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Resumo

Os compostos fendlicos, nomeadamente os taninos, sdo compostos muito
estudados devido as suas propriedades distintas de interagir com outras moléculas
como as proteinas salivares, estando na origem da sensacdo de adstringéncia e
amargor. A adstringéncia apresenta um papel importante na aceitabilidade dos produtos
alimentares pelos consumidores, ndo sendo muito apreciada pela maioria destes. Em
contrapartida, existem alimentos que séo aceites exatamente pela presenga equilibrada

desta sensagao de secura, como é o caso de chas e vinhos tintos.

Sabendo que os polissacarideos possuem a capacidade de afetar a ligagdo dos
taninos com as proteinas salivares e assim diminuir a adstringéncia, o objetivo deste
trabalho foi obter polissacarideos com diferentes estruturas e atividades a partir de
subprodutos alimentares, como a casca da banana, de forma a conhecer como estes

poderdo modular a adstringéncia e o amargor.

Este trabalho foi dividido em trés partes: obtencao e caracterizagcdo de compostos
fendlicos de diversas matrizes alimentares, nomeadamente cha verde, brocolo, extrato
de grainha e acido tanico; isolamento de polissacarideos da casca da banana; estudo
das interagoes entre estes compostos e as proteinas salivares. Para o isolamento de
compostos fendlicos a partir do brécolo e do cha verde recorreu-se a extragdes solido-
liqguido e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para a analise das proteinas
salivares foi realizado um tratamento com acido trifluoroacético (TFA) a saliva obtida
utilizando-se HPLC para obtencdo do perfil de proteinas. Para a obtencdo de
polissacarideos da casca da banana utilizou-se extracdes soélido-liquido com diferentes

tempos de extragao e temperaturas.

As interacbes entre estes compostos foram realizadas segundo tempos controlados
e analisadas por eletroforese e HPLC. Verificou-se que os compostos fendlicos de todas
as matrizes estudadas interagem com saliva humana, sendo o extrato de cha verde e o
acido tanico os que mais apresentam precipitagdo de proteinas salivares. Os compostos
fendlicos responsaveis por essa precipitacdo nestes dois extratos, estdo reconhecidos

como sendo adstringentes, o que pode comprometer a aceitagcdo do consumidor.

Segundo a analise por eletroforese verifica-se que os polissacarideos extraidos com
agua 16h e imidazole sdo capazes de impedir a precipitacdo das proteinas salivares,

principio que esta na base da adstringéncia, sendo este ultimo o mais eficiente. A
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utilizacdo deste subproduto na modulagdo da adstringéncia abre portas para projetos

futuros como o ensaio sensorial para melhor compreensao da sua aplicagao pratica.

Palavras-chave

Proteinas salivares, taninos, polissacarideos, adstringéncia.
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Abstract

Phenolic compounds, specifically tannins, are highly studied due to their distinctive
properties of interaction with other molecules such as salivary proteins causing the
sensation of astringency and bitterness. Astringency plays an important role in the
acceptability of food products by consumers not being much appreciated by most of
them. On the other hand, there are foods that are accepted exactly because of the
balanced presence feeling of this sensation of dryness, as is the case of teas and red

wines.

Knowing that polysaccharides have the ability to affect tannin bonds with salivary
proteins and, therefore decrease astringency, the aim of this work is to obtain
polysaccharides with different structures and activities from food by-products, in order to

know how they can modulate astringency and bitterness.

This work was divided into three parts: obtaining and characterization of phenolic
compounds from different food matrices, namely green tea, broccoli, seed extract and
tannic acid; isolation of polysaccharides from banana peel; study of the interactions
between these compounds and salivary proteins. For the isolation of phenolic
compounds from broccoli and green tea, solid-liquid extractions and high efficiency liquid
chromatography (HPLC) were used. For the analysis of salivary proteins, a treatment
with trifluoroacetic acid (TFA) was performed on the saliva obtained using HPLC to
obtain the protein profile. To obtain polysaccharides from the banana peel, were used

solid-liquid extractions with different extraction times and temperatures.

The interactions between these compounds were performed according to controlled
times and analyzed by electrophoresis and HPLC. It was verified that the phenolic
compounds of all studied matrices interact with human saliva, being green tea extract
and tannic acid the ones with the highest precipitation of salivary proteins. The phenolic
compounds responsible for this precipitation in these two extracts are recognized as

being astringent, which can compromise consumer acceptance.

According to the analysis by electrophoresis, it is verified that the polysaccharides
extracted with water for 16 hours and imidazole are capable of preventing the
precipitation of salivary proteins, a principle that underlies astringency, being this the
most efficient. The use of this by-product in the modulation of astringency opens doors
for future projects such as sensory testing for a better understanding of its practical

application.
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1. Introducao
1.1. Adstringéncia

Adstringéncia € uma palavra derivada do Latim, ad stringere, que significa ligar,
apertar (Pires, Pastrana, Fucifios, Abreu, & Oliveira, 2020). Como a propria palavra
indica, esta sensacgao é caracterizada pelas sensagdes de secura, aperto, encolhimento
e enrugamento da cavidade oral experimentadas durante o consumo de alimentos,
especialmente frutos pouco maduros, e bebidas ricas em taninos (Bajec & Pickering,
2008; Brandao, Silva et al., 2017; Doco, Brandéo et al., 2018).

A adstringéncia desempenha um papel importante na determinagdo da
aceitabilidade de varios produtos alimentares pelos consumidores, destacando-se em
alguns alimentos mais que outras caracteristicas sensoriais como a cor e o aroma
(Gibis, Thellmann, Thongkaew, & Weiss, 2014; Monteleone, Condelli, Dinnella, &
Bertuccioli, 2004). Além disso, também existem alimentos que s&o apreciados pela
presenca de adstringéncia como € o caso dos chas, vinhos tintos e cervejas

(Nascimento, Pinto, Duarte, de Sousa, & dos Santos Araujo, 2016).

A percecgao da adstringéncia ocorre quando os taninos interagem com a cavidade
oral, nomeadamente com células epiteliais, proteinas da mucosa, proteinas salivares,
entre outros (Pires, Pastrana et al., 2020). Atualmente existem diversos estudos sobre
este assunto mas o mecanismo mais estudado e mais aceite pela comunidade cientifica
€ a ligacao dos taninos as proteinas salivares, em que se forma um complexo insoluvel
que precipita e origina esta sensacao (Ramos-Pineda, Carpenter, Garcia-Estévez, &
Escribano-Bailén, 2019).

Existem diversos fatores, como por exemplo a estrutura dos taninos e das
proteinas, pH, temperatura e presenca de outras moléculas, que afetam a interagao dos
taninos com as proteinas salivares e consequentemente afetam os niveis de

adstringéncia persentidos.

1.2. Interagao proteinas salivares-compostos fendlicos

A interagdo dos taninos com proteinas salivares € um topico em crescente

desenvolvimento, estando relacionada com diferentes areas de investigagao, como por
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exemplo, o sabor dos alimentos e bebidas, assim como o valor nutricional dos alimentos
(Gao, Ge, Cai, Zeng, & Grimes, 2008).

Esta interagdo ocorre através de dois tipos de interagdes, o efeito hidrofébico entre
os anéis fendlicos dos taninos e os residuos de prolina das proteinas ricas em prolina
(PRPs) e por pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxilo do anel fendlico B e os
locais aceitadores de hidrogénio (Rinaldi & Moio, 2020). Estas ultimas ligagbes que se
formam ajudam a estabilizar a interagdo (Murray, Williamson, Lilley, & Haslam, 1994;
Rinaldi & Moio, 2020). A medida que a concentragdo de taninos aumenta, estes
estabelecem ligagdes entre diferentes moléculas de proteinas levando a dimerizagéao
(Jakobek, 2015; Soares, Brandao, Mateus, & de Freitas, 2017). Por fim, estas moléculas

agregam-se acabando por precipitar (Soares, Brandao et al., 2017).
1.2.1.Fatores que influenciam as interagdes

As interagdes entre os compostos fendlicos e as proteinas salivares estédo
dependentes de varios fatores como peso molecular e a estrutura do tanino, da
estrutura/conformacéao e carga da proteina, da flexibilidade conformacional de ambos,
das concentragcbes e de fatores externos, como por exemplo a presenca de
polissacarideos (Adrar, Madani, & Adrar, 2019; Amoako & Awika, 2016; Nascimento,
Pinto et al., 2016).

1.2.1.1. Efeito da estrutura dos taninos

O efeito da estrutura dos taninos € afetado pelo peso molecular, grau de
polimerizacao e galhoilagao, estereoquimica e conformagao, assim como pela ligagéao
carbono-carbono entre as unidades monoméricas (ligagdes interflavanicas) (Soares,
Brandao et al., 2020).

Baxter, Lilley, Haslam e Williamson (1997) comprovaram que o aumento do grau de
polimerizagao e do peso molecular favorece a afinidade dos taninos pelas PRPs e
consequentemente aumenta a formagédo de complexos insoluveis que precipitam. O
mesmo se verifica com o aumento do grau de galhoilacdo (maior numero de grupos
galhoil) e posicao do grupo hidroxilo, que ao promoverem ligagbes de hidrogénio,
aumentam a ligagao dos compostos fendlicos as proteinas salivares (J. R. Bacon & M.
J. Rhodes, 2000; Plet, Delcambre, Chaignepain, & Schmitter, 2015). Encontra-se

relatado na literatura que o grau de polimerizag¢ao dos taninos tem maior efeito sobre a
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afinidade e a dissociagao do complexo tanino-proteina salivar que o grau de galhoilagéo
(Cala, Dufourc et al., 2012).

de Freitas e Mateus (2001) mostraram que para os flavan-3-6is, de entre as duas
unidades principais, a (+)-catequina apresenta maior interacdo com as PRPs que a (-) -
epicatequina, e as ligagdes interflavanicas, nomeadamente os dimeros de procianidinas
C4-Cs, apresentam maior interagdo do que os dimeros de procianidinas C4-Cs (Figura
1).
Dimeros C4-C8 Dimeros C4-C6
OH

OH
OH

OH

OH

Figura 1. Estrutura de dimeros de procianidinas. Adaptado de de Freitas e Mateus (2001).

1.2.1.2. Efeito da estrutura das proteinas salivares

A estrutura das proteinas afeta a afinidade que certas proteinas tém para interagir
com taninos. Ja foi reportado por diversos estudos que a interagdo com os taninos é
maior quando as proteinas apresentam uma conformacgao helicoidal mais “aberta” e
aleatoriamente enrolada (de Freitas & Mateus, 2001; Delimont, Rosenkranz, Haub, &
Lindshield, 2017; Green, 1993; Soares, Brandao et al., 2020).

As PRPs tendem a possuir estas caracteristicas referidas, o que Ihes fornecem
maior afinidade de ligagdo com taninos do que as proteinas globulares (Amoako &
Awika, 2016). Pensava-se que seriam as proteinas ricas em prolina basicas (bPRPs) as
que se ligam mais efetivamente com os taninos, mas mais recentemente, foi mostrado
que as interacdes dos taninos com as PRPs ocorre primeiro com as proteinas ricas em
prolina acidicas (aPRPs), seguindo-se as proteinas ricas em prolina glicosiladas
(gPRPs) e s6 por fim com as bPRPs (Carvalho, Mateus et al., 2006; Soares, Brandao et
al., 2017).
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1.2.1.3. Efeito de outros fatores (pH, forga idnica, etanol,

temperatura)

Ainteracao entre taninos e PRPs também pode ser afetada por outros fatores, como
por exemplo, o pH, a forga iénica, os solventes (nomeadamente solventes organicos), a
temperatura e a presencga de outras moléculas em solugdo como os polissacarideos. O
efeito destes fatores é muito variavel, parecendo estarem mais dependentes do tipo de

par tanino-proteina (Soares, Brandao et al., 2020).

Forino, Picariello, Rinaldi, Moio e Gambuti (2020) realizaram um estudo de como o
pH afeta as caracteristicas fendlicas e precipitacao de proteinas salivares de vinhos, e
concluiram que a interacao dos taninos com as proteinas salivares é favorecida para

baixos valores de pH.

Nascimento, Pinto et al. (2016) estudaram o efeito da forca idnica (concentragao de
cloreto de sdédio) na formagao de complexos de tanino-proteina salivares e concluiram
que, o aumento da forga idnica leva a uma diminuigdo da formacgédo de complexos de
taninos-proteinas salivares, apesar de terem existido estudos que comprovavam o

contrario (Canon, Paté et al., 2013).

McRae, Ziora, Kassara, Cooper e Smith (2015) mostrou através do estudo do efeito
de diferentes concentragbes de etanol nos mecanismos de interagao dos taninos de um
vinho modelo, que a complexacdo entre taninos e proteinas salivares diminui com

concentracdes baixas de etanol (10 e 15%).

Em relacdo a temperatura, Charlton, Baxter et al. (2002) demonstraram que a
interacao de taninos com PRPs é reduzida pelo aumento da temperatura. Por outro lado,
Hofmann, Glabasnia et al. (2006) mostraram através da interacdo de taninos
hidrolisaveis com albumina de soro bovino (BSA) que o aumento da temperatura
favorece esta interacdo. Assim, verifica-se que nao existe coeréncia na literatura e que
este efeito encontra-se dependente do tipo de proteina e tanino (Soares, Brandéo et al.,
2020).
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1.3. Saliva e proteinas salivares

1.3.1. Saliva humana

A saliva é constituida maioritariamente por agua (99,5%), contendo também uma
mistura de compostos organicos e inorganicos que incluem eletrdlitos, enzimas,
proteinas, entre outros, e que variam de individuo para individuo (Al-Manei, Almotairy,
Bostanci, Kumar, & Grigoriadis, 2020; Engelen, van den Keybus et al., 2007; Humphrey
& Williamson, 2001). A saliva é produzida por trés glandulas salivares principais:
sublingual (7 a 8%), submaxilar (65%) e parétida (20%), em conjunto com outras
glandulas salivares menores localizadas na cavidade oral (menos de 10%) (Gibbins &
Carpenter, 2013; Humphrey & Williamson, 2001).

A saliva contribui com varias fungdes para a saude da cavidade oral, podendo estas
ser agrupadas em sete categorias principais: (1) lubrificagdo e protegao, (2) fungao
tampao e limpeza de impurezas, (3) manutengdo da integridade dos dentes, (4)
homeostasia microbiana, (5) digestéo e formagao do bolo alimentar, (6) sabor e aroma,
e (7) cicatrizacao de feridas (Amano, Mizobe, Bando, & Sakiyama, 2012; Amerongen &
Veerman, 2002; Carpenter, 2013; Dawes, Pedersen et al., 2015; de Paula, Teshima et
al., 2017; Holmberg & Hoffman, 2014; Humphrey & Williamson, 2001).

1.3.2. Proteinas salivares

As proteinas salivares representam 0,3% da constituigéo total da saliva (Roblegg,
Coughran, & Sirjani, 2019). Estes componentes salivares apresentam propriedades
multifuncionais (possuem mais do que uma fungdo), redundantes (tém funcdes
semelhantes, mas em diferentes graus) e possuem propriedades tanto protetoras como
prejudiciais dependendo da localizagcdo da molécula, como por exemplo as amilases
que em solugao facilitam a eliminacao de bactérias da cavidade oral, mas quando
adsorvidas a superficie promovem a aderéncia dessas bactérias levando a

decomposigado do esmalte (Humphrey & Williamson, 2001; Levine, 1993).

