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Resumo 
Nos últimos anos, verificou-se um aumento da procura de alimentos com conservantes de 

origem natural. Paralelamente, são crescentemente reconhecidos os efeitos nocivos da acumulação 

de subprodutos agrícolas. Este trabalho visa desenvolver um produto de valor acrescentado, um 

iogurte fortificado com extratos obtidos a partir de subprodutos agrícolas, ricos em compostos 

bioativos que possam ser uma alternativa aos conservantes de origem sintética. 

Os subprodutos utilizados foram cascas de melão e abóbora, aos quais foram extraídos os 

compostos bioativos. Para as cascas de melão, o processo foi conseguido através de duas extrações 

sólido-líquido, com recurso a ultrassons e Soxhlet, obtendo-se um rendimento de 23,84 %. Para as 

cascas de abóbora, recorreu-se ao Soxhlet, e foi obtido um rendimento de extração de 39,78 %. 

Posteriormente realizou-se a avaliação dos extratos obtidos, determinando o conteúdo 

fenólico total, através do ensaio do Reagente Folin-Ciocalteu, tendo-se obtido uma concentração 

de 53,41 mgGAEg-1
extrato para o extrato de casca de melão e 18,21 mgGAEg-1

extrato para o extrato de 

casca de abóbora. Seguidamente, foi determinada a capacidade antioxidante, através do ensaio 

com 2,2- difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), no qual se obteve uma percentagem de inibição do 

DPPH de 62,85 % e 7,398 %, um TEAC de 153,9 µmolTroloxg -1extrato e 41,91 µmolTroloxg -1extrato, e 

um IC50 de 192,4 mgextratoL-1 e 698,0 mgextratoL-1 para o extrato de casca de melão e abóbora, 

respetivamente. Por fim, foi avaliada a capacidade antimicrobiana, tendo sido verificado efeito 

inibitório do extrato de casca de abóbora para a Staphylococcus aureus. Não se verificou efeito 

inibitório de nenhum dos extratos para a Escherichia coli. 

 Finalmente produziram-se os iogurtes, tendo sido desenvolvidas oito formulações, com 

diferenças na concentração de ácido sórbico, o conservante sintético escolhido, e nos extratos. Os 

iogurtes foram sujeitos a testes de estabilidade, durante 14 dias. 

Os iogurtes incorporados com extratos apresentaram características similares ao iogurte 

com ácido sórbico. Foram assim produzidos iogurtes cujas capacidades antioxidante e 

antimicrobiana resultam da presença de conservantes de origem natural, constituindo uma 

alternativa interessante aos conservantes de origem sintética. Apesar do iogurte com extrato de 

casca de melão ser o que apresentou maior capacidade antioxidante, o iogurte com extrato de casca 

de abóbora apresentou melhor capacidade antimicrobiana e foi alvo da preferência de um painel 

constituído por 10 voluntários. 

Palavras-chave: Cascas de melão, Cascas de abóbora, Antioxidantes, Capacidade 

Antimicrobiana, Iogurtes. 
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Abstract  

In the recent years, there has been an increase in demand for foods with preservatives of 

natural origin. There has also been a growing recognition of the harmful effects of the 

accumulation of agricultural by-products. This work aimed at developing a value-added product, 

namely a yoghurt fortified with extracts obtained from agricultural by-products, rich in bioactive 

compounds, that could be an alternative to preservatives of synthetic origin.  

The by-products used were melon and pumpkin peels, from which the bioactive 

compounds were extracted. For the melon peels, the process was achieved through two solid-liquid 

extractions, using ultrasounds and Soxhlet, obtaining a yield of 23.84 %. For the pumpkin peels, 

Soxhlet was used, and an extraction yield of 39.78 % was obtained.  

Afterwards the extracts were evaluated by defining the total phenolic content, through the 

Folin-Ciocalteau Reagent assay, from which a concentration of 53.41 mgGAEg-1
extract for the melon 

peel extract and 18.21 mgGAEg-1
extract for pumpkin peel extract were found. Then, the antioxidant 

capacity was determined, through the test with 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), in which a 

percentage of DPPH inhibition of 62.85 % and 7.398 %, a TEAC of 153.9 µmolTroloxg-1
extract and 

41.91 µmolTroloxg-1
extract and a IC50 of 192.4 mgextractL

-1 and 698.0 mgextractL
-1 was determined for 

the melon and pumpkin peel extract, respectively. Finally, the antimicrobial properties were 

evaluated, and an inhibitory effect of pumpkin peel extract against Staphylococcus aureus was 

verified. There was no inhibitory effect of any of the extracts for Escherichia coli. 

Finally, the yoghurts were produced with eight formulations, with differences in the 

concentration of sorbic acid, the chosen synthetic preservative, and in the extracts. Yoghurts were 

then subjected to stability assays for 14 days. 

Yoghurts incorporated with extracts showed similar characteristics to the yoghurt with 

sorbic acid. As such, yoghurts were produced with antioxidant and antimicrobial properties that 

resulted from preservatives of natural origin, being an interesting substitute for preservatives of 

synthetic origin. Despite the yoghurt with melon peel extract being the one that revealed highest 

antioxidant capacity, the yoghurt with pumpkin peel extract showed the best antimicrobial capacity 

and was preferred by a panel of 10 people. 

 

 

Keywords: Melon peels, Pumpkin peels, Antioxidants, Antimicrobial capacity, Yoghurts 
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Resumo gráfico  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

viii 

 

  



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

ix 

 

 

 

 

Declaração 

 

 

 Declara, sob compromisso de honra, que este trabalho é original e que todas as 

contribuições não originais foram devidamente referenciadas com identificação da fonte.  

