR1: sistema de excregao tipo lll (ascV, 557pb),
enterotoxina citotdnica termolabil (alt, 480pb), hemolisina (hlyA,
130pb), VIR 2: flagelo (flaA/B, 608pb), elastase (ahyB, 513pb), li-
pases (pla/lip/lipH3/alp-1, 382pb), AexT-toxinaADP-ribosiltransfe-
rase (aext, 226 pb); VIR3: enterotoxina citotdnica termostavel (ast,
536pb), hemolisina (act 232pb), aerolysin (cytotoxic enterotoxin).
Imagem representativa dos resultados obtidos que revelam miil-
tiplas combinagoes de potenciais factores de viruléncia entre os
isolados de Aeromonas em estudo.

rotoxinas act (55%), ahyB (54%) e alt (53%) e lipase sem ac-
tividade fosfolipidica lip (53%), frequéncias inferiores a 40%
foram observadas para os genes codificantes para o flagelo
flaA/B, enterotoxinas hlyA, ascV e ast e despolimerisador do
citoesqueleto do sistema de secrecdo do tipo I, aext. Na
globalidade, os resultados revelam mdltiplas combinagoes
de potenciais factores de viruléncia entre os isolados obtidos
nos trés locais amostrados (Figura 2).

Quanto a resisténcia a antibiéticos, os niveis mais elevados
foram observados para amoxicilina/acido clavulanico (36%),
acido nalidixico (29%) e tetraciclina (17%). Niveis mais re-
duzidos de resisténcia (<10%) foram detectados para a ami-
cacina, aztreonamo, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona,
cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina, norfloxacina e
trimetoprim/sulfametoxazol. Todos os isolados apresentaram
sensibilidade ao imipenemo e levofloxacina (Figura 3).

Consideracoes finais

Os resultados obtidos para os isolados recolhidos dos trés
locais em estudo revelaram a ampla disseminacao de Aero-
monas potencialmente patogénicas nos diferentes ambien-
tes, tendo-se detectado fendtipos de resisténcia a antibioti-
cos clinicamente importantes e diferentes combinagdes de
factores potenciais de viruléncia relacionados com a adesao,
invasdo e disseminagdo no hospedeiro. No entanto, as estir-
pes com maior potencial de patogenicidade foram maiorita-
riamente recolhidas de alimentos crus, ou seja, a preparacao
destes alimentos utilizando tratamento térmico adequado
antes do seu consumo, deverd reduzir de forma significativa
o risco associado a presenca de Aeromonas nestes produtos.
Ainda assim, a disseminacdo de Aeromonas potencialmen-
te patogénicas em locais de processamento e distribuicao
de alimentos promovem a continua exposigdo ao agente,
constituindo um potencial perigo para o consumidor, princi-
palmente para os individuos mais susceptiveis, membros de
grupos de risco (e.g. criangas, gravidas, idosos). Assim sen-
do, é importante avaliar, de forma continuada e fidedigna, a
incidéncia de infecgdes associadas a estes microrganismos,
de forma a poder estimar o seu real impacto na populagio
portuguesa e mundial.
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A populacdo mundial tem crescido a um ritmo sem prece-
dentes, estando estimada atualmente na ordem dos 7 mil mi-
Ihdes de pessoas. Com ela, aumenta também a pressao sobre
a producdo alimentar. Com efeito estima-se que em 2013
foram produzidas mundialmente 308 milhdes de toneladas
de carne, 780 milhdes de toneladas de leite e derivados, 160
milhdes de toneladas de peixe e derivados e 1640 milhdes
de toneladas de fruta e vegetais'. Destes, um valor no total de
1,15 trilies de ddlares (USD) foram gerados por exportagdo
[1, 2]. De facto, nas ultimas décadas, com a globalizacdo
dos mercados agro-alimentares, tem-se verificado um au-
mento do trafego internacional de géneros alimentares. Estes
2 factos traduzem-se em potenciais problemas de seguranca
alimentar, quer pela quantidade produzida e/ou transporta-
da, quer pelas diferengas nas praticas de seguranca alimentar
praticadas por cada um dos paises de origem dos alimentos.

As doencas causadas por patogénios alimentares sdao um
importante problema de sadde publica a nivel mundial, re-
sultando numa elevada taxa de morbilidade e mortalidade.
Atualmente sdo reconhecidos cerca de 31 patogénios, dos
quais Escherichia coli patogénica, Salmonella spp., Staphylo-
coccus aureus, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp.,
Clostridium spp., Sigella spp. e Yersinia spp. sdo os principais
responsaveis pela maioria das doencas, hospitalizagdes e
mortes associadas a infegdes de origem alimentar [3].