Ja foram identificadas mais de 5 000 proteinas na saliva, as quais possuem varias
fungbes bioldgicas e antimicrobianas que afetam a saude da cavidade oral (Bostanci,
Selevsek et al., 2018; Grassl, Kulak et al., 2016). A maioria das proteinas encontradas
na saliva (90%) sao originadas nas trés glandulas salivares principais, enquanto que o
restante (10%) advém das glandulas menores e da microflora oral (Afacan, Oztirk,
Emingil, Kése, & Bostanci, 2018; Bostanci & Belibasakis, 2018).
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As proteinas salivares sdo agrupadas em classes tendo em conta as suas
estruturas e caracteristicas, sendo as mais importantes: mucinas, estaterina, histatinas,
cistatinas, péptido P-B e PRPs (Castagnola, Cabras, Vitali, Sanna, & Messana, 2011;
Ramos-Pineda, Carpenter et al., 2019). Este trabalho focou-se nas proteinas de baixo

peso molecular que serdo descritas em seguida.
1.3.2.1. Estaterinas

As estaterinas sao péptidos salivares produzidos normalmente pelas glandulas
salivares principais, nomeadamente pela parétida e submaxilar, € que possuem um alto
teor de prolina, tirosina e acido glutdmico e varias isoformas (Helmerhorst, Traboulsi,
Salih, & Oppenheim, 2010; Qamar, Rahim, Chew, & Fatima, 2016).

Estas proteinas contribuem para a protecédo da denticdo através do impedimento
de precipitacao de solugbes de sais de calcio e fosfato, como ocorre na hidroxiapatite
(de Almeida, Gregio, Machado, De Lima, & Azevedo, 2008; Qamar, Rahim et al., 2016), e
lubrificacdo dos dentes para impedimento de desgaste (Harvey, Carpenter, Proctor, &
Klein, 2011). Estudos in vitro e in vivo mostraram que as estaterinas sao proteinas que
possuem um N-terminal acidico, podendo ser muito precipitadas por taninos (Brandao,

Soares, Mateus, & de Freitas, 2014; Helmerhorst, Traboulsi et al., 2010).
1.3.2.2. Cistatinas

As cistatinas sao uma familia de proteinas que contém cisteina, e cujas massas
moleculares variam entre 13 e 14 kDa (Humphrey & Williamson, 2001; Silva, Garcia-
Estévez et al., 2017).

Estas proteinas possuem um papel menor na regulagcdo do calcio presente na
saliva, mas s&o grandes inibidores de enzimas que degradam proteinas,
nomeadamente a cisteina protease, enzima envolvida na doenca periodontal (Kordi$ &
Turk, 2009).

1.3.2.3. Péptido P-B

O péptido P-B caracteriza-se por possuir um alto teor de residuos de prolina
(aproximadamente 50% da sua sequéncia) assim como as PRP (Messana, Cabras et
al.,, 2004; Silva, Garcia-Estévez et al.,, 2017). Este péptido apresenta elevada
semelhanca com as estaterinas, e devido a isso ndo sao, geralmente, incluidos na

familia das PRPs apesar de ser rico em prolina (Inzitari, Cabras et al., 2006).
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Além dos residuos de prolina, os péptidos P-B também apresentam na sua estrutura
varios residuos de aminoacidos hidrofébicos e trés residuos de tirosina (Silva, Garcia-
Estévez et al.,, 2017). Em varios estudo ja foi comprovado que assim como as
estaterinas, os péptidos P-B sao altamente precipitados por taninos (Brandao, Soares
et al., 2014).

1.3.2.4. Proteinas ricas em prolina (PRP)

As PRPs caracterizam-se por possuir um alto conteido em residuos de prolina,
podendo ser distinguidas pelo seu caracter acidico ou basico e grau de glicosilagdo em
PRP acidicas (aPRPs), basicas (bPRPs) e glicosiladas (gPRPs) (Adrar, Madani et al.,
2019; Castagnola, Cabras et al., 2011).

Estas proteinas, mais especificamente as gPRPs, tém como fung¢des a lubrificagao
da cavidade oral e a interagdo com taninos, tendo impacto na sensacao na boca apds
o consumo de produtos ricos nestes (Gibbins & Carpenter, 2013). Por outro lado,
acredita-se que as bPRPs apresentam um papel principal no impedimento da toxicidade
dos taninos de alto peso molecular (Jébstl, O'Connell, Fairclough, & Williamson, 2004),
enquanto que as aPRPs possuem um papel vinculado com o processo de mineralizagéo
dos dentes e com a modulagao da colonizagao bacteriana destes (Castagnola, Cabras
et al., 2011).

1.4. Compostos fendlicos e principais classes

Os compostos fendlicos sdo compostos naturais que resultam do metabolismo
secundario de plantas, estando presentes em horticolas, frutas e produtos derivados,
como por exemplo o vinho e o cha verde (de Moraes Arnoso, da Costa, & Schmidt,
2019); Soares, Brandao et al. (2017).

Estes compostos encontram-se presentes em todos os orgdos da planta e
desempenham papéis importantes ao nivel da estrutura, sinalizacao celular, defesa
contra agressodes externas, repelente ou atrativo de insetos, influenciando a cor, a
estabilidade oxidativa e o sabor do alimento (de Moraes Arnoso, da Costa et al., 2019;
Khoddami, Wilkes, & Roberts, 2013; Lin, Xiao et al., 2016; Oroian & Escriche, 2015). A
quantidade de compostos fendlicos presentes nos alimentos depende do tipo de matéria
prima, da estacdo do ano em que é colhida, do estagio de maturagao, do tipo de cultura

e de solo, do armazenamento, entre outros fatores (Bhattacharya, Sood, & Citovsky,
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2010; Klepacka, Gujska, & Michalak, 2011). Os compostos fendlicos sao principalmente
estudados devido as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias e prevengao

de varias doencgas (Lucci, Saurina, & Nufiez, 2017; Ross & Kasum, 2002).

Estes compostos representam uma grande familia sendo normalmente divididos em
duas grandes classes, nao-flavondides e flavondides que serdo abordados

seguidamente.
1.4.1. Compostos nao flavondides

A classe dos nao-flavonoides é constituida por compostos que contém um Unico
grupo fenil substituido por um grupo carboxilico e um ou mais grupos hidroxilo (Laura,
Moreno-Escamilla, Rodrigo-Garcia, & Alvarez-Parrilla, 2019). Esta familia é
caracterizada pela presenca de acidos fendlicos como o acido galhico, o acido
hidroxicindmico, o acido hidroxibenzdico, entre outros, diferindo o comprimento da
cadeia do grupo carboxilico (Figura 2) (Laura, Moreno-Escamilla et al., 2019; Soares,
Brandéo et al., 2020; Soares, Brandéo et al., 2017).

o]
Rz/G/MDH

Acido hidroxicindmi
cido hidroxicindmico Ho.

Acidos fendlicos —= Ho@— COOH.
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o Acido gélhico

OH
R1

Acido hidroxibenzdico

Figura 2. Estruturas dos compostos ndo flavonoides. Adaptado de Soares, Brandéo et al. (2020).

Os acidos hidroxibenzdéicos raramente sdo encontrados na sua forma livre,
aparecendo ligados a pequenos acidos organicos, como o acido quinico, maleico ou
tartarico, ou entédo ligados a componentes estruturais das células vegetais, como a

celulose, proteinas ou lignina (Laura, Moreno-Escamilla et al., 2019). Por outro lado o
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acido galhico complexa com polissacarideos, normalmente glucose, dando origem a
uma nova classe de compostos fendlicos, os taninos hidrolisaveis (Laura, Moreno-
Escamilla et al., 2019).

1.4.2. Compostos flavondides

Os compostos flavondides sao a classe mais importante de compostos fendlicos na
alimentacéao, sendo encontrados em maior quantidade em frutas e horticolas (Kang, Lee,
Otieno, & Ha, 2018). Estes apresentam estruturas muito diversas, tendo por base um
nucleo flavanico central, constituido por dois anéis benzénicos (A e B) e um anel
heterociclico (C) (Figura 3) (Kawser Hossain, Abdal Dayem et al., 2016; Soares,
Brandao et al., 2017).

n

4

Figura 3. Nucleo flavanico dos compostos flavonoides. Adaptado de Kang, Lee, Otieno e Ha (2018).

Tendo em conta o grau de oxidacdo e o padrao de substituicdo do anel C, os
flavondides sao divididos em seis sub-classes, flavonas (ex. luteolina e apigenina),
flavondis (ex. quercetina e kaempferol), flavanonas (ex. naringenina e hesperdina),
flavan-3-6is (ex. catequina e epicatequina) (base de formagdo dos taninos
condensados), antocianinas (ex. cianidina-3-glucésido e delfinidina-3-glucosido) e
isoflavonas (ex. genisteina e daidzeina) (Figura 4) (Kawser Hossain, Abdal Dayem et al.,
2016; Soares, Brandao et al., 2017).
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Figura 4. Estruturas dos compostos flavondides. Adaptado de Kang, Lee et al. (2018).

1.4.3. Taninos

Os taninos sao compostos fendlicos soluveis em agua que apresentam peso
molecular variavel, podendo ocorrer naturalmente em frutas como a roma, framboesa e
uva, mas também devido a processos tecnoldgicos, como por exemplo no vinho tinto
devido a migragao dos taninos da madeira de carvalho durante o envelhecimento (Chira
& Teissedre, 2013; Nascimento, Pinto et al., 2016).

Devido a grande diversidade das suas estruturas e diversos grupos substituintes,
os taninos apresentam propriedades distintas que lhes permitem estabelecer diferentes
interacbes com outras moléculas, como polissacarideos e proteinas nhomeadamente
proteinas salivares (de Freitas & Mateus, 2001; Jakobek, 2015). De facto, a capacidade
para interagir com proteinas é uma caracteristica particular dos taninos, que Ihes
confere diversas propriedades e na qual assenta a classificagdo de um composto
fendlico em tanino. Estes podem ser divididos, tendo em conta a sua estrutura, em dois
grupos principais: os taninos condensados que sao derivados de flavan-3-6is, e os
taninos hidrolisaveis (elagitaninos e galhotaninos) que séo derivados de acidos fendlicos
(Figura 5) (Sekowski, lonov et al., 2014; Silva, Garcia-Estévez et al., 2017).

10
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Figura 5. Principais classes de compostos fendlicos.

1.4.3.1. Taninos condensados

Os taninos condensados, também conhecidos por proantocianidinas, sdo os
taninos mais abundantes na alimentacdo humana, podendo ser encontrados em macas,
frutos vermelhos, chocolate, vinho tinto, entre outros (Bulea, Khanb, Nisard, & Niaze,
2020; Smeriglio, Barreca, Bellocco, & Trombetta, 2017).

Os taninos condensados sao polimeros de flavan-3-6is, formados por unidades de
diasteredmeros, (+)-catequinas e (-)-epicatequinas, e seus derivados galhoilados,
galhocatequina e epigalhocatequina (Bulea, Khanb et al., 2020; Smeriglio, Barreca et
al.,, 2017; Soares, Brandao et al., 2020). Estes taninos possuem estruturas mais
complexas que os taninos hidrolisaveis, além de maiores propriedades medicinais

caracteristicas dos taninos (Bulea, Khanb et al., 2020; Cai, Zhang et al., 2017).
1.4.3.2. Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis sao esteres de acido galhico com monossacarideos
(glucose) ou oligémeros de acido galhico/elagico (Soares, Brandao et al., 2017). Estes

compostos, como o proprio nome inspira, podem ser hidrolisados por acidos fracos e
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decompostos por temperaturas altas, formando acido pirogalhico (Jiménez, Esteban-
Torres, Manchefo, de las Rivas, & Mufioz, 2014). Estes taninos podem ser divididos
em galhotaninos, que aquando da sua hidrélise originam moléculas de agucar e acido
galhico, e elagitaninos, que na sua hidrdlise resultam em agucar e acido elagico (Lamy,
Pinheiro et al., 2016).

Os galhotaninos séo a classe mais simples dos taninos hidrolisaveis, sendo
raramente encontrados na natureza (Smeriglio, Barreca et al., 2017). Por outro lado, os
elagitaninos estdo presentes em muitas familias de plantas e muitos alimentos como
nozes, framboesas, castanhas, entre outros (Lamy, Pinheiro et al., 2016; Landete,
2011). Estes ultimos sao formados a partir de galhotaninos através da ligagao de duas
unidades de acido galhico, formando estruturas complexas com um nucleo central
normalmente de glucose, como é exemplo a pentagalhoil-glucose (1,2,3,4,6-penta-O-
galloyl-B-D-glucose) (PGG) (Newsome, Li, & van Breemen, 2016; Smeriglio, Barreca et
al., 2017; Soares, Brandao et al., 2020).

Como ja foi referido acima, os taninos tém a capacidade de interagir com proteinas
salivares. Alguns estudos apontam que os taninos hidrolisaveis tendem a interagir mais
com as proteinas do que os taninos condensados apesar deste ultimos serem mais
abundantes na alimentacgao (Esatbeyoglu, Wray, & Winterhalter, 2010; Soares, Mateus,
& de Freitas, 2012b).

1.4.4. Importancia dos compostos fendélicos na alimentagao e na

saude

Atualmente a saude tem se tornando um ponto cada vez mais importante na vida
das pessoas. O consumidor tem cada vez mais consciéncia dos beneficios dos
alimentos de forma a manter um estilo de vida mais saudavel (Yang & Lee, 2020). A
precipitagao dos compostos fendlicos origina a sensagéo de adstringéncia, um atributo
problematico ndo muito apreciado pelo consumidor, que compromete a escolha de
certos alimentos levando a ndo ingestdo dos mesmos independentemente do valor

nutricional que possam apresentar (Yang & Lee, 2020).

Além das sensagbes negativas que possam causar, estes compostos sdao muito
reconhecidos na area da alimentacgao e saude devido as suas propriedades benéficas

para a saude humana (Rodriguez-Pérez, Segura-Carretero, & del Mar Contreras, 2019).
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Estes compostos apresentam  fungdes  antioxidantes, anti-inflamatdrias,
anticancerigenas e antimicrobianas, que auxiliam no combate de certas doengas como
a diabetes tipo 2, obesidade, doencas neurodegenerativas, cardiovasculares e
cancerigenas e proteger da radiagao ultravioleta, e na regulacio da microbiota intestinal
(de Moraes Arnoso, da Costa et al., 2019; Dias, Perez-Gregorio, Mateus, & De Freitas,
2015; Hwang, Oh, Yun, & Jeong, 2011; Li, Li et al., 2014; Silva, Garcia-Estévez et al.,
2017; Soares, Soares et al., 2020).

Para que estas fungdes sejam exercidas € necessario que haja uma eficiente
ingestao de compostos fendlicos (Klepacka, Gujska et al., 2011; Lin, Xiao et al., 2016).
Para isso € recomendado o consumo de alimentos e bebidas ricos neste tipo de
compostos, como é o caso do vinho tinto, roma, framboesa, cha verde, brécolo, entre
muitos outros (Amoako & Awika, 2016; Soares, Brandao et al., 2017). Neste trabalho
foram utilizados composto fendlicos extraidos do cha verde, brocolo e grainha e acido

tanico, que sao referidos a seguir.
1.4.4.1. Cha verde

O cha é produzido a partir de Camellia sinensis, que possui duas variedades
principais que sao utilizadas na produgao de infusées, Camellia sinensis sinensis e
Camellia sinensis assamica, sendo a primeira a mais utilizada (Namal Senanayake,
2013; Sanlier, Gokcen, & Altug, 2018). Esta bebida é a mais consumida mundialmente
a seguir a agua, sendo muito popular em todo o mundo, ndo s6 devido ao seu sabor
unico, mas principalmente pelos beneficios que apresenta para a saude (Bora, Ma, Li,
& Liu, 2018; Graham, 1992). Desde os tempos antigos que o cha é considerado como
remédio para melhoramento e prevencdo de varias doencas devido as suas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antidiabéticas, entre outras (Bora, Ma et
al., 2018; Chen, Chang et al., 2018; Wei, Yang et al., 2018; Yang, Chen, & Wu, 2014).