Porto, 4 de julho de 2022 

 

(Sara Ribeiro Silva) 

 

 



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

x 

 
  

  



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

xi 

Índice 
Agradecimentos .............................................................................................................................. i 

Resumo .......................................................................................................................................... iii 

Abstract .......................................................................................................................................... v 

Resumo gráfico ............................................................................................................................ vii 

1 Introdução .............................................................................................................................. 1 

1.1 Enquadramento e Apresentação do Projeto ............................................................... 1 

1.2 Organização da Dissertação ......................................................................................... 2 

2 Contexto e Estado da Arte .................................................................................................... 4 

2.1 Indústria alimentar ....................................................................................................... 4 

2.1.1 Aditivos alimentares .............................................................................................................................. 4 

2.2 Subprodutos agrícolas................................................................................................... 5 

2.2.1 Compostos de interesse nos subprodutos .............................................................................................. 8 

2.2.2 Exemplos de subprodutos de origem nacional ...................................................................................... 8 

2.2.3 Iogurte ................................................................................................................................................. 10 

2.2.4 Estabilidade do produto ....................................................................................................................... 11 

3 Materiais e Métodos ............................................................................................................ 12 

3.1 Reagentes ...................................................................................................................... 12 

3.2 Materiais e equipamento ............................................................................................ 12 

3.3 Obtenção e pré-tratamento das cascas ...................................................................... 13 

3.4 Obtenção dos extratos ................................................................................................. 13 

3.5 Avaliação das propriedades dos extratos .................................................................. 14 

3.5.1 Conteúdo fenólico total ....................................................................................................................... 14 

3.5.2 Capacidade antioxidante ..................................................................................................................... 14 

3.5.3 Atividade antimicrobiana .................................................................................................................... 14 

3.6 Produção do iogurte e incorporação dos extratos .................................................... 15 

3.7 Testes de estabilidade .................................................................................................. 16 



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

xii 

3.7.1 Teste de pH ......................................................................................................................................... 16 

3.7.2 Sinérese ............................................................................................................................................... 16 

3.7.3 Capacidade antimicrobiana ................................................................................................................. 16 

3.7.4 Conteúdo fenólico total ....................................................................................................................... 17 

3.7.5 Capacidade antioxidante ..................................................................................................................... 17 

3.7.6 Viscosidade aparente ........................................................................................................................... 17 

3.8 Acondicionamento, tratamento e destino dos resíduos ............................................ 17 

4 Resultados e Discussão ........................................................................................................ 18 

4.1 Obtenção dos extratos ................................................................................................. 18 

4.2 Avaliação dos extratos ................................................................................................ 20 

4.2.1 Determinação do conteúdo fenólico pelo método do reagente de Folin-Ciocalteu ............................. 20 

4.2.2 Determinação da capacidade antioxidante pelo DPPH ....................................................................... 21 

4.2.3 Ensaios antimicrobianos ...................................................................................................................... 22 

4.3 Produção do iogurte .................................................................................................... 24 

4.4 Testes de estabilidade .................................................................................................. 25 

4.5 Avaliação do produto final ......................................................................................... 31 

5 Conclusões ............................................................................................................................ 33 

6 Avaliação do trabalho realizado ........................................................................................ 35 

6.1 Objetivos Realizados ................................................................................................... 35 

6.2 Trabalho futuro ........................................................................................................... 35 

6.3 Apreciação Final .......................................................................................................... 36 

7 Referências ................................................................................................................................ 37 

Apêndice A – Produção dos extratos ......................................................................................... 46 

Apêndice B – Avaliação dos extratos ......................................................................................... 50 

Apêndice C – Avaliação dos iogurtes ......................................................................................... 57 

Apêndice D - Questionário ......................................................................................................... 63 

 



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

xiii 

Lista de Figuras 

Figura 2.1.1.1. Exemplos de compostos utilizados como conservantes na indústria, e respetiva 

classificação. ................................................................................................................................... 5 

Figura 2.2.1 Distribuição da fração de desperdício alimentar gerado pela indústria. (Adaptado de 

Marić et al., 2018). .......................................................................................................................... 6 

Figura 2.2.2 Fração de subprodutos gerados pela indústria durante o processamento da maçã, 

papaia e ananás. Adaptado de (Ayala-Zavala et al., 2010). ............................................................ 6 

Figura 4.3.1 Fotografia dos iogurtes desenvolvidos e respetiva composição. .............................. 25 

Figura 4.4.1 Resultados obtidos para o valor de pH dos diferentes iogurtes, nos dias 1 e 14. ..... 25 

Figura 4.4.2 Resultados obtidos para a sinérese (%) dos diferentes iogurtes, nos dias 1 e 14. ..... 26 

Figura 4.4.3 Resultados obtidos para a viscosidade aparente (mPas-1) dos iogurtes, em função da 

taxa de deformação (s-1) nos dias 1 (A) e 14 (B), e variação de viscosidade aparente com 

temperatura crescente (C) e temperatura decrescente (D), no dia 1. ............................................. 28 

Figura 4.4.4 Conteúdo fenólico total dos iogurtes (mgGAE g
-1

iogurte), para os iogurtes, nos dias 1 e 

14. .................................................................................................................................................. 29 

Figura 4.4.5 Percentagem de inibição do DPPH, para 500 mgmL-1 de iogurte, nos dias 1 e 14. . 29 

Figura A.2.1 Fotografia do forno de vidro usado no processo de secagem da casca de abóbora. 46 

Figura A.2.2 Fotografias das cascas de melão (A) e de abóbora (B), após a secagem. ................ 47 

Figura A.2.3. Fotografia da montagem da extração com recurso ao Soxhlet (A) e da evaporação 

do solvente com o evaporador rotativo (B). .................................................................................. 48 

Figura B.1.1. Esquema da reação com o reagente de Folin-Ciocalteu. ......................................... 50 

Figura B.1.2. Representação da reta de calibração da absorvância das amostras de ácido gálico, 

em função da concentração (mg L -1). ............................................................................................ 51 

Figura B.2.1. Representação esquemática da reação de redução do DPPH. ................................. 52 

Figura B.2.2. Esquema da microplaca e respetiva legenda. .......................................................... 52 

Figura B.2.3. Representação da reta de calibração da percentagem de inibição de DPPH, em 

função da concentração (mgL-1), para o ECM e para o ECA. ...................................................... 54 



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

xiv 

Figura B.2.4. Representação da reta de calibração da percentagem de inibição de DPPH, em 

função da concentração (mgL-1), para a solução de trolox. .......................................................... 55 

Figura C.1.1. Fotografia dos equipamentos utilizados nos ensaios de estabilidade, o reómetro (A) 

e o medidor de pH (B). .................................................................................................................. 57 

Figura C.1.2. Resultados para a viscosidade aparente (mPas-1) em função da taxa de deformação 

(s-1), em escala logarítmica, para os iogurtes CN (A), CP (B), M1 (C), M2 (D), para os dias 1 e 

14. .................................................................................................................................................. 58 

Figura C.1.3. Resultados para a viscosidade aparente (mPas-1) em função da taxa de deformação 

(s-1), em escala logarítmica, para os iogurtes AB1 (E), AB2 (F), MIXA (G), MIXAP (H), para os 

dias 1 e 14. ..................................................................................................................................... 59 

Figura C.1.4 Fotografia dos meios LSA (A) e RBC (B) inoculados com os iogurtes, no dia 1. .. 62 

Figura C.1.5 Fotografia dos meios LSA (A) e RBC (B) inoculados com os iogurtes, no dia 14. 62 

Figura D.1 Distribuição da amostra por base de género (A) e idade (B) ...................................... 63 

Figura D.2 Respostas às perguntas 3 e 4, relativas à preocupação dos inquiridos sobre 

conservantes de origem sintética. .................................................................................................. 63 

Figura D.3 Respostas às perguntas 5 e 6, relativamente ao consumo de iogurte dos inquiridos. . 63 

Figura D.4 Resposta à pergunta 7, relativamente à importância do conservante de origem natural.