' Dados relativos a 2011

Os dltimos dados disponibilizados pela Autoridade Europeia
de Seguranga Alimentar (EFSA), relativos a 2012 estdo suma-
rizados na tabela 1. Nela é possivel observar que o nimero
de casos com mais ocorréncias foram as campilobacterioses
(infecdes causadas por Campylobacter spp.) e que 0s casos
que se traduziram numa maior taxa de hospitalizacoes e
mortes foram os casos de listeriose (infe¢des causadas por
L. monocytogenes) com, respetivamente, 91,6% e 17,8%.
Relativamente as colites (infe¢des causadas por E. coli pa-
togénicas) o serotipo O157 foi o mais identificado, seguido
pelos serotipos O26 e O91 [4]. Em 2012 foram contabiliza-
dos cerca de 5 363 surtos alimentares, dos quais 7 tiveram
origem em Portugal [4]. Até hoje, o surto alimentar Europeu
de 2011 com E. coli O104:H4 continua a ser o caso mais
grave, em grande parte devido aos erros e atrasos na detecao
da fonte do surto [5].

A prevencio da contaminagdo de géneros alimentares é de
vital importancia, dado que uma grande percentagem destes
produtos é consumida crua e sem qualquer tratamento pés
colheita. A juntar a este facto, existe a possibilidade de con-
taminagdo cruzada de produtos processados e a sua dissemi-
nacdo a nivel local, nacional e internacional.

Os testes microbiolégicos de alimentos foram sempre par-
te integrante da produgdo alimentar, mas eram geralmente
empregues em controlos de produto final, que hoje em dia

Tabela 1 - Dados relativos as infe¢oes causadas por patogénios alimentares na Europa em 2012 [4,6]. Apenas os casos mais relevantes (> 1000 casos), confirmados

e comunicados a EFSA, foram considerados.

Doenca Area Casos Taxa de hospitalizagdo | Taxa de mortalidade
(%) (%)
Campilobacteriose EU 214 268 47,7 0,03
8 Portugal 328 . :
EU 91 034 45,1 0,14
Salmonelose
Portugal 76 _ i
- EU 5671 36,5 0,36
Colite
Portugal 4 : i
tari EU 1642 91,6 17.8
Listeriose
Portugal 12 _ i

Boletim de Biotecnologia .




se reconhece como sendo uma estratégia errada. Atualmen-
te encontra-se implementado o sistema Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controlo (APPCC), que mudou o 6nus da
seguranca alimentar dos testes para o controlo do processo
de producao [7]. Os testes microbiol6gicos continuam, no
entanto, a ser uma ferramenta fundamental nos processos
de controlo e monitorizagdo, visando dois objetivos princi-
pais: estabelecer a auséncia de agentes patogénios de forma
a garantir a seguranga dos alimentos e prevenir ou minimi-
zar possiveis contaminagdes ao longo da cadeia alimentar;
enumerar a carga microbiana total e deste modo avaliar a
eficacia de tratamentos de higiene, a qualidade e a vida dtil
do produto. Os testes microbiolégicos podem ser divididos
em métodos convencionais e alternativos.

Os métodos convencionais baseiam-se no enriquecimento
de culturas seguido de ensaios de confirmagdo, centrados
nas propriedades metabdlicas e antigénicas do microrganis-
mo a identificar. As principais vantagens da aplicagdo deste
tipo de métodos residem no facto de serem relativamente
baratos, tecnicamente simples e apresentarem elevada espe-
cificidade e sensibilidade. As desvantagens advém do facto
de serem morosos, laboriosos, propensos a contaminagdes
cruzadas e incapazes de detetar patogénios em baixo niime-
ro ou no estado viavel ndo cultivavel (isto é, células incapa-
zes de crescer nos meios ricos convencionais) [3].

Nesse sentido e de forma a acompanhar o processo de pro-
ducgdo e distribuicdo alimentar, hd a necessidade de imple-
mentar métodos alternativos de dete¢do que sejam rapidos,
sensiveis, fidveis e versateis, que possam adaptar-se facil-
mente as necessidades das diferentes linhas de producao/
processamento de alimentos. Com estas metodologias pro-
cura-se reduzir substancialmente o tempo, o trabalho e custo
global do processo de detegdo. De alguns anos para cd, mui-
to trabalho tem sido realizado neste sentido, sendo possivel
encontrar no mercado diversos métodos rapidos alternativos
de testes de patogénio, os que globalmente se incluem nas
categorias de testes moleculares e de biossensores [3].