Com base no tipo de processamento que € aplicado apds a colheita das folhas de
C. sinensis, o cha pode ser classificado em trés tipos principais: cha verde, que néo
sofre fermentagdo, cha oolong, que sobre semifermentagcdo, e cha preto, que é
fermentado (Saric, Notay, & Sivamani, 2017; Xing, Zhang, Qi, Tsao, & Mine, 2019). O
cha mais produzido a nivel mundial é o cha preto (78% da produgdo mundial), sendo
consumido normalmente em todo o mundo; seguido do cha verde (20% da produgao

mundial), que é consumido maioritariamente nos paises asiaticos; e por fim o cha oolong
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(2% da produgdao mundial), que é produzido principalmente no sul da China (Butt &
Sultan, 2009; Hayat, Igbal, Malik, Bilal, & Mushtaq, 2015).

O cha verde, originario da Asia e da india, € uma bebida caracterizada por uma
mistura de sabores amargos, adstringentes, umami e doces, sendo os dois primeiros os
principais (Liu, Luo et al., 2018; Yu, Yeo, Low, & Zhou, 2014). Estes sabores e as
propriedades medicinais sao originarios da composigao quimica da infusao, onde estao
incluidos compostos fendlicos, cafeina, aminoacidos e outros compostos (Namal
Senanayake, 2013).

Este cha é uma bebida muito rica em compostos fendlicos, sendo os flavan-3-éis,
nomeadamente catequinas, os que se encontram em maior percentagem (Bora, Ma et
al.,, 2018). Além das catequinas, este cha também apresenta flavondis e acidos
fendlicos, apesar destes ultimos se encontrarem em muito baixa percentagem (Bora,
Ma et al., 2018; Saric, Notay et al., 2017). Alguns estudos ja relataram que o conteudo
de catequinas presentes no cha depende da qualidade das folhas de cha e do tipo de
infuséo (Bora, Ma et al., 2018).

1.4.4.2. Acido tanico

O acido tanico é uma mistura de compostos fendlicos pertencente a familia dos
taninos hidrolisaveis que pode ser encontrado em varios alimentos derivados de plantas
(Basheer & Kerem, 2015; Li, Shaik et al., 2011) ou pode ser utilizado na industria
alimentar como aditivo alimentar segundo o Regulamento de Execucdo (EU) n°
872/2012 da Comissao (2012). Devido a sua estrutura este apresenta propriedades
antibacterianas e antioxidantes caracteristicas dos compostos fendlicos (Nakamura,
Tsuiji, & Tonogai, 2003; Tintino, Oliveira-Tintino et al., 2016).

A PGG é um exemplos de um composto fendlico que pode ser obtido a partir de
acido tanico, através de reacbes de metandlise, sendo que o seu rendimento esta

relacionado com a pureza desta mistura (Torres-Ledn, Ventura-Sobrevilla et al., 2017).
1.4.4.2.1. Pentagalhoil-glucose (PGG)

1,2,3,4,6-penta-O-galloil-B-D-glucose (PGG) é um composto fendlico que pertence
a familia dos taninos hidrolisaveis, nomeadamente galhotaninos, e se caracteriza por
apresentar um nucleo de glucose ligada a cinco grupos galhoil (Figura 5)(Niemetz &
Gross, 2005; Torres-Ledn, Ventura-Sobrevilla et al., 2017). Devido a sua estrutura, a

PGG ¢é caracterizada por apresentar uma vasta gama de atividades bioldgicas,
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nomeadamente antioxidante, que podem ajudar na prevencdo de diversas doencgas
cancerigenas (Kim, Choi et al., 2015; Tian, Li, Ji, Zhang, & Luo, 2009).

*@Q@

HO HO
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PGG
Figura 6. Estrutura da pentagalhoil-glucose (PGG). Adaptado de Li, Shaik et al. (2011).

A PGG é utlizada como modelo de estudo em interagdes, podendo ser obtida por
hidrolise a partir de acido tanico visto que este possui uma estrutura central semelhante
a estrutura da PGG. Esta reagdo de metandlise do acido tanico com metanol gera nao

apenas PGG mas também metil galhato, um subproduto (Li, Shaik et al., 2011).
1.4.4.3. Brécolo

O brécolo (Brassica oleracea var. italica) € um vegetal da familia Brassicaceae
amplamente cultivado em muitos paises da Europa, América e Asia (El-Magd,
Mahmoud, Hafiz, & Ali, 2013). A familia na qual o brécolo de insere inclui varias espécies
de horticolas que constituem grande parte da alimentagdo em todo o mundo, e séo
caracterizadas pelas suas atividades antioxidantes e sabores amargos, adstringentes,
doces e pungentes, que podem afetar a aceitagdo dos consumidores (Cartea, Francisco,
Soengas, & Velasco, 2011; Li, Lee et al., 2018; Moreno, Carvajal, Lopez-Berenguer, &
Garcia-Viguera, 2006).

O brécolo é uma horticola rica em glucosinolatos, que apresentam propriedades
anticancerigenas; compostos fendlicos, nomeadamente flavondides, acidos
hidroxicindamicos e seus derivados; vitaminas e minerais; entre outros (Vasanthi,
Mukherjee, & Das, 2009).
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1.5. Propriedades organoléticas

As sensacbes orais experimentadas ao ingerir um alimento ou bebida envolvem
muitas vias sensoriais diferentes: sabor (doce, salgado, acido, amargo e umami), aroma
(via retronasal) e vias responsaveis pela percegao de temperatura, sensagao/textura na
boca, entre outros (Dinnella, Recchia, Tuorila, & Monteleone, 2011). A escolha e
consumo de certos produtos alimentares esta fortemente dependente das propriedades
sensoriais do produto e das suas intensidades (Dinnella, Recchia et al., 2011; Duffy,
2007).

Os compostos fendlicos apresentam dois descritores principais: adstringente e
amargo, sendo que ambos provocam reacbes negativas ao consumidor quando
persentidas em altas intensidades (Jaeger, Axten, Wohlers, & Sun-Waterhouse, 2009).
Varios consumidores consideram a sensacao de amargor e adstringéncia como a
principal razao da rejeicdo de certos alimentos ricos em compostos fendlicos, apesar

das suas propriedades benéficas para a saude (Dinnella, Recchia et al., 2011).
1.5.1. Modulagao da adstringéncia e amargor

Os alimentos a base de plantas contém altos niveis de compostos fendlicos, que
podem levar as sensacgdes de adstringéncia e amargor, sensagées que ndo sao bem
aceites pelos consumidores (Nadathur & Carolan, 2017). Para melhor aceitacdo desses
alimentos, € necessario modular estas sensacdes. Existem varias formas de reduzir a
adstringéncia sentidas aquando do consumo, mas a estudada neste trabalho é a adi¢cao
de polissacarideos de forma a impedir a ligagdo dos taninos as proteinas salivares
(Nadathur & Carolan, 2017).

1.6. Polissacarideos

Os polissacarideos, ou carboidratos, sdo moléculas organicas que apresentam
maior abundancia na Terra e desempenham um papel fundamental na manutencao da
vida (Amoako & Awika, 2016). Estes sao indispensaveis enquanto ingredientes
alimentares devido ao impacto que tém ao nivel da textura, cor, sabor e outros atributos

cruciais para a qualidade dos alimentos (Amoako & Awika, 2016).

Além disso estas moléculas tém a capacidade de reduzir ou inibir a interacdo dos

compostos fendlicos com as proteinas salivares (Brandao, Silva et al., 2017).
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1.6.1. Interagao polissacarideos-taninos-proteinas salivares

O efeito dos polissacarideos na ligagao dos taninos as proteinas salivares tem sido
explicado com base em dois mecanismos principais: 0 mecanismo por competicdo, em
que existe formacgdo de complexos entre taninos e polissacarideos, fazendo com que
que estes ultimos compitam pela ligagcdo as proteinas (Carvalho, Mateus et al., 2006;
Mateus, Carvalho, Luis, & de Freitas, 2004); e o mecanismo do complexo ternario, no
qual ndo existe uma verdadeira competicdo mas sim a formagcdo de um complexo
soluvel de tanino-proteina-polissacarideos (Ramos-Pineda, Garcia-Estévez, Duenas, &
Escribano-Bailén, 2018).

Estes mecanismos de ligagdo dependem essencialmente do tamanho e estrutura
dos taninos e da estrutura dos polissacarideos, sendo a ramnogalacturano Il (Rg Il) e
as manoproteinas as moléculas mais utilizadas para a redugdo do efeito de
adstringéncia (Boulet, Trarieux et al., 2016; Cai, Gaffney, Lilley, & Haslam, 1989; Le
Bourvellec, Bouchet, & Renard, 2005). Esta ultima afirmagdo & comprovada por
Brandao, Silva et al. (2019) em que foi estudado o efeito de polissacarideos
naturalmente presentes no vinho, onde entre eles se encontrava a Rg Il, e verificou-se
que este polissacarideos € mais eficiente na inibicdo da ligagao das PRPs aos taninos

do que os outros polissacarideos estudados.
1.6.2. Polissacarideos da casca de banana

A fruta € uma parte importante da alimentagao saudavel do ser humano. A banana
€ uma fruta da familia Musaceae, conhecida pelo seu alto valor nutritivo e fonte de
magnésio e potassio, que é produzida nas regides tropicais e subtropicais, sendo a india
0 seu maior produtor contribuindo com cerca de 26,08% da producgao total (Aquino,
Salomao et al., 2016; Azarudeen & Nithya, 2021; FAO, 2019). Esta fruta é consumida
em varias partes do mundo, podendo ser ingerida em cru ou em produtos processados
como farinhas, chips e purés (utilizados para producido de néctares, smoothies entre

muitos outros produtos) (Oliveira, Rosa et al., 2016).

A casca da banana é simples de remover, o que torna o seu manuseio facil e
conveniente (Aquino, Salomao et al., 2016). Esta representa cerca de 30% da fruta,
sendo o principal subproduto da industria da banana e do quotidiano (Azarudeen &
Nithya, 2021; Oliveira, Rosa et al., 2016). Geralmente a casca € descartada em aterros

sanitarios ou no lixo, o que representa um problema ambiental devido ao seu alto teor
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de azoto, fosforo e agua, o que as torna muito suscetiveis a modificagbes por
microrganismos (Gonzalez-Montelongo, Gloria Lobo, & Gonzalez, 2010; Oliveira, Rosa
et al., 2016; Vu, Scarlett, & Vuong, 2018).

Happi Emaga, Robert, Ronkart, Wathelet e Paquot (2008) demostraram que a casca
de banana contém varios polissacarideos, dos quais sdo exemplos a glucose, galactose,

arabinose, xilose, ramnose, acido galacturénico, entre outros.

Assim, a utilizagdo da casca da banana como fonte de compostos de alto valor,
como por exemplo obtengdo de agucares eficazes na modulagdo da adstringéncia,
apresenta-se como uma alternativa vantajosa, ndo s6 do ponto de vista econémico

como também ambiental, promovendo-se assim uma economia circular.
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2. Objetivos

O estudo da interagao dos polissacarideos na ligagao dos taninos com as proteinas
salivares apresenta um crescente interesse tendo em conta o importante papel na
modulagdo da adstringéncia em produtos ricos em taninos e consequente aceitagdo
destes produtos pelo consumidor (Adrar, Madani et al., 2019). Apesar dos muitos
estudos ja efetuados sobre este assunto, a maioria dos trabalhos estuda polissacarideos
obtidos a partir de matrizes alimentares semelhantes e com estruturas muito similares.
Este trabalho vai focar-se no isolamento de polissacarideos a partir de subprodutos
alimentares, nomeadamente a casca da banana, pretendendo obter-se estes com
estruturas e atividades diversificadas, de forma a colmatar a auséncia de conhecimento
sobre a valorizagdo deste subproduto para a modulacdo da adstringéncia, numa

vertente de economia circular.

Os objetivos deste trabalho sdo compreender como a interagdo entre diferentes
compostos fendlicos, proteinas salivares, e polissacarideos pode influenciar a perce¢ao
da adstringéncia, assim como verificar a influéncia da estrutura e concentragdo dos

polissacarideos na interacao proteinas salivares-taninos.
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3. Material e métodos

3.1. Extracao de compostos fendlicos
3.1.1. Cha verde

A extracao de compostos fendlicos de cha verde foi realizada segundo o método de
Soares, Soares et al. (2020) com algumas modificagdes. O extrato de compostos
fendlicos de cha verde foi obtido de folhas secas e moidas de Camellia sinensis de
origem portuguesa. Uma amostra de 20 g de folhas secas de cha verde foi extraida
quatro vezes com 500 mL de 50% etanol em atmosfera de argon e colocadas durante
30 min em agitagdo a temperatura ambiente. Entre cada extragéo centrifugou-se a
14 000 rpm, 4°C, durante 20 min, para recuperagao do precipitado. Seguidamente
evaporou-se o sobrenadante a pressao reduzida para remocgao de etanol. O residuo
evaporado foi extraido sete vezes com 500 mL de cloroférmio para retirar clorofilas, e
seis vezes com 500 mL de acetato de etilo para retirar agucares e acidos fendlicos mais
simples. Apds a evaporagao do acetato de etilo, o residuo rico em flavonoides foi diluido
e aplicado num cartucho Oasis HLB 35cc da Waters, previamente condicionado com 1,5
volume de coluna (vc) de metanol e 1,5 vc de agua destilada. Apos aplicagao da amostra
no cartucho, esta foi lavada com 5% de metanol para remogao de sais e proteinas e por
fim eluida com 6 vc de metanol. O metanol foi evaporado a pressdo reduzida,
adicionando-se agua para manter o mesmo volume. Por fim a solugdo obtida foi

congelada e liofilizada.

Apos liofilizagao, foi preparada uma solugéo de extrato de cha verde de concentragéo
de 1,0 g/L. Essa solugao foi analisada num sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) Jasco LC-4000 equipado com um foto detetor de arranjo de diodos e
uma coluna C18 de fase reversa (250 mm x 4,7 mm, 2,7 um de didmetro de particula).
A coluna foi mantida a uma temperatura de 20° - 25°C. Os solventes usados foram, A:
0,1% de &cido férmico em agua (v/v) e B: 0,1% de acido formico em acetonitrilo (v/v)
com fluxo de 0,5 mL/min. O gradiente foi: 10% B (0-50 min), 28% B (52 min), e 100% B
(60 min) e estabilizando em 10% B (70 min). O comprimento de onda de detecéo foi 280

nm.
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3.1.2. Brécolo

O extrato de compostos fendlicos foi obtido a partir de brocolos (Brassica oleracea
var. italica) triturados e liofilizados. Uma amostra de 10 g de brdocolo foi extraida quatro
vezes com 250 mL de 80% metanol sob atmosfera de argon e colocadas em agitagao a
temperatura ambiente durante 1h. Entre cada extracao foram realizadas centrifugacoes
a 14 000 rpm, 4°C, durante 5 min, separando-se e filtrando-se os sobrenadantes. Os
sobrenadantes obtidos foram combinados e submetidos a evaporagcao a pressao
reduzida para remogao de metanol. Apds evaporagao, a solugao obtida foi aplicada num
cartucho de C18 de 40-63 um da Merck que foi condicionado com 2 vc de metanol e 3
vc de agua destilada. A amostra foi aplicada no cartucho, lavada com 5 vc de agua
destilada para remocéao de interferentes mais polares e 2 vc de 5% de metanol para
remogao dos restantes interferentes apolares e por fim eluidos os compostos de
interesse com 6 vc de solugdo de acetonitrilo:metanol (90:10), separando-se em 2
fragdes, sendo a primeira alaranjada e a que contém os compostos de interesse. As
amostras foram evaporadas a pressao reduzida, adicionando-se agua para manter o

mesmo volume. Por fim foram congeladas e liofilizadas.