 ....................................................................................................................................................... 64 

Figura D.5 Resposta à pergunta 8, relativamente à disponibilidade dos inquiridos em 

experimentar os iogurtes e a responder a perguntas sobre os mesmos. ........................................ 64 

Figura D.6 Respostas relativas às características dos iogurtes produzidos, cor (A), textura (B), 

odor (C) e sabor (D). ..................................................................................................................... 64 

Figura D.7 Resposta à pergunta 38, sobre a possibilidade de aquisição de um dos iogurtes. ....... 65 

 

  



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

xv 

Lista de Tabelas 

Tabela 2.2.1 Exemplos de aplicações de extratos de subprodutos de frutas ou vegetais, na área 

alimentar, encontrados na literatura. ............................................................................................... 7 

Tabela 2.2.2.1 Compostos bioativos normalmente presentes em frutas e legumes, e respetiva 

classificação. ................................................................................................................................... 9 

Tabela 2.2.4.1 Testes de estabilidade do iogurte desenvolvidos, e respetivo racional. ................ 11 

Tabela 3.6.1 Composição dos iogurtes produzidos. ...................................................................... 15 

Tabela 4.1.1 Condições de preparação de extratos de diversas cascas, e respetivos rendimentos, 

obtidos no presente estudo e referidos na literatura. ..................................................................... 19 

Tabela 4.2.1.1 Conteúdo fenólico dos extratos de casca de melão e abóbora (mgGAEg-1
extrato) 

obtidos no presente estudo e mencionados na literatura. .............................................................. 20 

Tabela 4.2.2.1 Resultados obtidos para a capacidade antioxidante dos extratos no presente 

estudo, em percentagem de inibição do DPPH (%), TEAC (µmolTroloxg
-1

extrato) e IC50 (mgmL-1) e 

na literatura. ................................................................................................................................... 21 

Tabela 4.2.3.1 Resultados médios obtidos para os halos de inibição dos extratos e controlos (cm), 

a concentrações 500 mgmL-1 e 1000 mgmL-1 e controlos, após 24h de incubação. .................... 23 

Tabela 4.4.1 Resultados para os halos de inibição obtidos (cm), para os iogurtes, nos dias 1 e 14.

 30 

Tabela A.2.1. Rendimentos (%) obtidos na extração de cascas de melão. ................................... 49 

Tabela A.2.2. Rendimentos (%) obtidos na extração de cascas de abóbora. ................................ 49 

Tabela B.1.1. Volume de reagente (µL) utilizado na preparação das soluções do ensaio Folin-

Ciocalteau. ..................................................................................................................................... 50 

Tabela B.2.1. Percentagem de inibição do DPPH (%) cada concentração de extrato. ................. 53 

Tabela B.3.1. Diâmetro dos halos de inibição obtidos (cm), para as bactérias as bactérias 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e para concentrações de 500 mgL-1 e 1000 mgL-1 de 

extrato. ........................................................................................................................................... 56 

Tabela C.1.1 Valores de pH e sinérese (%) obtidos para os iogurtes, para os dias 1 e 14. ........... 57 

Tabela C.1.2. Índice de consistência (mPasn) e índice do comportamento do fluido para os 

iogurtes, nos dias 1 e 14. ............................................................................................................... 60 



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

xvi 

Tabela C.1.3 Valores dos halos de inibição (cm) para os iogurtes, para as duas bactérias 

estudadas, nos dias 1 e 14 .............................................................................................................. 61 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

xvii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

xviii 

Notação e Glossário 

P Pressão Pa 

T Temperatura º C 

t Tempo s  

m Massa g 

MM Massa molar g mol-1 

n Índice de potência  

K Índice de consistência m Pas-1 

   

   

Letras gregas 

  Comprimento de onda nm 

 σ Desvio padrão  

 𝜂  Viscosidade  m Pas-1 

 𝛾̇ Taxa de deformação s-1 

 

 

   

Lista de Siglas 

BHA Hidroxianisol butilado 

CBAs Compostos BioAtivos 

CN Controlo negativo 

CP Controlo positivo 

dm Matéria seca 

ECM Extrato de casca de melão 

ECA Extrato de casca de abóbora 

ESL Extração sólido-líquido 

GRAS Generally Recognized As Safe      

GAE Equivalentes de ácido gálico 

IC50 Concentração inibitória média 

IDFA International Dairy Foods Association 

IGD Consumers Good Insights 

LSA Caldo lauril sulfato 

PCA Plate Count Agar 

RBC Ágar rosa bengala com cloranfenicol 

TEAC Capacidade antioxidante equivalente de Trolox 

  

  



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

xix 

  

 

 

 

 



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

 1 

1 Introdução 

1.1 Enquadramento e Apresentação do Projeto 

A qualidade da alimentação é um tema ao qual a sociedade tem dado cada vez mais 

importância nos últimos anos. A procura dos consumidores por alimentos saudáveis, pouco 

processados e de baixo conteúdo em compostos de origem sintética, como são exemplos alguns 

dos aditivos alimentares, aumentou exponencialmente, o que levou a indústria alimentar a procurar 

alternativas de origem natural para estas substâncias essenciais. 

Uma classe crucial de aditivos alimentares são os conservantes, pois permitem aos alimentos 

manter as suas qualidades e propriedades ao longo do tempo de armazenamento, prologando o 

período em que os produtos podem ser armazenados para consumo. Este fator tornou-se 

extremamente importante, com o aumento da globalização, em que um alimento pode não ser 

necessariamente consumido geograficamente próximo de onde foi produzido, podendo chegar a 

consumidores em qualquer parte do mundo. 