Os biossensores sdo dispositivos analiticos que incorporam
elementos biolégicos reativos (sondas e/ou anticorpos) na
detecdo de microrganismos. Estes sistemas sdo rapidos e per-
mitem a andlise de diversos tipos de elementos empregando
um pequeno volume de amostra. No entanto, a entrada no
mercado deste tipo de sistemas tem sido dificultada pela bai-
xa sensibilidade, custo elevado aliado a um procedimento
complexo e de dificil reprodutibilidade. Adicionalmente, a
semelhanca de outros métodos moleculares, apresentam li-
mitagdes na detecdo em matrizes alimentares complexas [3].

Os métodos moleculares podem ser subdivididos em imu-
nolégicos e os baseados em dcidos nucleicos. Os primeiros
baseiam-se na ligagao especifica entre antigénio e anticorpo,
sendo que os segundos (ex: PCR e suas variantes e DNA mi-
croarrays) usam parte de sequéncias de DNA ou RNA espe-
cificas para os microrganismos a identificar, processando-as
por amplificacdo e/ou hibridagdo. Os métodos moleculares
sdo na generalidade rapidos e robustos. No entanto, enquan-
to os métodos imunolégicos podem apresentar alguma rea-
tividade cruzada com antigénios semelhantes; os métodos
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Figura 1 — Kit Probe4Salmonella desenvolvido pela Biomode S. A. para a de-
tecao de Salmonella spp.

baseados em acidos nucleicos estdo dependentes de um
passo de amplificagdo enzimatica, que pode ser inibido pela
presenca de contaminantes [3]. Estes Gltimos também ndo
permitem distinguir células vidveis de ndo vidveis e podem
necessitar de passos adicionais de extragio e purificagdo do
DNA.

A técnica de hibridagao fluorescente in situ (FISH) é também
uma metodologia que nos dltimos anos tem sido desenvol-
vida para aplicagdo a testes microbiolégicos de controlo ali-
mentar. Esta consiste basicamente no uso de sondas oligonu-
cleotidicas marcadas com fluorescéncia que hibridam com
regides complementares dos acidos nucleicos de microrga-
nismos, geralmente RNA ribossomal (rRNA). O método as-
senta em 4 passos, fixagdo e permeabilizagdo da amostra, hi-
bridagao da sonda com a sequéncia de rRNA alvo, lavagem
(que visa a extracao de sonda nao hibridada) e finalmente, a
observagdo da amostra ao microscépio de fluorescéncia ou
a sua detecdo por citometria de fluxo [8]. Nos trabalhos de
FISH, no passo de hibridagao, é comum usar uma sonda de
DNA ou RNA, que atribuem algumas limitagdes a metodo-
logia, como baixa robustez e passo de hibridagdo moroso.
A utilizacdo de mimicos de acidos nucleicos, como o 4cido
péptido nucleico (PNA), permite ultrapassar algumas destas
limitagdes. O PNA é uma poliamina com uma estrutura neu-
tral composta por unidades de glicina N-(2-aminoetil) ao in-
vés de pentoses e grupos fosfato da molécula de DNA. Esta
composigdo confere, comparativamente as sondas de DNA,
vdrias vantagens, nomeadamente a falta de repulsao electro-
estdtica e uma superior estabilidade dos duplexos de PNA/
DNA, resultando numa maior especificidade. Por fim as son-
das de PNA permitem uma maior acessibilidade ao material
genético alvo, dado que a hibridagao é realizada sob baixa
concentracdo de sal, promovendo a destabilizagio das es-
truturas secundarias do rRNA. Isto traduz-se numa etapa de
hibridagdo muito rapida [8].

A técnica de PNA-FISH oferece portanto uma maior especi-
ficidade, estabilidade e rapidez que outros métodos mole-
culares. Para além disso, e ao contrario de outros métodos
baseados em acidos nucleicos, ndo é afetada pela presenca
de inibidores e sé deteta microrganismos com um contetido
ribossomal estavel, em teoria, viaveis.
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As desvantagens desta metodologia podem residir na inexis-
téncia de um passo Gnico de fixagdo e permeabilizacdo, sen-
do necessario adaptar tento em conta o microrganismo alvo.
Adicionalmente, a identificagdo dos microrganismos tendo
por base as sequéncias de rRNA, pode gerar problemas em
encontrar uma sequéncia que consiga discriminar microrga-
nismos evolutivamente préximos.