Cada fragao foi analisada num sistema HPLC Jasco LC-4000 equipado com um foto
detetor de arranjo de diodos e uma coluna C18 de fase reversa (250 x 4,7 mm, 2,7 um
de didmetro de particula). A coluna foi mantida a uma temperatura de 20° - 25°C. Os
solventes usados foram, A: 6% de acido acético em agua (v/v) e B: 100% de acetonitrilo
com fluxo de 0,5 mL/min. O gradiente foi: 0% B (0-45 min), 15% B (60 min), 30% B (70
min), e 100% B (80 min) e estabilizado em 0% B (86 min). Os comprimentos de onda de
detegéo foram 280 nm (acidos hidroxibenzéicos), 320 nm (acidos hidroxicindmicos), 360

nm (flavonas e flavonéis) e 520 nm (antocianinas).

As fracbes também foram analisadas por LC-MS num sistema Finnigan Surveyor
equipado com um detetor de massa Finnigan LCQ DECA XP MAX (Finnigan Corp., San
José, Califérnia, EUA) com uma fonte de ionizagcdo de pressao atmosférica (API,
Atmospheric Pressure lonization) e uma interface de ionizagao por eletropulverizagéo
(ESI, Electrospray lonization). Utilizou-se uma coluna C18 de fase reversa (250 x 4,7
mm, 2,7 um de diametro de particula). Os solventes utilizados foram, A: 1% de acido
acético em agua (v/v) e B: 1% de acido acético em acetonitrilo. As amostras foram

analisadas com os mesmos gradientes, fluxos e volume de injegao usados na analise
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por HPLC. A temperatura capilar foi de 325°C. Os espectros foram registados em modo

negativo.

3.2. Hemi-sintese de compostos galhoilados
3.2.1. Pentagalhoil-glucose (PGG)

Foi realizada uma hemi-sintese da PGG segundo o métodos de Chen e Hagerman
(2004), em que foram dissolvidas 5 g de acido tanico em 100 mL de 70% de metanol
com tampao acetato (0,1 M, pH 5.0). Imediatamente a seguir foi ajustado o pH com
hidroxido de sdédio 1 M inicialmente e com hidréxido de sédio 5 M em seguida até se
obter um pH de 6. Evaporou-se a pressao reduzida o metanol, adicionando-se agua
para manter o volume. Extraiu-se a amostra com 3 volumes de éter dietilico e 3 volumes
de acetato de etilo, evaporando-se a pressao reduzida o acetato de etilo com adicéo de
agua para manter o volume. A solugéo foi centrifugada a 6 000 rpm, 4°C, durante 10
min. Apos liofilizagao o composto resultante foi analisado num sistema HPLC Jasco LC-
4000 equipado com um foto detetor de arranjo de diodo e uma coluna C18 de fase
reversa (250 x 4,7 mm, 2,7 uym de diametro de particula). A coluna foi mantida a uma
temperatura de 20°- 25°C. Os solventes usados foram, A: 1% de acido formico em agua
(v/v) e B: 1% de acido formico em acetonitrilo (v/v) com fluxo de 0,5 mL/min. O gradiente
foi: 11% B (0-32 min), 29% B (47 min), 34% B (49 min), e 100% B (54 min) e

estabilizando em 11% B (62 min). O comprimento de onda de detegéo foi 280 nm.
3.2.2. Outros derivados de galhoil-glucose

Foram realizadas seis hemi-sinteses recorrendo a modificacdes do método de Chen
e Hagerman (2004), nomeadamente duas com diferentes tempos de reacao (3h e 7h),
duas com diferentes temperaturas (45°C e 85°C) e duas com diferentes percentagens
de metanol (50% e 100%). Inicialmente foram realizadas quatro sinteses dissolvendo 2
g de acido tanico em 40 mL de 70% de metanol com tampéao acetato (0,1 M, pH 5.0) e
duas sinteses com alteracéo na percentagem de metanol usado, nomeadamente 50%
e 100%. Colocaram-se duas a reagir em agitacao a 65°C durante 3h e 7h e outras duas
a 45°C e 85°C durante 7h. Imediatamente a seguir foi ajustado o pH com hidréxido de
sédio 1 M inicialmente e com hidréxido de sodio 5M em seguida até se obter um pH de
6. Evaporou-se a pressao reduzida o metanol, adicionando-se agua para perfazer o

volume. Extraiu-se a amostra com 3 volumes de éter dietilico e 3 volumes de acetato de



FCUP | 23

Estudo do efeito de polissacarideos na interagao entre proteinas salivares e polifendis: relagao entre
atividade-estrutura

etilo, evaporando-se a pressao reduzida o acetato de etilo com adicdo de agua para
manter o volume. A solugédo foi centrifugada a 6 000 rpm, 4°C, durante 10 min.
Posteriormente todas as sinteses foram analisadas num sistema HPLC Jasco LC-4000
equipado com um foto detetor de arranjo de diodo e uma coluna C18 de fase reversa
(250 x 4,7 mm, 2,7 um de didmetro de particula). A coluna foi mantida a uma temperatura
de 20° - 25°C. Os solventes usados foram, A: 1% de acido férmico em agua (v/v) e B:
1% de acido formico em acetonitrilo (v/v) com fluxo de 0.5 mL/min. O gradiente foi: 11%
B (0-32 min), 29% B (47 min), 34% B (49 min), e 100% B (54 min) e estabilizando em

11% B (62 min) O comprimento de onda foi detetado a 280 nm.

3.3. Extracao de polissacarideos da casca de banana

A extracao de polissacarideos da casca da banana foi realizada segundo o método
de Nunes, Saraiva e Coimbra (2008) com algumas modificagdes. O extrato de
polissacarideos foi obtido de casca de banana liofilizada e triturada. Para a obtencao do
resido insoluvel em alcool (AIR) foram extraidas 35 g de casca de banana duas vezes
com 140 mL de 85% etanol a 90°C durante 10 min em refluxo e com o condensador
ligado. Apos arrefecimento da mistura filtrou-se por vacuo com um funil poroso € um
filtro de fibra de vidro (Whatman GF/C). Seguidamente o residuo foi lavado com 140 mL
de 85% etanol e com 70 mL de éter, filtrando como descrito anteriormente cada uma
das lavagens. O residuo foi recolhido e deixado a secar a temperatura ambiente até ao

dia seguinte.

O AIR (24,29) que se obteve foi pesado e extraido sequencialmente com: (1) 1800
mL de agua, durante 16h a 4°C; (2) 1500 mL agua, durante 6h a temperatura ambiente;
(3) 1800 mL de Imidazole 0,5 M/acido cloridrico (HCI) pH 7, durante 16h a temperatura
ambiente; (4) 1500 mL de Imidazole 0,5 M/HCI pH 7, durante 2h a temperatura
ambiente; (5) 1800 mL de carbonado de sddio 50 mM + borohidreto de sédio 20 mM,
durante 16h a 4°C; (6) 1500 mL de carbonado de sddio 50 mM + borohidreto de sédio
20 mM, durante 2h a temperatura ambiente. Apds cada extracdo, os sobrenadantes
foram separados do residuo insoluvel através de filtragdo com um filtro de fibra de vidro
(Whatman GF/C). Os sobrenadantes das diferentes extragbes foram guardados
separadamente com excegao das extragcbes com Imidazole 0,5 M/HCI pH 7, que se
juntaram. Antes da dialise, todos os extratos foram concentrados por evaporagao a

pressao reduzida. Os extratos de carbonato de sodio foram neutralizados para pH 5-6
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no frio com acido acético glacial, antes da dialise. Todos os extratos foram dialisados
com agua desionizada (6-8 kDa) durante aproximadamente 72h, com trocas de agua,
no primeiro dia, de 2h em 2h, no segundo dia, 3 vezes ao dia e no ultimo, 2 vezes ao

dia. As fragbes foram congelados e liofilizados.

3.4. Isolamento de saliva e proteinas salivares

A saliva foi coletada de 12 voluntarios saudaveis e nao fumantes, homens e
mulheres. A saliva foi coletada as 14h, sendo todos os participantes instruidos a nao
ingerirem alimentos ou bebidas pelo menos 1 hora antes da doagéao. A saliva foi tratada
com TFA (concentragéo final de 0,1%). A solugéo foi centrifugada a 13 400 rpm durante
5 min e separados os sobrenadantes dos precipitados. A coleta de saliva foi aprovada
pelo comité de ética da Universidade do Porto (CES183/18).

3.5. Interagao entre compostos fendlicos, proteinas salivares e

polissacarideos

Inicialmente foram realizadas interagdes de diferentes compostos fendlicos extraidos
do cha verde, do brécolo e da grainha, assim como o acido tanico em diferentes
concentragoes, com proteinas salivares, na proporgado de 150 pL de saliva e 75 uL de
composto fendlico. As concentragdes finais foram: 0,125; 0,25; 0,50 e 1,0 g/L de extrato
de brécolo, 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 g/L de extrato de cha verde, 0,1; 0,3; 0,5 e 0,7 g/L de
extrato de grainha e 0,1; 0,3; 0,5 e 0,8 g/L de acido tanico. A reagéo ocorreu durante 15
min a 37°C, seguidamente as amostras foram centrifugadas a 13 400 rpm, durante 5

min, separando-se os sobrenadantes dos precipitados.

Apoés estas interagbes, foi escolhida a concentragdo de extrato que precipitasse
aproximadamente 70% das proteinas salivares: 1,0 g/L de extrato de brocolo, 0,4 g/L de
extrato de cha verde, 0,5 g/L de extrato de grainha e 0,1 g/L de acido tanico, foi realizada
uma interagao dos compostos fendlicos com os polissacarideos e as proteinas salivares
que se deu em duas fases. Primeiramente, os diferentes extratos de compostos
fendlicos interagiram com os polissacarideos extraidos da casca de banana nas
concentragdes finais de 1 g/L, 2 g/L e 3 g/L durante 30 min a temperatura ambiente,

nunca ultrapassando a concentragao de 12 g/L do stock de polissacarideo. Em seguida,
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esta mistura foi adicionada a saliva e a reagao ocorreu durante 15 min a 37°C. Por fim
as amostras foram centrifugadas a 13 400 rpm, durante 5 min, separando-se os
sobrenadantes dos precipitados que foram posteriormente analisados por eletroforese
em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE) (5.1. de Material e
métodos) e por HPLC (5.2. de Material e métodos).

Ainda foi testada a interacdo com uma infusdo de cha verde obtida com diferentes
tempos de incubacédo. Para isso, foi colocada uma saqueta de cha verde da marca
Continente em 200 mL de agua a 100°C sendo retirada uma aliquota de 1 mL aos 2, 5
e 10 min. A cada infusao foi adicionado 1 mg de polissacarideos obtidos com agua 16h
e imidazole de forma a obter-se uma concentragdo de 9 mg/mL e deixou-se a reagir por
30 min a temperatura ambiente. Por fim, estas amostras foram acionadas a saliva,

deixando-se a reagir por 15 min a 37°C, centrifugando-se no fim a 13 400 rpm por 5 min.
3.5.1. SDS-PAGE

As interacdes entre os compostos fendlicos e proteinas salivares e a influéncia dos
polissacarideos nessa interagdo foram analisadas por eletroforese (SDS-PAGE) em
sistema de ftris-tricina, seguindo o método de Fontana, de Laureto, Spolaore e Frare
(2012). Este método baseia-se na separagédo de proteinas de acordo com os seus
tamanhos usando um gel de acrilamida de 16%. Foram retirados 15 uL de cada
sobrenadante e adicionados 15 uL de tampao de amostra (65,8 mM Tris-HCI pH 6.8,
26,3% wilv glicerol, 2,1% SDS, 5% v/v B-Mercaptoetanol e 0,01% azul de bromoferol).
As amostras foram desnaturadas a 100°C por 10 min. Foram utilizados 2 tampdes de
corrida: tampéao do anodo 0,25 M Tris-HCI pH 8.3, 1,92 M glicina e 1% SDS; e tampao
do catodo 1 M Tris-Base pH 8.3, 1 M tricina e 1% SDS. Os marcadores de peso
molecular foram da Bio-Rad (Precision Plues ProteinTM Unstained Standards). A
separacgao foi realizada num aparelho de eletroforese Bio-Rad Mini Protean Cell (Bio-
Rad) com voltagem entre os 120 V e os 145 V. Apds o fim da eletroforese, os géis foram
fixados com solugéo de fixacdo de agua:metanol:acido acético (53:40:7 v/v/v) por 30
min e corados com Imperial Protein Stain, reagente a base de corante Coomassie R-
250 por 10 min. O processo de descoloragao foi realizado por lavagem dos géis com

solugao de agua:metanol:acido acético (70:20:10 v/viv).
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3.5.2. Analise por HPLC

Os sobrenadantes resultantes destas interagdes assim como os controlos de saliva
foram analisados por um sistema HPLC Lachrom Merck Hitachi (L-7100) com uma
coluna Kinesis Telos C8 (150 x 2,1 mm i.d., 5 ym) para analise das proteinas salivares.
O comprimento de onda de detecao foi 214 nm, analisado por um detetor UV-Vis (L-
7420). Os solventes utilizados foram A: 0,2% TFA em agua (v/v) e B: 0,2% TFA em
acetronitrilo:dgua (80:20 v/v) com fluxo de 0,5 mL/min. O gradiente foi: 18% B (0-10
min), 11% B (50 min), 55% B (54 min), e 100% B (67 min) e estabilizando em 18% B (77

min).

Em seguida, as mesmas interacdes foram analisadas num sistema HPLC Jasco LC-
4000 equipado com um foto detetor de arranjo de diodos e uma coluna C18 de fase
reversa (250 x 4,7 mm, 2,7 um de didametro de particula) para analise dos compostos
fendlicos. A coluna foi mantida a uma temperatura de 20°-25°C. Para analise do extrato
de grainha foram utilizados os solventes A: 0,1% de acido férmico em agua (v/v) e B:
0,1% de acido formico em acetonitrilo (v/v) com fluxo de 0,5 mL/min. O gradiente foi:
0% B (0-3 min), 10% B (37 min), 16% B (40 min), 20% B (55 min), 40% B (62 min), e
100% B (70 min) e estabilizado em 0% B (80 min). O comprimento de onda de detecéo
foi 280 nm.

Para obtencdo do perfil do acido tanico foram utilizados os solventes A: 0,1% acido
férmico em agua (v/v) e B: 0,5% de acido formico em acetonitrilo (v/v) com fluxo de 0.5
mL/min. O gradiente foi: 11% B (0-32 min), 29% B (47 min), 34% B (49 min), e 100% B
(54 min) e estabilizando em 11% B (62 min). O comprimento de onda de detecéao foi 280

nm.

A analise do extrato de cha verde foi realizada como descrita anteriormente no ponto
1.1. de Material e métodos. A fragdo do extrato de brécolo também seguiu 0 mesmo
método descrito em 1.2. de Material e métodos, apenas se trocando o solvente A para

0,5% de acido acético em agua (v/v).

3.6. Analise sensorial de infusoes de cha verde

Para testar a percecao de diferencas sensoriais entre duas amostras de infusdo de
cha verde, com e sem polissacarideos extraidos da casca da banana, foram utilizados

dois testes triangulares, nos quais foram utilizadas amostras de infusdo de cha verde e
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infusdo de cha verde com polissacarideo extraido com agua 16h e imidazole. Aos 5
provadores presentes, 3 do sexo feminino e 2 do sexo masculino, foi pedido que
identificassem a amostra que consideravam diferente de entre as 3 amostras fornecidas

de forma aleatdria para cada participante, sendo uma diferente e duas iguais.

Para a preparacao das amostras foi inicialmente fervidos 200 mL de agua mineral, e
colocada uma saqueta de cha verde da marca Continente durante 10 min. Em seguida
o cha obtido foi deixado a 4°C por 30 min para arrefecimento, ao fim do qual foi
adicionado 35 mL de cha aos polissacarideos extraidos com agua 16h e imidazole da
casca da banana de forma a obter-se duassolugbes de concentragao de 3 g/L cada.
Estas misturas foram deixadas a reagir por 30 min recorrendo-se ao ultrassom, com
adigao de gelo, para melhor dissolugéo. Por fim foram colocados 5 mL de cha verde e
cha verde com polissacarideo, ambos refrigerados, em cada copo de forma aleatéria
para cada provador e iniciada a prova. Entre as duas partes da prova houve um intervalo
de 30 min.