Uma classe de alimentos cuja manutenção da qualidade ao longo do tempo depende da 

adição de conservantes são os lacticínios. O leite e os seus derivados são ricos em vitaminas e 

nutrientes que os tornam um excelente meio de propagação de patogénicos e os tornam sensíveis 

à deterioração (Zajác et al., 2016). Um dos derivados do leite mais bem conhecido é o iogurte, 

produto da fermentação do leite pelas bactérias Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus 

thermophilus. O iogurte é muito consumido em todo o mundo pelos seus benefícios para a saúde, 

conveniência e versatilidade de sabores. 

Os conservantes atualmente mais utilizados na produção do iogurte são de origem sintética: 

o ácido sórbico (E200) e os respetivos sais, como o sorbato de potássio (E202), o sorbato de sódio 

(E201) e o sorbato de cálcio (E203) (Carocho et al., 2014). No entanto, a preferência por 

conservantes de origem natural também se refletiu neste produto, pelo que se tornou do interesse 

da indústria encontrar alternativas de origem natural a estes aditivos.   

Paralelamente, tem vindo a aumentar a preocupação com o crescente acumular de 

desperdícios alimentares, que afetam não só a economia como ambiente e os seres vivos. Um 

exemplo é a grande libertação de gases com efeito de estufa durante a decomposição da matéria 

orgânica por microrganismos (Morales-Castro et al., 2021). Felizmente, os subprodutos dos 

legumes e frutas, como as cascas e as sementes, apresentam elevado potencial de reutilização ao 
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serem uma fonte de compostos bioativos de grande interesse por possuírem características 

benéficas para a saúde e também poderem atuar de maneira semelhante aos conservantes 

previamente mencionados.  

Dois subprodutos que se revelam ricos em compostos bioativos de interesse são as cascas de 

melão e de abóbora (Mallek-Ayadi et al., 2017)(Sharma & Bhat, 2021). Estes subprodutos são 

produzidos em grande quantidade em Portugal pois, por um lado, ambos os frutos são 

característicos do clima mediterrâneo e, por outro, quando são consumidos, a casca é retirada e 

descartada. As cascas de melão e de abóbora são ricas em compostos fenólicos, que se destacam 

pela sua capacidade antioxidante e antimicrobiana, e em carotenóides, que possuem capacidade 

antioxidante e antiproliferativa, características estas semelhantes às dos conservantes de origem 

sintética. Adicionalmente, são também ricas em compostos de alto valor nutricional como 

vitaminas, proteínas e fibras. 

Assim, com o objetivo de reduzir o impacto ambiental e económico destes subprodutos, 

aplicando o modelo de economia circular, procurou-se incorporar extratos das cascas de abóbora 

e melão na produção de iogurtes, acrescentando assim valor nutricional e evitando ou diminuindo 

a utilização de conservantes de origem sintética. 

Deste modo, o trabalho, realizado no âmbito da dissertação, teve como principal objetivo o 

desenvolvimento de um produto de valor acrescentado e ambientalmente sustentável, 

nomeadamente um iogurte com extratos de cascas de abóbora e melão incorporados. Para isso foi 

necessária a valorização destes subprodutos agrícolas, através da produção de extratos ricos nos 

compostos de interesse, como são exemplos os compostos fenólicos e os carotenóides. Foram 

avaliadas as propriedades dos extratos quanto à sua capacidade antioxidante e antimicrobiana de 

modo a averiguar se seriam candidatos fortes a substituir os conservantes de origem sintética. 

Finalmente os extratos foram incorporados no iogurte e foram realizados testes de estabilidade, de 

modo a avaliar se teriam as propriedades desejadas. 

1.2 Organização da Dissertação 

A dissertação encontra-se dividida em seis capítulos. O primeiro capítulo é referente à 

“Introdução”, com o enquadramento do tema e apresentação geral do projeto. O segundo capítulo, 

denominado de “Contexto e Estado da Arte”, apresenta informações gerais sobre o tema, como a 

recente procura por aditivos alimentares de origem natural e a problemática da acumulação dos 

subprodutos agrícolas, onde é mencionada a sua composição em compostos bioativos de interesse. 

Posteriormente é realçado o potencial destes compostos como substitutos para conservantes de 



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

3 

origem sintética, tendo como produto-alvo o iogurte. O terceiro capítulo refere-se aos “Materiais 

e Métodos”, onde são descritos os equipamentos e processos desenvolvidos durante a realização 

do projeto. No quarto capítulo, “Resultados e Discussão”, os resultados são descritos e discutidos. 

Os capítulos cinco e seis, referem-se às conclusões e sugestões para trabalho futuro, 

respetivamente. Finalmente são mencionadas as referências e em “Apêndice” encontram-se 

informações adicionais sobre determinados conteúdos mencionados nesta dissertação.   
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2 Contexto e Estado da Arte 

2.1 Indústria alimentar 

A indústria alimentar é, desde sempre, uma das indústrias com maior importância, 

englobando o percurso dos alimentos desde a sua produção até chegarem ao prato dos 

consumidores (Sadiku et al., 2019). Ao longo dos anos, esta indústria tem vindo a alterar-se de 

acordo com as necessidades da população. Durante décadas, devido a fatores sociais e económicos, 

a qualidade dos alimentos não foi uma prioridade tendo-se desenvolvido diversos aditivos 

alimentares que satisfaziam a crescente procura dos consumidores por alimentos “prontos a 

consumir”, rápidos e convenientes (Mesías et al., 2021). No entanto, nos últimos anos, tem-se 

verificado o fenómeno oposto. A preocupação dos consumidores com o efeito que a qualidade dos 

alimentos que consomem tem na sua saúde tem vindo a aumentar cada vez mais, verificando-se 

uma maior preferência por alimentos saudáveis, naturais e sem aditivos. 

2.1.1 Aditivos alimentares 

Os aditivos alimentares são definidos como substâncias sintéticas ou naturais, normalmente 

não utilizadas como ingrediente naquele alimento, e que são adicionadas intencionalmente com 

um objetivo tecnológico ou sensorial. É exemplo de um objetivo tecnológico o aumento do tempo 

de armazenamento, evitando a degradação do alimento por bactérias ou pelo oxigénio e exemplo 

de um objetivo sensorial a melhoria do seu sabor ou cor (Carocho et al., 2015; Miao et al., 2020). 

Assim, os aditivos podem ter uma ou mais funções quando adicionados a um alimento, como 

conservantes, aditivos nutritivos, corantes, aromatizantes, entre outros (Carocho et al., 2015).  

Os conservantes podem ser divididos em duas classes, I e II (Kamala Kumari et al., 2019). 