Nesse sentido, 0os nossos esforcos de investigagdo tem-se
focado, desde 2001, na exploragdo dos mimicos de aci-
dos nucleicos, nomeadamente as sondas de PNA, e na sua
aplicabilidade ao protocolo de FISH. O desenvolvimento,
com sucesso, de métodos de PNA-FISH especificos para a
detecdo de patogénios alimentares, como Cronobacter, na
origem de graves infe¢des com elevada taxa de mortalidade
em recém-nascidos pelo consumo de férmula infantil em pé
contaminada [9], Salmonella spp. [10,11] ou E. coli O157:H7
[12]; resultou numa evolugdo natural para aplicagdes comer-
ciais (ex.: 2 pedidos de patente internacionais para a apli-
cacdo do método de PNA-FISH em Salmonela spp., PCT/
IB2011/051337, e E. coli O157:H7, PCT/PT2014/000023).
Esta tecnologia, e subsequentes aplicagdes a drea da segu-
ranca alimentar, estiveram na base da criacdo da empresa
Biomode S.A.. As aplica¢bes baseadas em PNA-FISH que
neste momento se encontram a iniciar o processo de certi-
ficagdo internacional, poderdao em breve alargar o leque de
solucdes moleculares existentes no mercado, contribuindo
para um melhor rastreio do processo produtivo e prevencdo
das infe¢des alimentares (Figura 1).
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Uma tecnologia emergente

Atualmente, o aquecimento éhmico (OH) encontra-se no
leque restrito das tecnologias consideradas emergentes no
processamento alimentar. Sendo também designado por
aquecimento por efeito de Joule, é o processo no qual a
corrente elétrica passa num material (semi-)condutivo com
o objetivo de o aquecer. A resisténcia que o produto ofere-
ce a passagem da corrente elétrica permite a geracdo inter-
na de energia, dissipada sob a forma de calor, que faz com
que esta tecnologia nio esteja dependente de fenémenos de
transferéncia de calor a partir de uma fonte externa [1]. A sua
aplicabilidade em alimentos ficou sobretudo conhecida no
século XX, com a pasteurizacado elétrica do leite. No entanto,
a falta de conhecimento de principios fundamentais e tecno-
[6gicos, assim como elevados custos operacionais, limitaram
o seu desenvolvimento e aplicacao. Atualmente, um sistema
de OH pode facilmente ser integrado em linhas de proces-
samento existentes, sendo constituido por uma tubagem oca
que numa parte do seu percurso possui um par de elétrodos
colocados em posi¢des opostas ou em anéis integrados, que
tem a fungdo de aplicar o campo elétrico ao alimento que
entre eles passa, de uma forma uniforme. Alguns dos mar-
cos fundamentais para a disseminagao da tecnologia de OH
foram a utilizagao de materiais inertes adequados para cons-
trucdo dos elétrodos, a evolugdo de sistemas de alimentacdo
elétrica de alta frequéncia (da ordem dos kHz), essenciais
para minimizar corrosdo e migragao de matérias dos elétro-
dos para o alimento, e o desenvolvimento de ferramentas de
controlo e automagao do processo.

Aplicacao industrial

Sdo varias as vantagens desta tecnologia, sendo que a que
tem despertado bastante mais interesse sob o ponto de vista
de utilizagdo industrial é a de reduzir a exposigdo do produ-
to alimentar ao calor de forma dramatica, diminuindo assim
o tempo necessario para obter a temperatura-alvo de deter-
minado tratamento térmico. Além disso, o OH tem ainda
como vantagens:

- Auséncia de superficies quentes, com redugdo do sobre-
processamento do produto e do sujamento da superficie
dos equipamentos;

- Elevada eficiéncia de aquecimento quer em termos de
rapidez (principio HTST, high-temperature short-time)
quer em termos da uniformidade de temperatura do pro-

duto nos estados liquido e sélido, minimizando a perda
de propriedades organoléticas e nutricionais;

- Ideal para o processamento de produtos viscosos, uma
vez que permite um aquecimento uniforme nao estando
limitado aos fendmenos de conducgio e conveccio;

- Elevada eficiéncia energética (superior a 90%);

- Tecnologia considerada amiga do ambiente, com baixo
impacto ambiental;

- Baixo stress mecénico induzido no alimento, ideal para
alimentos sensiveis (p.ex. pedagos de fruta) cuja integri-
dade se pretenda preservar;

- Processo de base simples com baixos custos de manu-
tencao.