3.7. Analise estatistica

Para o estudo por HPLC foram realizadas no minimo trés replicas independentes de
cada interagdo, sendo os valores expressos em média e desvio padrao da média
(Standard Error of the Mean, SEM). Os dados forma analisados através de analise da
variancia a dois fatores (two-way ANOVA) com teste de Tukey. Todos os dados
estatisticos foram processados usando o GraphPad Prism versao 8.4.3 para Windows

(San Diego, California). Os valores estatisticamente diferentes estao indicados (p<0,05).

Para a analise sensorial da infusao de cha verde, os dados obtidos foram analisados

com recurso a Tabela T8 de Meilgaard, Carr e Civille (1999) disponivel no Anexo 1.
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4. Resultados e discussao

4.1. Caracterizagao dos extratos de compostos fendlicos

4.1.1. Cha verde

A extracdo de compostos fendlicos do cha verde foi realizada segundo método

descrito na seccao 1.1. de Material e métodos. O método de extragao ja havia sido

previamente otimizado. A composi¢cdo em compostos fendlicos do extrato obtido foi

determinada por comparacao com LC-MS (Figura 1A) de trabalhos anteriores (Soares,

Soares et al., 2020) (Tabela 1), obtendo-se o cromatograma apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Cromatograma obtido por HPLC do extrato de cha verde detetado a 280 nm. GC - galhocatequina; EGC —

epigalhocatequina; C — catequina; EGCG — epigalhocatequina galhato; B2g — dimero de procianidinas; EGCG3”Me —

epigalhocatequina-3-O-galhato; Q — quercetina; ECG — epicatequina galhato; K — kaempferol e ECG3”Me — epicatequina-

3-O-galhato.
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Tabela 1. Identificagdo dos compostos obtidos por LC-MS de extrato de cha verde. Adaptado de Soares, Soares et al.

(2020). Rt - tempo de retengéo.

N° RT (min) [M-H]"' m/z Composto

1 12,16 305 Galhocatequina (GC)

2 17,41 305 Epigalhocatequina (EGC)

3 27,08 289 Catequina (C)

4 28,24 457 Epigalhocatequina galhato (EGCG)

5 30,14 729 Procianidina dimérica B2 3-O-galhato (B2g)
6 36,05 470 Epigalhocatequina-3-O-galhato (EGCG3”Me)
7 37,58 301 Quercetina (Q)

8 40,34 441 Epicatequina galhato (ECG)

9 43,05 285 Kaempferol (K)

10 47,91 455 Epicatequina-3-O-galhato (ECG3”Me)

De acordo com o cromatograma obtido (Figura 7, Tabela 1), verifica-se que o
extrato de cha verde apresenta maior quantidade de epigalhocatequina galhato (EGCG,
pico 4), epicatequina galhato (ECG, pico 8) e catequina (C, pico 3), e outros compostos
fendlicos em menor quantidade (Tabela 1). Em resumo, este extrato mostrou-se rico em
composto de catequina e epicatequina esterificados com grupos galhoilo. A partir de 20
g de folhas de C. sinensis trituradas extrairam-se no total 1,790 g de extrato de cha

verde liofilizado.
4.1.2. Bréocolo

Para a extragdo de compostos fendlicos do brécolo realizou-se uma extragdo com
quatro ciclos de 80% metanol, com duragdo de 1h cada. O extrato obtido foi fracionado
por passagem por um cartucho de C18, sendo a separagao efetuada com base na
avaliagao visual de bandas de cores diferentes. Inicialmente obtiveram-se nove fragoes,
mas apos analise por HPLC verificou-se que apenas a fragdo 1 (F1) apresentava
compostos de interesse e as restantes fragcdes (F2 -F9) apresentavam o mesmo perfil
(Figura 8), optando-se por junta-las numa unica fracdo. Para melhor compreensao

optou-se por designar a fragéo 1 por extrato de brécolo.
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Figura 8. Cromatogramas obtidos por HPLC da fragéo 1 (A) e das fragdes 2 a 9 (B) do extrato de brécolo, no comprimento de
onda de 280 nm.

A partir de 70 g de brdcolo triturado extrairam-se no total 158,7 mg de extrato de
brécolo liofilizado, obtendo-se um rendimento de 0,23%. Para identificacdo dos
compostos extraidos foi realizada uma analise por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massa (LC-MS) (Figura 9), e os compostos identificados foram

registados na Tabela 2.
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Figura 9. Especto de massa de LC-MS do extrato de brécolo.

Tabela 2. Identificagdo dos compostos obtidos por LC-MS de extrato de brdcolo. A identificagéo foi feita com base em

literatura e/ou nos padrdes de fragmentacéo. Rt — tempo de retencéo.

N° | RT (min) [M-H] ' m/z MS/MS Composto

1 19,48 383,47; 465,03; 541,07 - N&o identificado

2 21,20 326,19 265,87; 134,33 N&o identificado

3 24,28 536,41; 547,39; 560,03 - N&o identificado

4 28,09 577,13 ) Apig;AeF:?ne-;i-rg-?r;Sc-)Ll:ethp?rii((jji/s,ide
5 28,71 547,19 - Sinapoly-gentiobiose

6 30,71 547,32; 359,45 - Nao identificado

7 32,15 299,38, 335,23, Gluco ra?w;(sl,s_ﬁ));( Jbenzoi
' 457,11; 598,88; 634,74 - opyranosyloxy)benzoic
acid/ Salicyloyl-glucose

Apigenin-7-O-rutinoside/

8 32,56 577,13 i Apigenin-7-O-neohesperidoside

9 34,07 590,1 - Nao identificado
516,82; 355,03; s o

10 34,44 577,26 205.22: 265,08: 193,30 Nao identificado

11 35,23 547,19 - Nao identificado

12 37.15 607,13 ) Kaempferol 3-glucoside-7-

glucoside
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Tabela 2 (cont.). Identificagéo dos compostos obtidos por LC-MS de extrato de brécolo. Todos os compostos apresentam

uma identificagéo presumida. Rt — tempo de retengao.

N° [ RT (min) [M-H]" m/z MS/MS Composto
853,09; 649,31; s o
13 37,93 505,41: 407,22: 263,12 - Nao identificado
846,63; 823,08; s o
14 41,16 787 36: 740,26 - Nao identificado
831,00; 807,18; 750,93; 709,27; s o
15 41,57 359,25: 179,03 608,87: 447 13 Nao identificado
16 42,68 830,60; 807,12; 771,39 - Nao identificado
17 43,77 861,00; 837,25 800,53; 698,07; 639,00 Nao identificado
18 44,05 359,25 - Nao identificado
Kaempferol 3-acyldiglucoside-7-
glucoside / Quercetin 3-O-
19 | 45,86 | 963,39; 606,93; 547,46 - (feruloyl)sophoroside-7-O-
glucoside / Kaempferol 3-O-
hydroxyferuloyldiglucoside-7-O-
glucoside
1257,38; 658,23; s o
20 46,74 628,69: 325,32 - Nao identificado
Kaempferol 3-diglucoside-7-
2 | 4z | 938269815 771.20,80960 | q i e T gcoside
’ 376,41; 178,96 429,33; 285,33 yiclg © -gu
Kaempferol 3-triglucoside-7-
glucoside
Kaempferol 3-
22 49,66 1139,16 - sinapoyltriglucoside-7-O-
glucoside
23 50,12 1046,68; 1023,40 - Nao identificado
1272,28; 980,69;
747,11; 711,12;
24 50,69 635.74: 528 10- - 1-O-feruloyl-B-D-glucose
414,80; 391,45; 355,59
1271,35; 1076,69;
25 50,80 665,54; 635,41; - Nao identificado
391,32; 355,39
. . 1301,29; 1250,53;
26 51,00 1331’15755 257’16’ 1136,77; 977,23; Nao identificado
’ 837,06; 811,31
27 51,23 977,23; 385,40; 179,03 - Nao identificado
977,36; 868,92;
830,53; 806,98; .
28 51,35 771.12: 42125 - 1-O-Sinapoyl-beta-D-glucose
385,53; 179,03
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Tabela 2 (cont.). Identificagéo dos compostos obtidos por LC-MS de extrato de brécolo. Todos os compostos apresentam

uma identificagéo presumida. Rt — tempo de retengao.

N° | RT (min) [M-H]"" m/z MS/MS Composto
29 51,56 743,38; 421,32; 385,46 - N&o identificado
992,86; 830,87; 807,38;
30 52,09 771,39; 496,43; 445,40; - Genkwanin 5-O-glucoside
179,03
Kaempferol-3-O-
31 52,50 982,95; 947,36; 179,03 785,2 feruloyldiglucoside-7-O-
glucoside
823,07; 801,07;
861,00; 837,59; 801,53; 697,00; 661,20; . i
32 53,41 773.45: 178.96 639.20: 534 87: Nao identificado
476,93; 315,13
33 54,56 551,38: 179,00 ) Ferullc.amd-rhamnosylglucose
with a 48 amu group
898,99; 844,11; 741,25; . -
34 57,05 382,20: 322,59 - Nao identificado
35 57,67 871,38; 179,16 - N&o identificado
1012,82; 891,01; . . o
36 58,86 855,48 178,96 693,09: 469,42 Nao identificado
1193,11; 1109,09; ) . o
37 59,09 885,49: 554,31 179,09 723,10; 499,44 Nao identificado
38 59,50 860,80; 825,48; 179,16 - Nao identificado
891,07; 885,48; 581,25; . -
39 60,75 179,03 - Nao identificado
Quercetin-3-O-p-coumaroyl-
1095,58; 668,87; sophorotrioside-7-O-glucoside /
40 61,89 645,12; 609,33; 364,37; 303,82 Kaempferol 3-O-
304,23; 179,29 caffeoyltriglucoside-7-O-
glucoside
1361,09; 1091,32;
41 62,77 1061,25; 947,42; 929,93; 705,13 Nao identificado
179,09
1477,12; 1091,12;
42 63,25 768,53; 739,32; 635,41; - Nao identificado
624,63
Kaempferol 3-
1345,26; 947,22; - . .
43 63,46 768.73: 702.13: 672,53 - d|S|napoyltrlglgc03|de-7-
glucoside
1061,32; 875,84; . o
44 63,77 635,47 - Nao identificado
704,80; 669,27; 394,31; . -
45 64,75 179,03 - Nao identificado
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Tabela 2 (cont.). Identificagéo dos compostos obtidos por LC-MS de extrato de brécolo. Todos os compostos apresentam

uma identificagéo presumida. Rt — tempo de retengao.

N° RT (min) [M-H]"" m/z MS/MS Composto
1047,28; 919,55;
46 65,32 737,73; 558,37; - N&o identificado
179,16
851,36; 789,35; . - .
47 67,17 753,69 178,96 529,04; 289,34 1,2-disinapoylgentiobiose
1446,98; 759,48; . . . .
48 68,04 723,69; 179,03 1205,13; 723,07 1-sinapoyl-2-feruloyldiglucoside
1125,38; Kaempferol-3-O-
49 68,68 1076,82; 385,46; - hydroxyferuloyldiglucose-7-O-
179,03 diglucose
1386,77;
50 68,79 1125,45; 729,54, 499,07; 259,33 1,2-diferuloylgentiobiose
693,55; 178,96
51 70,10 959,6 735,07; 511,33 1,2,2'-trisinapoylgentiobiose
52 70,85 929,39 704,97 1,2"disinapyl-2-
feruloylgentiobiose
53 71,34 899,52 705,07: 675,13 1-sinapoyl-2,2*
diferuloylgentiobiose
1494,61; 965,19;
54 71,72 929,33; 869,45; - N&o identificado
524,31
55 72,13 669,47; 394,58 - N&o identificado
790,55; 329,65; .
56 74,97 179,03 - Desulfoglucotropeolin

Apenas foi possivel a identificagao (presumida) de 23 compostos, por comparacao

com dados disponiveis na literatura. Para identificacdo dos restantes compostos seria

necessario melhorar as condicdes de analise de espetrometria de massa de modo a

obter padrdes de fragmentagao para todos os compostos e/ou a utilizagdo de padrdes

para comparacdo. Através das identificacbes da Tabela 2 é possivel verificar que o
extrato de brocolo é rico em flavonoides (4, 5, 8, 12, 19, 21, 22, 24, 28, 30, 31, 33, 40,

43, 47-53), nomeadamente flavonois como kaemferol e quercetina, e glucosinolatos (7

e 56). Na Figura 10 encontra-se apresentado o perfil de HPLC do extrato de brdcolo
obtido a 280 nm, 320 nm, 360 nm e 520 nm.
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Figura 10. Cromatogramas do extrato de brocolo na concentragéo de 1,0 g/L detetado a 280 nm (A), 320 nm (B), 360

nm (C) e 520 nm (D). A numeragéao corresponde a numeragéo atribuida aos compostos na Tabela 2 que foram possiveis

de identificar.

A identificagdo dos compostos nos diferentes comprimentos de onda na Figura 10
permitiu a identificacdo de compostos das familias dos acidos hicroxibenzéicos (280
nm), acidos hidroxicindmicos (320 nm), flavonas e flavonodis (360 nm). Além disso
também permitiu a obtencdo de picos com melhor resolugdo dentro dos diferentes

comprimentos de onda.

Para a identificagdo dos compostos obtidos na Figura 11 teve-se em conta o espectro
de massa obtido por LC-MS referido anteriormente (Figura 9). A numeracao
apresentada corresponde a numeracgao atribuida aos compostos na Tabela 2 que foram

possiveis identificar por este método.
4.1.3. Grainha

O extrato de grainha comercial foi analisado tendo em conta a identificagdo dos
compostos por LC-MS (Figura 2A) dos dados obtidos de Soares, Brandao et al. (2019)

(Tabela 3), cujo perfil cromatografico se encontra representado na Figura 11.
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Figura 11. Cromatograma de extrato de grainha de concentragédo 0,7 g/L detetado a 280 nm. B1 a B4 — dimeros de
procianidina; EEC — trimero de procianidina de epicatequina-epicatequina-catequina; EC — epicatequita; C1 — trimero de
procianidina C1.

Tabela 3. Identificagdo dos compostos obtidos por LC-MS de extrato de grainha. Adaptado de Soares, Brandao et al.

(2019). Rt - tempo de retencao.

N° RT (min) [M-H]"' m/z Composto

1 14,01 577 Procianidina dimétrica B1

2 23,60 865 Trl'mero'de proc.:ianidina dg epicatequina-
epicatequina-catequina (EEC)

3 26,99 577 Procianidina dimétrica B4

4 29,75 577 Procianidina dimétrica B2

5 35,30 289 Epicatequina (EC)

6 40,86 865 Trimero de procianidina C1

O extrato de grainha foi analisado por HPLC (Figura 11) sendo possivel identificar
polimeros de catequina e epicatequina como dimeros de procianidina (B1 a B4), trimero
de procianidina de epicatequina-epicatequina-catequina (EEC), epicatequina (EC) e
trimero de procianidina C1 (C1). O extrato utilizado é rico em procianidinas oligoméricas

e poliméricas, as quais sao visiveis no tipo de cromatografia utilizada.
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4.1.4. Acido tanico

Para identificagao dos compostos do acido tanico recorreu-se ao artigo de Guerreiro,
Brandao et al. (2021) (Figura 3A). O perfil de LC-MS encontra-se descrito na Tabela 4

Acido Galhico
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Figura 12. Cromatograma de acido tanico de concentragéo 0,8 g/L detetado a 280 nm.

Tabela 4. Identificagdo dos compostos obtidos por LC-MS de acido tanico. Adaptado de Guerreiro, Brandéo et al. (2021).

Rt - tempo de retengéo.