A primeira, representa os conservantes naturais, que se encontram naturalmente nos alimentos, e 

podem ser utilizados sem restrições. A segunda representa os conservantes produzidos pela mão 

humana, e a quantidade a ser utilizada está restringida a um intervalo e a um alimento específico. 

Dentro da classe II dos conservantes artificiais, estes podem dividir-se em antimicrobianos, que 

inibem o crescimento de bactérias e de bolor nos alimentos armazenados, e os antioxidantes, que 

previnem a oxidação dos mesmos (Sharif et al., 2017). Exemplos dos conservantes mais utilizados, 

e respetiva classificação, encontram-se no esquema apresentado na Figura 2.1.1.1.  
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Nota: BHA- hidroxianisol butilado 

Figura 2.1.1.1. Exemplos de compostos utilizados como conservantes na indústria, e respetiva 

classificação. 

Os conservantes da classe II são muito utilizados pela sua conveniência, eficácia e 

versatilidade (Abusaloua et al., 2019). No entanto, foram desenvolvidos estudos nos quais se 

demonstrou que um consumo excessivo de aditivos alimentares sintéticos pode estar relacionado 

com reações adversas a nível respiratório, gastrointestinal e neurológico (Carocho et al., 2014). 

Assim, os compostos naturais candidatos a substituir este tipo de conservantes têm ganho cada vez 

mais importância. De facto, as frutas, legumes e plantas contêm compostos com atividade 

biológica, denominados de Compostos BioAtivos (CBAs), com potencial para os substituir 

(Leichtweis et al., 2021). No entanto, face à procura deste bem essencial, não faria sentido produzir 

aditivos diretamente a partir das frutas e legumes cujo fim seria para alimentação, pelo que o foco 

recaiu sobre os subprodutos agrícolas, como as sementes e as cascas. Isto porque, por um lado, os 

subprodutos agrícolas são produzidos em grandes quantidades e, portanto, o seu reaproveitamento 

permitiria mitigar os efeitos ambientais e económicos nefastos da sua acumulação e, por outro 

lado, os subprodutos agrícolas são ricos nos CBAs, que possuem propriedades de interesse para 

diversas áreas da indústria.  

2.2 Subprodutos agrícolas 

Na União Europeia, cerca de 100 milhões de toneladas de desperdício e subprodutos 

alimentares são gerados anualmente. A distribuição da fração de desperdício alimentar gerado por 

cada indústria encontra-se representada na Figura 2.2.1.  
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Figura 2.2.1 Distribuição da fração de desperdício alimentar gerado pela indústria. (Adaptado de Marić et 

al., 2018). 

 É possível aferir que cerca de 40 % dos desperdícios são gerados por indústrias envolvidas 

na manipulação de frutas e legumes. Este valor não é surpreendente, tendo em conta que os 

subprodutos gerados por esta classe de alimentos podem chegar a mais de 50 % do seu volume 

inicial (Ayala-Zavala et al., 2010). Na Figura 2.2.2, pode observar-se a percentagem de fruta 

utilizada no produto final e percentagem de subprodutos gerada durante o seu processamento, para 

a maçã, papaia e ananás.  

 

Figura 2.2.2 Fração de subprodutos gerados pela indústria durante o processamento da maçã, papaia e 

ananás. Adaptado de (Ayala-Zavala et al., 2010). 

É importante salientar que estes subprodutos não são apenas gerados pela indústria, mas 

também no quotidiano, durante a preparação de refeições. Anualmente, 500 milhões de toneladas 

de cascas de frutas e vegetais são produzidos mundialmente (Ganji et al., 2019).  Esta quantidade 

de subprodutos tem vindo a aumentar, com o recente interesse dos consumidores por alimentos 

não processados. Segundo a Consumer Goods Insights (IGD) este fenómeno foi catalisado pela 

pandemia de Covid-19, que levou cerca de ¾ dos consumidores a alterar os seus hábitos 

alimentares durante este período, com mais de metade a revelar que começaram a incluir mais 

frutas e legumes na sua alimentação.  
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Uma parte destes subprodutos são incorporados na confeção de outros alimentos, utilizados 

como ração para animais, compostados, enterrados ou queimados, na tentativa de reduzir o 

impacto da sua acumulação. No entanto, os subprodutos são produzidos a uma velocidade superior 

àquela em que atualmente são incorporados, o que resulta na sua inevitável acumulação, 

principalmente em aterros. 

Esta acumulação tem graves impactos ambientais, pois os ecossistemas não se encontram 

preparados para subitamente englobarem grandes quantidades de subprodutos alimentares, que 

têm pouca estabilidade biológica, alta concentração de compostos orgânicos e baixa estabilidade 

oxidativa (Bharat Helkar et al., 2016). E a sua decomposição, através de microrganismos, pode 

não só perturbar o equilíbrio ambiental como afetar a saúde humana. De acordo com a Food and 

Agriculture Organization of the United Nations (FAO) o desperdício alimentar é a segunda maior 

causa de emissão de gases com efeito de estufa, nomeadamente durante a decomposição da matéria 

orgânica nos aterros. Em termos económicos, a produção de subprodutos afeta desde o rendimento 

dos agricultores às despesas dos consumidores, pelo que é do interesse comum que os desperdícios 

alimentares produzidos sejam reaproveitados e reaplicados (Morales-Castro et al., 2021). 

Com o aumento deste problema, foram desenvolvidos estudos que confirmam a 

aplicabilidade dos compostos extraídos a partir de alguns subprodutos agrícolas como aditivos 

alimentares. Alguns exemplos dos subprodutos e sua possível aplicação encontram-se resumidos 

na Tabela 2.2.1. 

Tabela 2.2.1 Exemplos de aplicações de extratos de subprodutos de frutas ou vegetais, na área alimentar, 

encontrados na literatura. 

Alimento Subproduto Aplicação Referência 

Abacate Casca 
Redução da formação e oxidação de compostos 

nocivos resultantes da cozedura 

(Trujillo-Mayol et 

al., 2021) 

Uva 
Pele e 

sementes 

Melhoria natural das propriedades organoléticas 

dos rebuçados 

(Altnok et al., 

2020) 

Limão Bagaço 
Melhoria da qualidade de bolachas, com o objetivo 

de substituir antioxidantes sintéticos por naturais 

(Imeneo et al., 

2021) 

Romã Casca 

Utilização com sucesso do extrato como um 

conservante natural para o queijo magro Kalari, que 

resultou em melhorias na manutenção da qualidade 

durante o tempo de armazenamento 

(Mahajan et al., 

2015) 

Cebola Casca 
Aumento do tempo de armazenamento do pão de 

mistura e aumento do seu conteúdo fenólico 

(Sagar & Pareek, 

2021) 
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2.2.1 Compostos de interesse nos subprodutos 

A possibilidade de aplicação dos compostos presentes nos subprodutos com o objetivo de 

substituir os aditivos alimentares já existentes, deve-se ao facto de alguns apresentarem CBAs com 

propriedades semelhantes. Os CBAs definem-se como nutrientes ou não-nutrientes que produzem 

efeitos fisiológicos para além das suas propriedades nutricionais clássicas (Cazarin et al., 2022). 