Durante os Gltimos 15 anos o seu uso comercial é j& uma
realidade ndo sé na Unido Europeia, mas também em paises
como Estados Unidos e Japao, uma vez que é evidente a sua
menor agressividade face a processos convencionais. Em par-
ticular, ganhou terreno no processamento de carnes, frutas,
vegetais e alimentos altamente fluidos como leite e sumos,
tendo no entanto vindo a ser aplicado numa gama muito mais
alargada de processos, como por exemplo: processamento
asséptico para refei¢oes prontas a comer de valor acrescenta-
do, armazenadas a temperatura ambiente; esterilizagdo UHT
(ultra-high-temperature) de alimentos contendo particulas
sélidas (até 2.5 cm); pasteurizagdo de alimentos para enchi-
mento a quente e enchimento asséptico; pré-aquecimento de
produtos e, genericamente, processamento térmico de ali-
mentos termo-sensiveis e de valor acrescentado. A tabela 1
identifica algumas unidades comerciais usadas a escala e in-
dustrial para o processamento de diversos produtos alimen-
tares.

A nivel nacional existem ja unidades em funcionamento,
bem como projetos de investigacdo e aplicagao a nivel pi-
loto e industrial. Exemplo disto é o projeto NOVELTEC - De-
senvolvimento de Novas Tecnologias de Suporte a Criagao
de Produtos Inovadores que retine um total de 13 parceiros,
estando 8 deles diretamente envolvidos no desenvolvimento
e aplicacdo de aquecimento 6hmico na inddstria alimentar.

Um efeito elétrico - eletroporacao

Durante as Gltimas décadas, e em resultado dos importantes
avangos tecnolégicos e consequente incremento da investi-
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Tabela 1 - Exemplos de linhas de processamento da tecnologia de aquecimento hmico (OH).

Pais Ano Produto Alimentar Fabricante Energia (kW)
E.U.A. 1997 Ovo liquido e sumos Ratzek 10
Grécia 1998 Fatias de péssego Emmepiemme 158
Franca 1999 Leite, ovos, sumos e purés de fruta Alfa-Laval 44
Francga 2001 Couve-flor APV Baker 10
México 2002 Processamento de morangos Emmepiemme 250
Franca 2003 Carne Emmepiemme 50

Italia 2004 Tomate pelado e em pedagos Emmepiemme 480

Italia 2005 Vegetais Emmepiemme 60
Irlanda 2009 Carne C-Tech 3.5
Portugal 2012 Sumos, polpas de fruta e leite Alfa-Laval 60
Portugal 2012 Sumos, polpas de fruta e ovo liquido Emmepiemme 30

Fonte: adaptado de Leadley, C. (2008) [9]

gacdo fundamental relacionada com o processamento elétri-
co tém sido colocadas diversas questoes ao nivel dos efeitos
de algumas varidveis elétricas, como a frequéncia e a intensi-
dade do campo elétrico, que assumem um papel preponde-
rante na validacdo da tecnologia. Havera um eventual efeito
elétrico, adicional ao efeito térmico, sobre enzimas ou até
mesmo microrganismos? Quais sdo as possiveis interagdes
entre os campos elétricos e a funcionalidade tecnoldgica de
algumas biomacromoléculas de base alimentar?

Alguns estudos comprovam a existéncia de efeitos ndo-tér-
micos associados ao OH e a presencga inerente de campo
elétricos moderados, na ordem dos 1 — 1000 V/cm, também
conhecidos como MEF (Moderate Electric Fields). Em con-
creto, a aplicagdo dos MEF pode induzir efeitos ao nivel das
estruturas celulares, promovendo por exemplo a inativagdo
de microrganismos contaminantes a temperatura ambiente
[2, 3], devido a eventual formagdo de poros nas membranas
celulares - fenémeno também conhecido por eletroporagao.
Neste sentido, e no dmbito de operagdes como pasteuriza-
¢do ou esterilizacdo, a aplicagdo de MEF faz com que seja
necessario um tempo inferior de operagdo a uma determi-
nada temperatura para garantir os niveis necessdrios de ina-
tivacdo microbiana, acrescentando evidentes beneficios na
qualidade nutricional e organolética do produto final. Outras
potencialidades do fenémeno de eletroporagdo promovido
pela aplicagdo dos MEF residem na permeabilizagdo e rutura
de tecidos vegetais em processos biotecnolégicos, facilitan-
do por exemplo a extragdo de compostos celulares de inte-
resse e promovendo a difusdo de solutos [4, 5].