N° RT (min) [M-H]' m/z | Abundancia relativa (%) Composto

1 6,99 169 29,6 Acido galhico (AG)

2 9,71-11,02 321 24,2 Acido di-galhico (DIAG)

3 15,49-17,81 472 57 Acido tri-galhico (TriAG)

4 19,99 939 1,7 Pentagalhoil glucose (PGG)
5 22,39-24,63 1091 6,7 Hexagalhoil glucose (HxGG)
6 24,98-26,86 1243 12,0 Heptagalhoil glucose (HpGG)
7 27,48-30,43 1395 20,1 Octogalhoil glucose (OGG)

Na Figura 12 encontra-se apresentado o perfil de HPLC do acido tanico detetado

a 280 nm. Conseguiu-se identificar os acidos galhico, di-galhico e tri-galhico, e alguns

compostos galhoilados, penta-, hexa-, hepta- e octagalhoil glucose.
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4.2. Caracterizagao de compostos galhoilados obtidos por hemi-

sintese

Numa primeira fase, foi pretendido sintetizar PGG, um tanino hidrolisavel modelo,
conhecido pela sua interagdo com as proteinas salivares e também como adstringente.
A PGG foi sintetizada através da metandlise do acido tanico em solugdo tampéo com
70% de metanol, a 65°C e durante 15h, seguindo o método de Chen e Hagerman (2004)

como ja referido. O mecanismo da reacao esta apresentado na Figura 13.

A formacao de PGG foi seguida por HPLC. A sua formacgao foi seguida por analise
da razao entre as areas dos picos na amostra inicial e na amostra reacional. As diversas
etapas de lavagens descritas na seccao “Material e métodos” foram também analisadas
e observou-se que servem para remog¢ao de subprodutos da reacao e obtencédo de PGG

pura (Figura 14).
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Figura 13. Metandlise do acido tanico dando origem a PGG e metil galhato. Adaptado de Chen e Hagerman (2004).
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Figura 14. Cromatograma obtido por HPLC da reagéo de hemi-sintese de PGG de 15h ap6s liofilizagéo e diluida em

5% de dimetilsulféxido.

Com o intuito de obtengao de outros compostos com diferente numero de grupos
galhoilo, testaram-se diferentes condigbes de reagdo: tempo (3h e 7h), temperatura
(45°C e 85°C) e percentagem de metanol (50% e 100%) como se encontra descrito na
Tabela 5.

Tabela 5. Registo das alteragdes efetuadas no método de Chen e Hagerman (2004) para hemisintese de PGG e
resultados obtidos.

Tempo (h) | Temperatura (°C) | % Metanol Resultado
Condigao 1 3 65 70 N&o formou precipitado
Condigéo 2 7 65 70 Formou precipitado
Condigéo 3 7 45 70 N&o formou precipitado
Condigao 4 7 85 70 Formou precipitado
Condigéao 5 7 65 50 Formou precipitado
Condigéo 6 7 65 100 N&o formou precipitado
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Apos a realizagao de todas as condigdes descritas na Tabela 5, verificou-se que
apenas as condicoes 1, 3 e 6 ndo formaram precipitado, mas os seus respetivos

cromatogramas apresentavam um pico bem distinto para a PGG (pico 2, Figura 15).
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Figura 15. Cromatogramas obtidos por HPLC das solugdes 1, 3 e 6 respetivamente. Sendo que o pico 1 corresponde a

compostos menos galhoildados, o pico 2 corresponde a PGG e o pico 3 corresponde a compostos mais galhoilados.

As restantes condicoes realizadas (Tabela 5, condicbes 2, 4 e 5) resultaram num
precipitado que foi recuperado por centrifugacdo e liofilizado, cuja analise de
cromatogramas mostra que, assim como acontece com a reagdo de 15h, apds as

lavagens obtém-se apenas PGG.

Comparando as areas dos picos de todos dos cromatogramas obtidos por HPLC,
verifica-se que a razdo entre a area do pico da PGG e a area dos compostos menos
galhoilados de todas as reagbes € maior que 1 (Tabela 6), mostrando que a PGG
apresenta maior concentragao relativa. Por outro lado, a razdo entre a area do pico da
PGG e a area dos compostos mais galhoilados € menor que 1 (Tabela 6), mostrando
que a PGG se apresenta em menor concentragao relativa. A condi¢cao 5 € a Unica que
apresenta razao entre a area do pico da PGG e a area dos compostos mais galhoilados
maior que 1, ou seja, a PGG apresenta-se em maior concentragao relativa. Por lapso,
nao foi retirada aliquota da condicédo 4 apds adigdo de agua e evaporagao de acetato

de etilo.
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Tabela 6. Registo das areas das diferentes solugbes e razéo entre elas.

Area de picos Razao entre areas
Menos . . PGG/menos PGG/mais
galhoilados PGG Mais galhoilados gallhoilados galhoilados

Condigéo 1 9328137 12913823 72118953 1,38 0,18
Condigao 2 5550315 13445955 32834424 2,42 0,41
Condigao 3 11571683 21715426 140962436 1,88 0,15
Condigéo 4 - - - - -

Condigéo 5 3804232 12685132 12017646 3,33 1,06
Condigao 6 4094821 9726217 65738458 2,38 0,15

Deste modo, podemos observar que as condicdes em que a formacado de
compostos de maior e menor niumero de grupos galhoilo mais favorecida sao as
condicdes 1 e 3. No entanto, mesmo nestas condi¢oes podemos afirmar que apesar do
objetivo desta parte do trabalho ter sido a obtengdo de compostos com maior € menor
numero de grupos galhoilo, estas reagbes sao seletivas para a obtengdo de PGG como
podemos verificar através na Figura 15 em que o pico da PGG é dominante em relagao

aos restantes picos.

4.3. Extracao de polissacarideos da casca da banana

Os polissacarideos extraidos da casca da banana foram obtidos seguindo o método
de Nunes, Saraiva et al. (2008) como ja referido. Apés liofilizagao de todos os extratos
obtidos, foram calculados os rendimentos de cada fragao tendo em conta o peso de AIR
inicial (24,2 g) e o peso de cada extracdo. Os resultados encontram-se descritos na
Tabela 7. As fracbes de imizadole 16h e 2h foram as Unicas que se juntaram numa unica

solucdo. Para melhor compreensao optou-se por designar esta solugao por imidazole.

Tabela 7. Pesos e rendimentos de cada fragao de polissacarideos obtida.

’Fragéo Peso apos liofilizagao (mg) Rendimento (%)

Agua 16h 1119 4,62

Imidazole 201 0,83
Carbonato de sédio 16h 334 1,38
Carbonato de sédio 2h 88 0,36

A extracao mais eficiente corresponde a fragao da agua 16h, seguida pela fracdo de

carbonato de sddio 16h e imidazole. A extragao em que se obteve menor rendimento foi

com a fragao de carbonato de sddio 2h.
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Para obtencdo de maior quantidade destes polissacarideos foi realizada uma nova
extragdo em que se utilizou a mesma massa inicial de casca de banana. Obteve-se uma
diferencga pouco significativa de AIR (24,6 g), e rendimentos (Tabela 8) muito préoximos

aos anteriores (Tabela 7).

Tabela 8. Novos pesos e rendimentos de cada fragdo de polissacarideos obtida por uma segunda extragéo.

Fragao Peso apés liofilizagao (mg) Rendimento (%)
Agua 16h 1284 5,22
Imidazole 268 1,09

Na2COs 16h 511 2,08
Na2COs 2h 36 0,15

Apenas se verificou uma descida do rendimento na fragdo obtida por carbonato de
sodio 2h por possiveis perdas durante o processo de evaporacéao e didlise.
Estdo em curso trabalhos de caracterizagao dos polissacarideos presentes em cada

fracdo, em colaboragdo com a Universidade de Aveiro.

4.4. Interacdo de compostos fendlicos, proteinas salivares e

polissacarideos

De forma a se observar o efeito dos taninos na interagdo com a saliva humana, foi
necessario efetuar a analise e identificagéo das proteinas correspondentes ao perfil de
HPLC da saliva humana. A saliva humana foi tratada com TFA apods a recolha. Este
tratamento acido leva a precipitacido de varias proteinas salivares de alto peso molecular,
contribui para a diminuicdo da viscosidade e preserva a composi¢ao de proteinas de
baixo peso molecular da amostra, visto que o TFA inibe parcialmente a atividade da
proteases intrinsecas (Castagnola, Congiu et al., 2001; Messana, Cabras et al., 2004).
Este tratamento previne varios problemas como a degeneragdo da coluna e baixa
reprodutibilidade no HPLC que podem estar relacionados com a quantidade de mucinas
e outras glicoproteinas de alto peso molecular presentes na saliva (Soares, Vitorino et
al., 2011).

Estas interagbes foram realizadas com uma pool de saliva recolhida numa unica

recolha, a qual apresentava apds o tratamento com TFA as seguintes caracteristicas
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quimicas: pH 2.70, forga iénica de 4,90 mS/cm e um doseamento de proteina total de
811 ug/mL.

4.4.1. Determinagao da concentragcdo de compostos fendlicos a

utilizar

Foram realizados estudos preliminares entre os compostos fendlicos do extrato de
brécolo, extrato de cha verde, extrato de grainha e o acido tanico para determinagéo da
concentragcao de composto fendlico a utilizar. Os sobrenadantes destas interagdes, ou
seja, as proteinas salivares que nao precipitaram com os compostos fendlicos foram
analisadas por eletroforese SDS-PAGE (Figura 16). Para cada interagao apresentada
foram realizadas duas réplicas. As concentragbes utilizadas para este estudo sao
representativas dos alimentos pois os compostos fendlicos encontram-se normalmente
dentro destas gamas de concentragdes aquando da ingestdo do alimento. Algumas
proteinas foram identificadas através dos dados relatados por Gibbins, Yakubov, Proctor,
Wilson e Carpenter (2014). A estaterina apresenta um peso molecular de 6 kDa, nao

podendo ser comparada com este padrao de pesos moleculares.

Peso Ext. Brocolo Ext. Cha Verde Ext. Grainha Ac. Tanico
molecular 1 L 1
kDa
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Figura 16. SDS-PAGE da interagéo de diferentes concentragbes de extrato de brécolo (1-4), extrato de cha verde

(5-8), extrato de grainha (9-12) e acido tanico (13-16) com saliva. Sc corresponde a saliva controlo.

As primeiras 4 lanes (1-4) referem-se a interacdo de concentragbes crescentes do
extrato de brocolo com saliva, sendo as concentragdes finais de 0,125; 0,25; 0,5 e 1,0

g/L, respetivamente. Como se pode observar existe uma diminuigdo mais acentuada da
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intensidade das bandas correspondentes as cistatinas na lane 4 que corresponde a
concentragao de 1,0 g/L de extrato de brécolo. Isto indica que ocorreu maior precipitagao
de proteinas a esta concentracao de extrato de brécolo, devido a formagao de complexos
insoluveis com os compostos fendlicos que foram removidos por centrifugacéo. A Figura
16 demonstra que interacado do extrato de brdcolo indica ser seletiva para as proteinas

de baixo peso molecular, nomeadamente das de 10 kDa (cistatinas).

As lanes 5 a 8 correspondem a interacdo do extrato de cha verde com saliva, nas
concentragdes de 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 g/L, respetivamente. Verifica-se que na
concentragao mais baixa de 0,4 g/L (lane 5) ha precipitagdo de grande parte das
proteinas salivares presentes na saliva controlo (/lane sc) devido a diminuicdo da
intensidade das bandas, sendo que a interacéo € cada vez mais evidente com o aumento
da concentracdo. Ao contrario do que se observou na interagcdo com extrato de brécolo,
o extrato de cha verde ndo apresenta especificidade, afetando todas as proteinas

salivares.

As lanes 9 a 12 correspondem a interagdo do extrato de grainha com saliva nas
concentracgoes de 0,1; 0,3; 0,5 e 0,7 g/L, respetivamente. Na concentracao de 0,3 g/L
(lane 10) ja se verifica uma precipitacdo acentuada de proteinas salivares, sendo esta
ainda maior nas concentragdes de 0,5 e 0,7 g/L. Este extrato mostrou ser seletivo para
as proteinas de 10 kDa (cistatinas), 20-25 kDa (PRPs) e 50 kDa (a-amilases).

As ultimas lanes (13-16) correspondem a interagao da saliva com o acido tanico nas
concentragdes de 0,1; 0,3; 0,5 e 0,8 g/L, respetivamente. Na concentragao de 0,1 g/L
verifica-se precipitagdo das proteinas salivares, sendo que nas seguintes concentragdes
essa precipitacdo é mais acentuada levando a deplegao praticamente total de todas as
proteinas salivares. Este composto foi 0 que demostrou maior precipitagéo das proteinas

salivares.

Assim, tendo em conta os resultados obtidos foram escolhidas as concentragcbes que
precipitassem cerca de 70% das proteinas salivares (1,0 g/L de extrato de brdcolo; 0,4
g/L de extrato de cha verde; 0,5 g/L de extrato de grainha e 0,1 g/L de acido tanico) para
testar a influéncia dos polissacarideos da casca da banana na interagao das proteinas
salivares-compostos fendlicos. Foram escolhidas estas concentragbes, visto que
quantidades demasiado baixas de compostos fendlicos nao iriam levar a precipitagdes

significativas das proteinas salivares (Soares, Mateus, & de Freitas, 2012a).. Assim,
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tendo em conta os niveis de precipitagdo apresentados, pode-se dizer que estes

extratos/compostos podem contribuir para a percecao da adstringéncia.

Verificando o efeito das estruturas dos compostos fendlicos estudados neste trabalho
na precipitacdo das diferentes familias de proteinas salivares, concluisse que o extrato
de brécolo e o extrato de grainha apresentam seletividade para certas familias de

proteinas.

4.4.2. Efeito dos polissacarideos na interagcao proteinas

salivares-compostos fendlicos

Tendo em conta as concentragdes escolhidas, testou-se a influéncia dos
polissacarideos extraidos da casca da banana com agua 16h, imidazole, carbonato de
sédio 16h e carbonato de sodio 2h. Os polissacarideos foram estudados nas
concentragoes finais de 1,0 g/L, 2,0 g/L e 3,0 g/L. A Figura 17 apresenta os resultados
das interagbes entre saliva e compostos fendlicos (extrato de grainha, acido tanico e
extrato de cha verde, extrato de brdcolo) sem a presencga de polissacarideos (lanes Ext.
G, AT, Ext. CV e Ext. B, respetivamente) e na presenga de concentragdes crescentes de
polissacarideos extraidos com agua 16h (lanes1—-3,7 -9, 13—-15¢e 19-21) e imidazole
(lanes 4 -6,10-12, 16 — 18 e 22 - 24).
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Figura 17. SDS-PAGE da interagao de saliva com extrato de grainha (1-6), acido tanico (7-12), extrato de cha verde (13-
18) e extrato de brécolo (19-24) na auséncia e presenca de polissacarideos extraidos com agua 16h e imidazole. Sc
corresponde a saliva controlo, Ext. G é a interagdo de saliva com extrato de grainha de concentragdo 0,5 g/L, AT é a
interacao de saliva com &acido tanico de concentragéo 0,1 g/L, Ext. CV é a interagéo de saliva com extrato de cha verde

de concentracdo 0,4 g/L e Ext. B é a interagao de saliva com extrato de brocolo de concentragao 1,0 g/L.

Assim, comparando as interagdes entre saliva e compostos fendlicos sem a presenca
de polissacarideos e na presenca de polissacarideos, verifica-se de uma forma geral que
estes polissacarideos impedem a precipitagdo das proteinas salivares. Esta inibicdo da
precipitacdo € mais acentuada nas interagdes com o acido tanico e extrato de cha verde,
extratos ricos em compostos com grupos galhoil, e para os polissacarideos isolados com
imidazole. Para além disso, é também notério um efeito mais evidente nas proteinas de

baixo peso molecular, nomeadamente cistatinas e PRPs.