Na Tabela 2.2.2.1 encontram-se organizados, pela sua classificação, os CBAs mais encontrados 

em frutas e legumes, assim como algumas das suas propriedades. 

Alguns destes compostos são de extrema importância para as plantas, e estas produzem-

nos com o intuito de se protegerem contra agressões exteriores. Aos CBAs produzidos pelas 

plantas com o intuito de proteção dá-se o nome de fitoquímicos. Por exemplo, alguns dos 

compostos fenólicos presentes em cascas funcionam como proteção contra insetos e 

microrganismos (Ganji et al., 2019), os carotenóides como pigmentos e os terpenóides como 

antibacterianos (Andrade et al., 2019). 

2.2.2 Exemplos de subprodutos de origem nacional 

Graças ao clima mediterrâneo, Portugal é rico em diversas frutas e legumes, sendo que os 

produtos mais conhecidos são a maçã, pêra, laranja, melão, banana, tomate e abóbora.  

Anualmente, produzem-se cerca de 90 mil toneladas de melão em Portugal, divididas por 

4000 hectares de área de cultivo, começando a sua comercialização em meados de agosto e 

terminando em meados de outubro (Produção e Comercialização de Melão | 

MarketingAgricola.Pt, n.d.). As zonas de maior importância de produção são no Sul, como 

Almeirim, Beja, Moura e Algarve. No que respeita à abóbora, a zona Oeste de Portugal, onde se 

produzem anualmente 44 mil toneladas, tem conquistado cada vez mais relevância na produção 

nacional (Abóbora Butternut a Ganhar Terreno - Agroportal, n.d.). A abóbora-menina e a  

Alimento Subproduto Aplicação Referência 

Azeitona Bagaço 

Fortificação de massa de trigo, aumentando o 

conteúdo fenólico, capacidade antioxidante e 

quantidade de fibras dietéticas. Aumento da 

absorção de água e decréscimo do tempo ótimo de 

cozedura 

(Simonato et al., 

2019) 

Ananás Casca 

Melhoria das características físico-química, 

texturais, reológicas e microestruturais do iogurte 

fortificado quando armazenado durante 28 dias 

(Sah et al., 2016) 



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

 9 

Tabela 2.2.2.1 Compostos bioativos normalmente presentes em frutas e legumes, e respetiva classificação. 

 

Fontes:(Vasantha Rupasinghe et al., 2014);(Hao et al., 2015); (Mathur et al., 2015); (Lamy et al., 2016); (Padmanabhan et al., 2016); (Panche et al., 2016); (Possenti et al., 2016); 

(Zakynthinos & Varzakas, 2016);(Bischoff, 2016);(Wang et al., 2019);(Câmara et al., 2021); (Kaderides et al., 2021);(Masyita et al., 2022);(Lignans | Linus Pauling Institute | Oregon 

State University, n.d.); (Phenolic Acid: Benefits and Where to Get Them in Your Diet, n.d.);(Carotenoids | Linus Pauling Institute | Oregon State University, n.d.).

Classe Propriedades Subclasses Substâncias Origem

Ácidos 

fenólicos

Ácidos hidroxicinâmicos, ácido vanílico, ácido cafeico, 

ácido clorogênico, ácido ferúlico, ácido p -cumárico, 

ácido m -cumárico, ácido gálico, ácido rosmarínico, 

ácido salicílico, ácido cinâmico

Melão, mirtilo, kivi, ameixa, cereja, maçã, laranja

Estilbenos Resveratrol, piceatannol , adstringina, pterostilbeno Uva, amora, amendoim, açaí, arando

Lignanas Matairesinol, pinoresinol, lariciresinol, virolina
Linhaça, pêra, damasco, aveia, feijão, mirtilo, 

framboesa, amora, café, semente de sésamo, couve

Flavonóides
Quercetina, kaempferol , naringenina, catequina, 

cianidina, apigenina, genisteína, daidzeína, hesperetina

Limão, uva, mirtilo, framboesa, maçã, chá preto, 

pimento

Taninos Epicatequina, ácidos taninos, galotaninos, elagitaninas
Morango, uva, mirtilo, maçã, pêssego, manjericão, 

alecrim

Carotenóides
Antioxidante

Antiproliferativa
-

Luteína, α-caroteno, β-caroteno, α-tocoferol, γ-

tocoferol, licopeno, zeaxantina, β-criptoxantina, 

astaxantina

Abóbora, cenoura, brócolo, tangerina, feijão, espinafre, 

melão, laranja, clementina

Tocoferóis
Antioxidante

Anti-inflamatório
- α-tocoferol, γ-tocoferol, β-tocoferol Soja, amêndoa, amendoim, sésamo

Glucosinolatos
Antioxidante

Antimicrobiana
- Glucorafanina, Glucobrassicina, neoglucobrassicina Brócolo, repolho, couve-flor, mostarda

Terpenóides
Antibacteriana

Antioxidante
-

Citral, mentol, cânfora, limoneno, mirceno, α-pineno, 

linalol, β-carofileno, nerolidol, oleuropeína, fitol
Laranja, tangerina, manga, maçã, azeitona

Compostos 

fenólicos

Antioxidante, antimicrobiano, 

conservante, anticancerígeno, anti-

inflamatório, anti-diabético, anti-

mutagénico
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abóbora-manteiga são as espécies de maior predominância, sendo a primeira associada à época de 

outono/ inverno e a segunda à época de primavera/verão. Ambas as cascas do melão e abóbora são 

ricas em CBAs. A casca de melão caracteriza-se pela concentração de compostos fenólicos, em 

que se destacam os ácidos fenólicos, nomeadamente o ácido gálico, ácido vanílico e ácido m-

cumárico e os flavonóides, como a apigenina e naringenina  (Mallek-Ayadi et al., 2017).  A casca 

de abóbora é rica em carotenóides como o α-caroteno, β-caroteno, zeaxantina, luteína e γ-tocoferol, 

tendo também alguns compostos fenólicos na sua constituição como o ácido gálico e ácido 

cafeico.(Kulczyński et al., 2020)(Kulczynski & Gramza-Michałowska, 2019). A casca de melão 

também apresenta, por sua vez, alguns carotenóides, como o α-caroteno e β-caroteno (Amaro et 

al., 2015). Outro composto a referir é a pectina, um polissacarídeo complexo  (Raji et al., 2017).  