As proteinas do soro leite, um caso de estudo

Devido ao seu elevado valor nutricional e funcional, as pro-
teinas do soro podem ser usadas como ingredientes numa
grande variedade de aplicagdes na induistria alimentar. O
OH, quando comparado com o aquecimento indireto (dito
convencional), determina alteragcdes de comportamento ao
nivel termodinamico assim com uma menor taxa de desnatu-

ragdo das protefnas do soro (até um diferencial 30%), no in-
tervalo de temperaturas entre situado entre os 75 e 90 °C [6],
que é normalmente utilizado nos processos de pasteuriza-
¢do alimentar. Recentemente, foi igualmente reportado [7]
que o processamento térmico quando acoplado com a apli-
cagdo de MEF reline o potencial necessario para controlar
a nano-escala o tamanho das particulas de proteina através
de alteragdes no equilibrio entre forgas atrativas e repulsi-
vas durante o processo de agregacdo e gelificacdo das pro-
teinas desnaturadas. Os géis de proteina desempenham um
papel importante nas propriedades texturais de alimentos
(por exemplo, substituindo as gorduras), uma vez que dao
uma sensagdo agraddvel na boca, e permitem a retengdo de
agua e outros ingredientes numa matriz. A utilizagdo de MEF
encerra em si um grande potencial para o desenvolvimento
de hidrogéis GRAS (geralmente reconhecidos como seguros)
com diferentes caracteristicas mecanicas, microestruturais e,
consequentemente, texturais (ver Figura 1). A tecnologia MEF
foi igualmente utilizada para a producgdo de filmes ediveis de
proteinas de soro [8]. A aplicagdo de MEF promoveu ainda
alteragdes ao nivel molecular, afetando a distribuicdo das es-
truturas secunddrias das proteinas na matriz dos filmes. Os
resultados demonstram que os filmes produzidos por MEF
podem apresentar um decréscimo até 10% nos valores de
permeabilidade ao vapor de dgua, em comparagdo com os
filmes ediveis produzidos a partir de métodos convencionais.
Tendo em conta estes resultados, a utilizagdo de MEF pode
estender-se a producgdo de filmes ou revestimentos ediveis
que, nos Gltimos anos, tém sido considerados uma das tecno-
logias com maior potencial para aumentar o tempo de pra-
teleira dos alimentos, assegurando a sua seguranga micro-
biolégica e protegendo-os da influéncia de fatores externos.

Conclusoes

A tecnologia de OH abre um novo paradigma no proces-
samento térmico e ndo-térmico. Para além de nos Gltimos
anos ter consolidado a sua associagao ao processamento de
alimentos de elevado padrao qualidade, surge agora como

Boletim de Biotecnologia .



500,0

S B Sdddatuay
R % X ddaatuu
¥

e

I!.ll
[=]

--ﬂ--ﬂ'-'l'-

e $
?

G and G° {(Pa)

05}

002 0.20 040 0,50
Frequency (Hr)

050 1.00

Figura 1 — Comportamento viscoeldstico e micrografias de contraste de fase (ampliagao de 40x) de géis de isolado de proteina do soro produzidos por: a) aqueci-

mento convencional (COV); b) aplicagdo de campos elétricos moderados (MEF).

uma ferramenta promissora ao servigo de biotecnologia com
efeitos ja comprovados quer ao nivel de estruturas celulares
assim como na alteragdo funcional de macromoléculas de
elevada importancia nutricional, como sdo as proteinas do
soro do leite. Estes resultados abrem novas perspetivas para
a utilizagdo do OH ndo s6 na drea da tecnologia alimentar,
mas também para aplicagbes nas dreas de bioprocessos e
farmacéutica. O principal desafio coloca-se na necessidade
de uma investigacao fundamental e multidisciplinar que pro-
mova um melhor entendimento acerca de como os campos
elétricos podem interagir ao nivel molecular com os diversos
produtos-alvo de interesse.
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