Por outro lado, a presenca de polissacarideos extraidos com imidazole presentes nas
lanes 4 —-5,10-12, 16 — 18 e 22 — 24 (Figura 17), para além de inibir a precipitacao de
proteinas de baixo peso molecular (cistatinas e PRPs), proporciona também a inibicao
da precipitagdo de proteinas de peso molecular entre os 75 kDa e 25 kDa (zona das a-

amilases). No extrato de brécolo apenas se verifica redugdo da precipitagdo nas
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proteinas de baixo peso molecular (cistatinas e PRPs), em que é visivel um aumento da

intensidade das bandas em comparagédo com a /ane Ext. B.

A Figura 18 apresenta os resultados das interagbes entre saliva e compostos
fendlicos (extrato de grainha, acido tanico e extrato de cha verde, extrato de brdcolo)
sem a presenca de polissacarideos (lanes Ext. G, AT, Ext. CV e Ext. B, respetivamente)
€ na presenga de concentragdes crescentes de polissacarideos extraidos com carbonato
de sodio 16h (lanes 1 —-3,7 -9,13 - 15 e 19 - 21) e carbonato de sédio 2h (lanes 4 — 6,
10-12,16 —18 e 22 - 24).
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Figura 18. SDS-PAGE da interagdo de polissacarideos extraidos com carbonato de sédio 16h e 2h com extrato de
grainha (1-6), acido tanico (7-12), extrato de cha verde (13-18) e extrato de brécolo (19-24) e saliva. Sc corresponde a
saliva controlo, Ext. G é a interagéo de saliva com extrato de grainha de concentragéo 0,5 g/L, AT é a interag&o de saliva
com &cido tanico de concentragéo 0,1 g/L, Ext. CV é a interagéo de saliva com extrato de cha verde de concentragéo 0,4

g/L e Ext. B é a interagdo de saliva com extrato de brécolo de concentracédo 1,0 g/L.

Através da comparagao das lanes com e sem a presenca de polissacarideos,
verifica-se uma diminuicado da intensidade das bandas pelo que ocorreu um aumento da
precipitacdo de proteinas salivares na presenca de polissacarideos extraidos com

carbonato de sédio 16h (lanes 1-3, 7-9, 16-18 e 22-23), principalmente na interagdo com
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acido tanico e com polissacarideos extraidos com carbonato de sddio 2h (lanes 4 — 5,
10 — 12, 16 — 18 e 22 — 24). E bastante evidente o efeito de recuperacio nas proteinas
de baixo peso molecular (cistatinas), mas também na zona do 25 kDa (PRPs) para o
extrato de grainha e de cha verde com a fragdo de carbonato de sddio 16h. Seriam
necessarios mais estudos para verificar quais polissacarideos estdo presentes nestas
fracbes e como estes interagem com as proteinas salivares, de forma a perceber este

aumento de precipitacao proteica na presenca de polissacarideos.

Em resumo, comparando a eficacia dos polissacarideos, verifica-se que as fragbes
extraidas com agua 16h e imidazole sdo mais eficientes no impedimento da interagao
dos compostos fendlicos com as proteinas salivares, visto que se observa uma
recuperacao de proteinas mais evidente. Comparando estes polissacarideos observa-se
que parece existir uma seletividade dos polissacarideos extraidos com agua 16h para
inhibir a precipitagéo de cistatinas, enquanto a fragdo de imidazole é mais eficiente na

inhibigdo de precipitagdo das PRPs.
4.4.3. Efeito dos polissacarideos na interacao das proteinas
salivares com uma matriz alimentar
Além da interagao com o extrato de cha verde, também foi testada a influéncia dos
polissacarideos extraidos com agua 16h e imidazole na matriz da infusdo do cha verde.

Foram efetuados testes com diferentes tempos de incubacéo, 2, 5 e 10 min e analisados

por SDS-PAGE. Os resultados encontram-se registados na Figura 19.
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Figura 19. SDS-PAGE da interagéo de polissacarideos extraidos com agua 16h e imidazole com infuséo de cha verde

com diferentes tempos de incubagéo (2, 5 e 10 min) e saliva. Sc corresponde a saliva controlo.



FCUP | 49

Estudo do efeito de polissacarideos na interagao entre proteinas salivares e polifendis: relagao entre
atividade-estrutura

Analisando a Figura 19 verifica-se que ocorre precipitagdo de proteinas salivares
independentemente do tempo de incubacdo da saqueta de cha verde, visto que se
observa uma diminuigdo gradual das bandas aos 2 min, 5 min e 10 min. Quando
dissolvidos na infusdo os polissacarideos obtidos com agua 16h e imidazole e
posteriormente colocados a interagir com saliva, verificou-se a inibicdo da precipitacéo
das proteinas de baixo peso molecular (cistatinas e PRPs), sendo mais evidente o efeito

na presenca de polissacarideos extraidos com imidazole.

Comparando o efeito destes polissacarideos na infusdo e no extrato de cha verde,
nota-se que na presenga da fragao da agua 16h as proteinas que séo recuperadas sao
as cistatinas em ambos aos casos. Ja a fragdo de imidazole, é mais seletiva para as
PRPs mas demostra ser mais eficiente na interagdo com extrato de cha verde, onde se
verifica maior intensidade das bandas na presenga destes do que nos polissacarideos

extraidos com agua 16h.

4.5. Proteinas salivares que interagiram com os compostos
fendlicos

4.5.1. Identificagdo de proteinas salivares

O cromatograma da saliva controlo e a identificacdo das diferentes familias de

proteinas salivares encontram-se apresentado na Figura 20.
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Figura 20. Cromatograma de controlo de saliva humana detetado a 214 nm, com identificacdo das principais familias de

proteinas salivares.
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A identificagdo das principais familias das proteinas salivares foi baseada em
estudos anteriores por Soares, Vitorino et al. (2011). O perfil tipico da saliva humana é
dividido em PRPs, que engloba bPRPs, gPRPs e aPRPs, estaterina (Est), péptido P-B
(P-B) e cistatinas (Cis) (Soares, Vitorino et al., 2011).

4.5.2. Identificacdo das familias de proteinas salivares

precipitadas pela interagcao com os extratos

Com a observacao de diminuigdo de proteinas salivares por SDS-PAGE apés a
interacdo de saliva humana com os extratos em estudo, recorreu-se também a uma
analise por HPLC dos sobrenadante, com o objetivo de quantificar a interagcao das
diferentes familias de proteinas salivares que interagiram com os compostos fendélicos.
Para determinar a quantidade de proteina precipitada foi subtraida a quantidade de
proteina que permaneceu em solugdo a condicdo controlo (saliva controlo), que
apresenta a quantidade maxima de proteinas na saliva utilizada neste estudo. A Figura
21 apresenta a concentracao total de proteina que interagiu para concentragdes

crescentes de cada extrato.
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Figura 21. Representagéo grafica da concentragédo de proteinas salivares que interagiram com extrato de brécolo, extrato
de cha verde, extrato de grainha e acido tanico em concentragdes crescentes. Os dados foram normalizados para a
concentragéo do controlo. Os dados apresentados correspondem a média de trés réplicas independentes e as barras

de erros indicam SEM. Letras iguais identificam grupos homogéneos.
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Observando a Figura 21 verifica-se que o extrato de brocolo e o extrato de grainha
precipitam a mesma concentragao de proteina total, sendo que 0 mesmo acontece para
o extrato de cha verde e o acido tanico. O mesmo nao se verifica por SDS-PAGE, em
que, para as proteinas de baixo peso molecular, o extrato de grainha apresenta maior
precipitacdo que o extrato de brécolo e o acido tanico apresenta maior efeito do que o
extrato de cha verde apesar de estarem formados principalmente por taninos
galhoilados. Tendo em conta a concentragdo mais alta dos extratos, constata-se que
nao existem diferengas estatisticamente significativas entre o extrato de brécolo e o
extrato de grainha, e o extrato de cha verde e o acido tanico. Assim podemos concluir
que estes dois ultimos extratos fendlicos apresentaram maior indugéo de precipitacao

de proteinas salivares totais.

Também foi avaliada a influéncia da concentragdo de extratos fendlicos nas
diferentes familias de proteinas salivares (Figura 22).
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Figura 22. Percentagem de area dos picos obtidos por HPLC das diferentes familias de proteinas salivares que

interagiram com extrato de brocolo, de cha verde e de grainha e com acido tanico nas diferentes concentragbes. Os

dados obtidos foram normalizados para a percentagem da saliva controlo. Os dados apresentados correspondem a

média de trés réplicas independentes e as barras de erros indicam SEM. Letras iguais identificam grupos homogéneos.
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Referente a interagédo de saliva com extrato de brocolo (Figura 22), verifica-se que
as aPRPs sao as proteinas que mais interagiram com os compostos fendlicos,
precipitando 76% de proteina na concentracédo mais alta (1,0 g/L). Nestas proteinas o
efeito da concentracédo é significativo, podendo-se afirmar que com o aumento da
concentracao, aumenta a percentagem de proteina precipitada. Por outro lado, a
estaterina e o péptido P-B foram as familias de proteinas salivares que menos
precipitaram, sem se observar o efeito da concentragao, exceto na estaterina, em que

existiu um aumento significativo da precipitagdo na concentragéo de 0,5 g/L.

Em relagéo a interagédo da saliva com extrato de cha verde (Figura 22), observa-se
que a estaterina e o péptido P-B foram as familias de proteinas mais afetadas,
precipitando 100% e 86% respetivamente para a concentragao mais alta (1,0 g/L), e nao
se verificou diferengas significativas com o aumento da concentragdo. Dentro da familia
das PRPs, as aPRPs foram as proteinas mais precipitadas, sendo significativamente
diferentes das bPRPs e gPRPs. Estas duas ultimas s&o iguais do ponto de vista
estatistico em todas as concentragbes exceto na concentragao de 0,8 g/L. Por fim, na
concentracao de 1,0 g/L verifica-se que as aPRPs, péptido P-B e cistatinas atingiram

niveis estatisticamente similares.

Assim como se verificou na interacdo do extrato de cha verde, o extrato de grainha
(Figura 22) afetou mais a estaterina e o péptido P-B, precipitando 98% e 99%
respetivamente para concentragdo mais alta (0,7 g/L), sem existir um efeito da
concentracao exceto para a concentracao de 0,1 g/L do péptido P-B. Na familia das
PRPs, as aPRPs foram as mais afetadas, atingindo niveis semelhantes da estaterina e
do péptido P-B na concentragdo mais alta. Por outro lado, as bPRPs e as gPRPs
apresentaram igualdade significativa entre elas em todas das concentragdes, mas

diferiram ambas das aPRPs.

Por fim, analisando a interagéo do acido tanico ao nivel da precipitagdo de proteinas
salivares (Figura 22), observa-se que, assim como nas intera¢cdes com extratos de cha
verde e de grainha, as estaterina e o péptido P-B foram as familias de proteinas que
mais interagiram, precipitando 100% e 95,5% respetivamente para a concentragao mais
alta (0,8 g/L). As diferengas de precipitagdo foram anuladas com o aumento da
concentracao em ambas estas duas proteinas, com exce¢do da concentracao de 0,1
g/L no péptido P-B, em que observa um aumento significativo da percentagem de
proteina precipitada. Na familia das PRPs, assim como relatado anteriormente, as

aPRPs foram as proteinas mais afetadas, apesar de na concentracdo de 0,8 g/L
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apresentarem niveis similares com as restantes PRPs, assim como com a estaterina e
o péptido P-B. Ainda de verifica uma similaridade entre as bPRPs, aPRPs e cistatinas

também na concentragcdo mais alta.

Comparando estas interagdes, observa-se que, em relacdo aos outros extratos, o
extrato de brécolo é o que apresenta menor precipitagao de proteinas salivares. Como
ja referido anteriormente, este extrato é rico em flavondis, que demonstra ser menos
reativo com a proteinas salivares, mas apresenta maior influéncia nas PRPs do que nas
restantes familias ao contrario do que se observou em SDS-PAGE, cuja familia mais
afetada é a das cistatinas. O acido tanico, o extrato de grainha e o extrato de cha verde
apresentam padrdes de precipitagao similares para as familias das aPRPs, estaterina e
péptido P-B, o que indica que os flavan-3-6is e moléculas com grupos galhoilo interagem
mais com proteinas salivares. Além disso, ainda de verifica que na familia das PRPs,

as aPRPs foram as mais afetadas em todos os extratos/composto.
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Figura 23. Percentagem de area dos picos obtidos por HPLC das diferentes familias de proteinas salivares que
interagiram com infus&o de cha verde com tempos de incubacéo de 2, 5 e 10 min. Os dados obtidos foram normalizados
para a percentagem da saliva controlo. Os dados apresentados correspondem a média de trés réplicas independentes e

as barras de erros indicam SEM. Letras iguais identificam grupos homogéneos.

Na interagdo da infusdo de cha verde (Figura 23) observa-se que as familias da
estaterina e péptido P-B foram as mais precipitaram (86%) no tempo de incubagao mais
alto (10 min). Da familia das PRPs observou-se que, ao contrario do que esta
representado nas interagdes anteriores, as bPRPs sdo as mais precipitadas. Por outro
lado, as gPRPs e aPRPs apresentam niveis similares para 2 e 5 min. Por fim constata-
se que as bPRPs, aPRPs e cistatinas, aos 10 min atingem niveis estatisticamente

similares. As infusbes de cha tém por base a extragcao de varios compostos de folhas
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trituradas através da utilizacdo de agua quente. Assim, o aumento do tempo de

incubacao significa uma maior extracdo desses compostos.

Comparando esta interagdo com o extrato de cha verde, rico em compostos fendlicos,
verifica-se, para a concentracdo mais alta, que existe maior precipitacao de proteinas
salivares no extrato. A estaterina e o péptido P-B sdo as familias mais afetadas em
ambos os casos, mas existe uma diminuicdo da precipitagdo das gPRPs e aPRPs, ndo

sendo estas as PRPs mais afetadas.

Por fim, comparando estes resultados obtidos por HPLC das diferentes familias de
proteinas salivares, com os resultados obtidos por SDS-PAGE, verifica-se que aquilo

que foi observado previamente em gel é concordante com os perfis de HPLC.

4.6. Compostos fendlicos que interagiram com as proteinas

salivares

Os sobrenadantes resultantes apds remocgao dos agregados insoluveis, estudado
anteriormente, foram analisados por HPLC para quantificar também os compostos
fendlicos que precipitaram com as proteinas salivares. Assim como descrito
anteriormente, a quantidade nao precipitada foi subtraida ao respetivo controlo de cada
fracdo para determinacao da quantidade precipitada de composto fendlico. Na Figura
27 estao representadas as percentagens de cada composto fendlico de cada extrato
estudado, que foram precipitadas apds interagdo com saliva humana. Os valores foram
normalizados para as concentragdes iniciais de cada composto nas diferentes

concentragoes de extrato.
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Figura 24. Percentagem de area dos picos obtidos por HPLC dos diferentes compostos fendlicos precipitados de extrato
de brocolo, de cha verde e de grainha e acido tanico apos interagdo com saliva humana, nas diferentes concentragdes.
Os dados obtidos foram normalizados para a percentagem inicial de cada concentragdo. Os dados apresentados
correspondem a média de trés réplicas independentes e as barras de erros indicam SEM. Letras iguais identificam grupos

nao-significativamente diferentes (p<0.5).

No extrato de brécolo (Figura 24), apenas se analisou os dados referentes as
interagdes com concentragdes de 0,5 e 1,0 g/L pois nas concentragbes mais baixas as
quantidades precipitadas de compostos fendlicos estavam foram do limite de detecao
do equipamento utilizado para esta parte do estudo. Além disso, s6 foram analisados os

picos do cromatograma (Figura 10) que apresentaram diferengas com os controlos.