Para além dos compostos bioativos, as cascas de melão e abóbora também apresentam compostos 

de alto valor nutricional, como vitaminas, proteínas e fibras (M. A. Silva et al., 2020). 

Estes CBAs fazem das cascas de melão e abóbora bons candidatos a subprodutos a ser 

estudados como tendo capacidade antioxidante e antimicrobiana, capazes de substituir os 

conservantes sintéticos. Dentro dos potenciais produtos a serem incorporados, destacam-se o leite 

e os seus derivados por serem ricos em vitaminas e nutrientes que os tornam um bom meio de 

desenvolvimento de patogénicos e os tornam sensíveis à deterioração (Zajác et al., 2016). 

2.2.3 Iogurte 

O iogurte é o produto láteo fermentado mais reconhecido em todo o mundo por ser um 

alimento saudável e versátil (Vijaya Kumar et al., 2015). É produzido através da fermentação, 

pelas bactérias Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus, de um açúcar presente no 

leite, a lactose. Para este processo ocorrer, é necessário o meio estar a 40 º C. Durante este processo, 

ácido lático é libertado, o que diminui o pH do meio. A diminuição do pH até ao ponto isoelétrico 

das proteínas do leite, as caseínas, provoca a sua precipitação, o que permite ao iogurte ter a sua 

textura característica (González-García et al., 2012). A partir do momento em que o iogurte se 

encontra com a textura pretendida, é imperativo parar o processo de fermentação, diminuindo a 

temperatura, que irá desacelerar o crescimento das bactérias. O iogurte é, na base, pobre em CBAs, 

daí interesse na incorporação de outros compostos, para permitir a fortificação deste alimento.   

Um dos conservantes sintéticos mais utilizados nos alimentos em geral e especificamente no 

iogurte é o ácido sórbico, E200 (na União Europeia todos os aditivos são classificados com a letra 

E, seguida por um número específico).  Este é um reconhecido antimicrobiano cuja concentração 

se encontra limitada a um máximo de 1000 mg L-1 nos alimentos à base de leite fermentado 
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(Regulamento (UE) Nº1129/2011 do Parlamento Europeu e do Conselho de 11 de Novembro de 

2011 relativo a aditivos alimentares). Este composto é a molécula base (forma protonada) de outros 

três conservantes antimicrobianos, o sorbato de sódio (E201), o sorbato de potássio (E202) e o 

sorbato de cálcio (E203) (Carocho et al., 2014). 

 À semelhança dos restantes conservantes, nos últimos anos o ácido sórbico tem vindo a ser 

alvo de avaliações de segurança para consumo. Estudos indicam que o ácido sórbico pode ser 

responsável por reações cutâneas adversas (Mandal, 2019) e que pode reagir com outros 

compostos ou conservantes à base de nitritos, formando compostos mutagénicos, apesar de este 

processo ser raro (Younes et al., 2019). 

2.2.4 Estabilidade do produto 

Durante a fase inicial do desenvolvimento de um produto são realizados testes de 

estabilidade de modo a avaliar se os alimentos mantêm as suas propriedades físicas, químicas e 

microbiológicas durante o tempo de armazenamento. Estes testes visam determinar alguns fatores 

como o tempo de vida do produto nas prateleiras e as condições de armazenamento ótimas. 

Adicionalmente, é importante verificar se as propriedades do produto são bem aceites pelos 

consumidores, o que garante rentabilidade económica. Para os iogurtes com CBAs incorporados, 

são especialmente importantes testes que verifiquem as capacidades antioxidantes e 

antimicrobianas dos mesmos, quando comparadas a um conservante sintético. Exemplos dos testes 

desenvolvidos e a razão pelo qual foram realizados encontram-se na Tabela 2.2.4.1. 

Tabela 2.2.4.1 Testes de estabilidade do iogurte desenvolvidos, e respetivo racional. 

Teste Racional 

Físico-químicos 

pH 
Indicador do crescimento de bactérias e 

monitorização da produção de ácido lático 

Sinérese 
Formação do soro no topo do iogurte que provoca 

um efeito indesejado no consumidor 

Viscosidade 
Fator de influência na aceitação do produto por parte 

do consumidor 

Conteúdo fenólico total - 
Influência nas propriedades sensoriais do iogurte e 

na sua capacidade antioxidante 

Capacidade antioxidante - 
Permite combater a oxidação do iogurte e melhora a 

perceção do produto por parte dos consumidores 

Antimicrobiano - 
Verificação da contaminação do iogurte, assim como 

das suas propriedades antimicrobianas 

Análise sensorial - 

Determinação da opinião dos consumidores sobre 

propriedades físicas do iogurte, como o sabor, 

textura, odor e cor 
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3 Materiais e Métodos  

3.1 Reagentes 

As cascas de melão utilizadas foram obtidas num supermercado local, sendo da espécie 

Cucumis melo. As cascas de abóbora foram obtidas a partir de abóboras cultivadas em Braga, 

Portugal, da espécie Curcubita moschata. Os solventes de extração foram etanol puro (Ref. 

1.02371.1000, C2H6O, CAS 64-17-5) a partir de VWR (Fontenay-sous-Bois, França). Para 

determinar o conteúdo fenólico total recorreu-se ao Reagente de Folin-Ciocalteu (Ref. 47641) e 

carbonato de sódio (Ref. 222321, Na2CO3, CAS 497-19-8), obtidos através de Sigma Aldrich 

(St.Louis, MO, EUA). Para a atividade antioxidante utilizou-se o DPPH (Ref. D9132, C18H12N5O6, 

CAS 1898-66-4) e o Trolox (Ref. 238813, C14H18O4, CAS 53188-07-1) e, para a atividade 

antimicrobiana, utilizou-se o ácido sórbico (Ref. S1626, C6H8O2, CAS 110-44-1), sendo todos 

obtidos através de Sigma Aldrich (St.Louis, MO, EUA). Os reagentes utilizados para produzir o 

iogurte foram o Iogurte Natural Inteiro Probiótico Sólido e o Leite UHT Meio Gordo, adquiridos 

através de um supermercado local. A água utilizada foi desionizada e ultrapura com um sistema 

de purificação de água MilliporeTM (Massachusetts, EUA) com resistência elétrica de 18,2 Ω. 