Assim, verifica-se que no extrato de brécolo, o composto que mais precipitou foi o 21
(Tabela 2), que corresponde presumidamente a Kaempferol 3-diglucoside-7-
diglucoside, Kaempferol 3-caffeoyldiglucoside 7-glucoside ou Kaempferol 3-triglucoside-
7-glucoside, atingindo o seu maximo (17%) na concentragéo 1,0 g/L. Este composto néo
apresenta diferengas significativas entre as duas concentragbes. De todos os
compostos analisados apenas o 21 e o 37 demonstram diferengas significativas na
concentragao de 1,0 g/L. Na interagdo do extrato de brécolo com a saliva humana, a

precipitacdo de proteinas salivares era menor em relagdo aos outros extratos, mas
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significativa, o que demonstra que para atingir aquela precipitagdo de proteinas

salivares sdo necessarias quantidades residuais de compostos fendlicos do brécolo.

No extrato de cha verde (Figura 24), o B2g, EGCG e ECG foram os compostos
fendlicos que mais precipitaram as proteinas salivares, atingindo o seu maximo na
concentracao de 0,8 g/L (50%), 0,4 g/L (44%) e 0,4 g/L (46%) respetivamente. Nas
concentragdes de 0,4 e 0,6 g/L verifica-se que estes trés compostos ndo apresentam
diferencgas significativas entre eles, atingindo valores de precipitagao similares nestas
concentragdes. Por outro lado, os compostos galhocatequina (GC), epigalhocatequina
(EGC) e catequina (C) apresentam valores estatisticamente similares para todas as

concentragoes.

Os compostos EGCG e ECG séao taninos condensados que diferem entre si pela
adicao de um grupo metil (-OH) na EGCG. Ambos séo formados por uma unidade de (-
)-epicatequina ligada a um grupo galhoilo. Estes dois compostos apresentam
similaridade entre si nas diferentes concentragdes, o que esta de acordo com estudos
anteriores por Charlton, Baxter et al. (2002), que reportaram que a afinidade de ligacao

dos compostos EGCG e ECG eram aproximadamente iguais.

No extrato de grainha (Figura 25), o composto fendlico que mais interagiu com a
saliva humana foi a procianidina dimérica B4, atingindo a percentagem maxima na
concentracao de 0,1 g/L (34%). A procianidina dimérica B1 ndo apresentou diferengas
com o controlo evidenciado n&o ter interacdo com as proteinas salivares em todas as
concentragdes de extrato de grainha. Os restantes compostos, procianidina trimérica de
epicatequina-epicatequina-catequina (EEC), procianidina dimérica B2, epicatequina
(EC) e procianidinas trimérica C1, nao apresentam diferengas significativas entre
concentracdes. Para concentragbes mais altas de extrato (0,5 e 0,7 g/L) a procianidina

dimérica B4 atinge niveis de precipitacao similares com os restantes compostos.

de Freitas e Mateus (2001) observaram que o grau de interacdo dos compostos
fendlicos com as proteinas salivares aumenta com grau de polimerizagao, ou seja, estes
autores reportaram que a interagdo era maior para a procianidina trimérica C1 do que
para as procianidinas diméricas e monoméricas. O mesmo n&o se verificou neste
estudo, sendo que o composto que mais interagiu foi o dimero B4. Estes resultados
salientam a importancia dos estudos em que os compostos fendlicos se encontram
simultaneamente presentes, como neste estudo, € mais proximo de uma matriz

alimentar, em detrimento dos estudos efetuados com compostos puros e isolados.
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No acido tanico (Figura 24), os compostos mais precipitados foram os que possuem
maior numero de grupos galhoilo, penta-, hexa-, hepta- e octagalhoil glucose, atingindo
o maximo de precipitagdo na concentracdo de 0,8 g/L (96%, 97%, 97% e 98%
respetivamente). Estes compostos nao apresentam diferencas significativas entre si em
qualquer umas das concentragdes. Por outro lado, o acido galhico nao interagiu nas
concentracoes de 0,3; 0,5 e 0,8 g/L assim como o acido di-galhico nao interagiu na
concentracao de 0,8 g/L. Estes dois ultimos apresentam valores estatisticamente

similares entre eles.

J. R. Bacon e M. J. C. Rhodes (2000) reportaram que compostos fendlicos maiores
€ mais complexos apresentam maior interagdo com as proteinas salivares visto que tém
a possibilidade de formar multiplas ligagdes com proteinas adjacentes, enquanto que
compostos fendlicos mais simples, como é o caso dos acidos galhico, di-galhico e tri-
galhico, apenas podem se ligar a uma unica proteina. Também como foi referido pelos
mesmos autores, as moléculas de glucose galhoiladas, como € o caso do penta-, hexa-
, hepta- e octagalhoil glucose, apresentam ter um limite maximo de relagao entre o nivel
de galhoilacdo e a afinidade com as proteinas salivares, sendo que acima de cinco
grupos galhoilo ndo se apresenta efeito adicional. Isto esta de acordo com os resultados

obtidos.

Em resumo, através desta analise verificou-se que os compostos que continham (-)-
epicatequina e (+)-catequina (EGCG, ECG e B4) formam os que interagiram mais com
as proteinas salivares. Os flavonodis apresentam menor interacdo, como se pode
verificar nos compostos do extrato de brécolo (21) e de cha verde (K e Q), sendo que
em ambos os extratos estes se comportam de forma parecida. Por fim, a presenca de
grupos galhoilo mostrou ter um papel mais importante na precipitagcdo de proteinas

salivares.

4.7. Andlise sensorial dos efeitos dos polissacarideos numa
infusao de cha verde
Os dois testes triangulares realizados no ambito de identificar se existe diferengas

entre duas infusbes de cha verde, com e sem polissacarideos obtidos da casca da

banana, obtiveram os resultados expressos na Tabela 9.
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Tabela 9. Resultados obtidos no teste triangular de duas infusGes de cha verde, com e sem polissacarideos extraidos

com agua 16h e imidazole.

N° provadores
Respostas .
Agua 16h Imidazole 16h+2h
Certas 3 4
Erradas 2 1

Os dados obtidos no teste triangular foram analisados de acordo com a Tabela T8
de Meilgaard, Carr et al. (1999) (Figura 4A), que mostra que, para cinco provadores
(n=5) e nivel de significancia de 5% (a=0,05) seriam necessarias 4 ou mais respostas

corretas para concluir que os produtos sao significativamente diferentes.

Para o primeiro teste triangular, em que foi apresentado infusdo de cha verde e
infusdo de cha verde com polissacarideos extraidos com agua 16h, obteve-se trés
respostas corretas, menor que o numero exigido pela tabela do Anexo 1, ndo se

podendo concluir que as duas bebidas sao diferentes.

Por outro lado, no segundo teste triangular realizado 30 min apds o primeiro, na qual
foi testada a diferenca entre bebidas de cha verde com e sem polissacarideo extraido
com imidazole, verificou-se 4 respostas certas, podendo-se concluir, com um nivel de

significancia de 5%, que os dois produtos sao diferentes.

Para melhor entendimento destas diferengas seria necessario repetir a prova com
um painel maior e com melhor controlo das condigbes de realizagdo da prova (locais

préprios, momento da realizagao da prova, entre outros).

4.8. Importancia dos compostos fendlicos na alimentagao

Como ja foi referido anteriormente, os compostos fendlicos tém um papel importante
na alimentagdo devido as suas propriedades benéficas para a saude humana

(Rodriguez-Pérez, Segura-Carretero et al., 2019).

Tendo em conta os compostos fendlicos que mais interagiram com as proteinas
salivares, e os dados reportados em literatura sobre as propriedades organoléticas
destes, nomeadamente adstringéncia e amargor, foi desenhada uma tabela sumario de

forma a tentar perceber como estes poderdo influenciar a aceitagdo dos produtos de
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onde foram extraidos. Na Tabela 10 encontram-se caracterizados ao nivel de

adstringéncia e amargor os compostos fendlicos que mais interagiram.

Tabela 10. Caracterizados dos compostos fendlicos mais precipitados de cada fragcdo, ao nivel de adstringéncia e

amargor.
Extrato Comp.osto ql.le mais Adstringéncia Amargor 2
interagiu
Ext. Brocolo 21 v v
B2g v v
Ext. Cha verde EGCG v v
ECG v v
Ext. Grainha B4 v X
Pentagalhoil glucose v v
. a Hexagalhoil glucose v X
Ac. Tanico Heptagalhoil glucose v X
Octagalhoil glucose v X

@ Dados disponiveis em Dagan-Wiener, Di Pizio et al. (2018).

O brocolo € uma horticola cujo consumo tem aumentado substancialmente na ultima
década. Este aumento deve-se a elucidagdo sobre o seu alto teor em compostos
fendlicos, vitaminas, minerais e fibras e baixo teor calérico (Nagraj, Chouksey, Jaiswal,
& Jaiswal, 2020). Neste trabalho foi observado que o composto que mais interagiu com
as proteinas salivares foi um derivado de kaempferol, que se encontra descrito como
adstringente e amargo (Tabela 10) (Dagan-Wiener, Di Pizio et al., 2018; Virshette, Patil,
& Somkuwar, 2019). Este e outros compostos fendlicos e glucosinolatos presentes no
brécolo podem ser os responsaveis pela sensacado de adstringéncia persentida nesta
horticola, o que é um impasse na aceitagao deste produto pelo consumidor (Brtickner,
Schonhof, Kornelson, & Schrddter, 2005).

O cha verde, outro produto estudado, é a bebida nido alcodlica mais consumida nos
paises asiaticos, sendo a india o seu maior consumidor, seguido da China. O consumo
total de cha verde no mundo foi reportado como sendo 3 000 000 toneladas/ano
(Kosugi, 2019). Este apresenta compostos descritos como adstringentes e amargos
(Tabela 10) (Dagan-Wiener, Di Pizio et al., 2018; Zhuang, Dai et al., 2020). Estas duas
sensacodes sao as principais sentidas aquando da sua ingestao (Zhang, Yin et al., 2016).
Para alguns consumidores estas sdo caracteristicas apreciadas, mas para outros sdo
consideradas como desagradaveis, sendo necessario a adicao de agucar e/ou leite para
diminuicdo destas propriedades organoléticas (Ares, Barreiro, Deliza, & Gambaro,
2009).
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A uva é uma fruta amplamente produzida e consumida em todo o mundo. Os maiores
produtores sao os EUA, China, Italia e Europa (Gupta, Dey et al., 2020). Através de
varios processos quimicos € possivel extrair compostos fendlicos normalmente da
grainha de uvas tintas, um subproduto da industria vitivinicola (Gupta, Dey et al., 2020).
Este extrato pode ser utilizado na industria alimentar como um protetor contra a
acrilamida em batatas fritas, ou como antioxidante natural na industria da carne
(Unusan, 2020). Neste estudo, foi observado que a procianidina dimérica B4 foi a que
apresentou maior interagao com as proteinas salivares. Este dimero esta descrito como
sendo adstringente mas ndo amargo (de Freitas & Mateus, 2001). Estes compostos
fendlicos podem ser extraidos naturalmente durante a produgdo de vinhos tintos
dependendo do processo de vinificagao utilizado, o que confere ao vinho a sensacgéo de

adstringéncia, caracteristica apreciada nestes (Nascimento, Pinto et al., 2016).

Por fim, o acido tanico é utilizado como aditivo na industria alimentar, na clarificagdo
de cerveja e vinhos, entre outros (Bulea, Khanb et al., 2020; Robles, 2014). Esta fragéo
apresentou maior interagdo com saliva humana nos compostos com maior nimero de
grupos galhoilo, que estdo caracterizados como sendo adstringentes, mas apenas a
PGG é considerada dar a sensacao de amargor (J. R. Bacon & M. J. C. Rhodes, 2000;
Dagan-Wiener, Di Pizio et al., 2018).
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5. Conclusao

Para atingir o objetivo deste trabalho, foi estudada a interacdo de diferentes
compostos fendlicos (extrato de brécolo, de cha verde e de grainha e acido tanico),
saliva humana e polissacarideos obtidos por diferentes extracdes da casca da banana,
de forma a compreender como estes sdo capazes de precipitar as proteinas salivares,
mecanismo descrito como sendo um dos principais contributos para a percecado da
adstringéncia. Além disso, também permitiu perceber como os polissacarideos
extraidos da casca da banana impedem a precipitagao das proteinas salivares pelos

compostos fendlicos.

Os resultados deste estudo mostraram que os extratos de cha verde e o acido tanico
apresentam maior interacdo com as proteinas salivares, seguidos do extrato de grainha
e por fim do extrato de brdcolo. No extrato de cha verde, os compostos EGCG, ECG e
B2g foram os mais interagiram com as proteinas salivares, principalmente a estaterina
e o péptido P-B. No acido tanico, os compostos com maior numero de grupos galhoilo,
penta-, hexa-, hepta e octagalhoil glucose foram os que mais precipitaram a estaterina
e o péptido P-B. No extrato de grainha, ocorreu maior interagao da procianidina dimérica
B4, sendo a estaterina e o péptido P-B as familias mais afetadas. No extrato de brécolo,
um derivado de kaemperol foi o que apresentou maior afinidade para as proteinas,
nomeadamente aPRPs. Por fim, também foi estuda a interagao de infusdo de cha verde
com saliva humana, onde se verifica que, assim como acontece para o extrato, as

proteinas mais afetadas séo a estaterina e o péptido P-B.

Em relagao ao efeito dos polissacarideos, o estudo por SDS-PAGE mostrou que as
fracbes extraidas com agua 16h e imidazole sdo as que apresentam capacidade de
recuperacao de proteinas salivares, sendo esta ultima a mais eficiente. Devido ao curto
tempo nao foi possivel estudar o perfil cromatografico destas interagdes. A nivel
sensorial, os testes triangulares evidenciaram que a fragdo de imidazole apresentou
uma diferenca significativa. Para obtencdo de dados mais precisos sera necessario,
numa perspetiva futura, a realizacdo de uma nova prova sensorial com maior nimero

de provadores.

Em resumo, o objetivo proposto do trabalho foi alcangado. A aplicagdo deste
subproduto como modulador da adstringéncia abre portas para novos projetos de
investigagdo e apresenta um potencial econdmico e ambiental para a industria

alimentar, tendo por mente uma economia circular.
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Figura 1A. Espectro de massa de LC-MS do extrato de cha verde. Adaptado de Soares, Soares et al. (2020). GC -
galhocatequina; EGC - epigalhocatequina; C — catequina; EGCG - epigalhocatequina galhato; B2g — dimero de
procianidinas; EGCG3”Me - epigalhocatequina-3-O-galhato; Q — quercetina; ECG — epicatequina galhato; K — kaempferol
e ECG3”’Me - epicatequina-3-O-galhato.
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Figura 2A. Cromatograma de HPLC detetado a 280 nm do extrato de grainha. Adaptado de Soares, Brandao et al. (2019).

B1 a B7 — dimeros de procianidina; EEC - trimero de procianidina de epicatequina-epicatequina-catequina; EC —

epicatequita; C1 — trimero de procianidina C1; ECG - epicatequina galhato; BiG1 e B,G2 — dimeros galhoilados de

procianidina.
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Figura 3A. Espectro de massa de LC-MS do acido tanico. Adaptado de Guerreiro, Brandao et al. (2021). 1- acido galhico;
2 - acido di-galhico; 3 - acido tri-galhico; 4 - pentagalhoil glucose; 5 - hexagalhoil glucose; 6 - heptagalhoil glucose; 7 -

octagalhoil glucose.
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TABLE T8
Critical Number of Correct Responses in a Triangle Test
(Entries are x,,,)

Enfries are the minimum number of correct responses required for significance at the stated e-level (e, column) for the
corresponding number of respondents, n (Le., row). Rejeet the assumption of “no ditference™ if the number of comect
responses is greater than or equal to the tebled value.
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Note: For values of m not in the table, compute = = (k- 1{1/3)n)//(2/9)n , where k is the number of correct responses.
Compare the waluc of = to the ae-critical value of o standard normal variable, i.e., the values in the last row of Table T3

(7, =

A N

Figura 4A. Tabela de numeros criticos de respostas corretas num teste triangular. Adaptado de Meilgarrd, Carre t al.

(1999).