3.2 Materiais e equipamento 

A liofilização das cascas de melão ocorreu num liofilizador (SP Scientific, NY, EUA). As 

cascas de abóbora foram secas num forno de secagem de vidro (Buchi GKR-51). As pesagens 

foram realizadas numa balança de escala analítica Mettler Toledo AG245 (Columbus, OH, EUA). 

Para as extrações foi utilizada uma manta de aquecimento (Fisatom, SP, Brasil) e para a 

evaporação do solvente de extração recorreu-se a um sistema de evaporação (Buchi R-200, Flaiwil, 

Suíça). Na produção dos iogurtes utilizou-se um banho-maria (VWR, 1224-2, França). Para 

determinar o conteúdo fenólico total procedeu-se à medição das absorvâncias num 

espetrofotómetro UV-Vis V-530 (Jasco, OK, EUA). Para os ensaios da capacidade antioxidante 

utilizou-se um leitor de multiplacas (Synergy, HT, Biotek, EUA) para medir a absorvância das 

amostras. Para os ensaios de estabilidade utilizou-se um medidor de pH (XS Instruments, Capri, 

Itália), uma centrífuga (Centrifuge 5424, eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e um reómetro (MCR 

92, Graz, Áustria). 
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3.3 Obtenção e pré-tratamento das cascas 

As cascas de melão e de abóbora foram primeiramente limpas de modo a retirar a polpa que 

ainda estivesse na casca. De seguida, partes que apresentavam sinais de decomposição ou 

imperfeições foram retiradas e as cascas foram posteriormente lavadas diversas vezes com água 

destilada, para lhes serem retiradas impurezas. Após serem lavadas, as cascas de melão foram 

liofilizadas durante 3 dias, a -90 º C e a 1,3 Pa. As cascas da abóbora, após a lavagem, começaram 

por secar durante 15 horas num forno de secagem de vidro, cuja representação se encontra 

esquematizada na Figura A.2.1, no Apêndice A, a 70 º C e a vácuo, acabando de secar numa estufa 

de secagem, a 60 º C, à pressão ambiente. Na Figura A.2.2, do Apêndice A, encontram-se imagens 

das cascas após a secagem. Ambas as amostras foram separadamente moídas, com um moedor de 

grãos de café. Com o objetivo de verificar a homogeneidade do tamanho das partículas da amostra, 

estas foram peneiradas, tendo-se obtido uma amostra de casca de melão e de abóbora na qual 

aproximadamente 75 % dos grãos tinham um tamanho inferior a 50 mesh e 100 % dos grãos a 16 

mesh.  

3.4 Obtenção dos extratos 

A extração dos compostos das cascas de melão iniciou-se na preparação de uma solução 

heterogénea de razão amostra-solvente de 1:20 (m/V) de 2,5 g de cascas de melão moídas para 50 

mL de solvente de extração, etanol.  

A solução de casca de melão foi sujeita a uma primeira extração sólido-líquido (ESL) 

assistida por ultrassons, durante 15 minutos e, posteriormente, procedeu-se a uma filtração a 

vácuo, após o qual o filtrado foi colocado num balão de fundo redondo de 100 mL e o resíduo foi 

colocado no interior de um cartuxo de papel de filtro. 

Relativamente às cascas de abóbora, 2,5 g foram diretamente colocadas no cartuxo de papel 

de filtro, e 50 mL de etanol no balão de 100 mL, numa proporção de amostra-solvente de 1:20 

(m/V), à semelhança da casca de melão. 

Para ambos os extratos foi realizada a montagem do equipamento, colocando o Soxhlet em 

posição de refluxo e colocando reguladores de ebulição dentro do balão com solvente. 

As extrações foram realizadas durante 140 min para a casca de melão e 120 minutos para 

a casca de abóbora, a 80 º C, ao fim das quais o etanol foi removido num evaporador rotativo, com 

o banho a cerca de 40 º C e a 5800 Pa. A representação das montagens do Soxhlet e do evaporador 

rotativo encontram-se na Figura A.2.2 do Apêndice A. Antes que ocorresse a evaporação total do 
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etanol, o conteúdo dentro dos balões foi transferido para matrazes em forma de pêra, previamente 

pesados. Para permitir uma evaporação mais completa, os extratos foram posteriormente sujeitos 

a uma corrente de azoto, até ao seu peso se manter constante. A massa final foi pesada, e os extratos 

armazenados. Na Figura A.2.3, do Apêndice A, encontram-se imagens das montagens do extrator 

Soxhlet e do evaporador rotativo. 

3.5 Avaliação das propriedades dos extratos 

3.5.1 Conteúdo fenólico total 

O conteúdo fenólico total foi determinado a partir do método do reagente de Folin-

Ciocalteau adaptado de (A. M. T. Silva et al., 2007). As amostras e o branco foram preparados em 

cuvetes, com a composição indicada na Tabela B.1.1, no Apêndice B. Após a adição da amostra, 

água e reagente de Folin-Ciocalteu, as cuvetes foram deixadas a repousar durante cerca de 5 min 

e depois foi adicionada a solução de carbonato de sódio. Depois do repouso durante mais duas 

horas, procedeu-se à leitura da absorvância a =750nm. Para ser possível obter os resultados em 

equivalentes de ácido gálico (GAE), foi igualmente preparada uma reta de calibração com ácido 

gálico a várias concentrações. 

3.5.2 Capacidade antioxidante 

A capacidade antioxidante dos extratos foi determinada pelo método do 2,2-difenil-2-

picrilhidrazil, mais conhecido por DPPH, adaptando o protocolo indicado por (Bobo-García et al., 

2015). No entanto, neste estudo, devido à elevada quantidade de amostras, utilizaram-se 

microplacas. Assim, as quantidades de amostra, DPPH, carbonato de sódio e água foram adaptadas 

para perfazer um volume de 200 µL. O esquema da microplaca encontra-se na Figura B.2.2 do 

Apêndice B. Após a adição do DPPH, a placa foi deixada a repousar no escuro durante 40 min e a 

absorvância medida a =515 nm. 

3.5.3 Atividade antimicrobiana 

A atividade antimicrobiana dos extratos de casca de melão (ECM) e dos extratos de casca 

de abóbora (ECA) foi determinada a partir do teste de suscetibilidade por difusão em disco, de 

Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966). As bactérias selecionadas foram a Staphylococcus aureus e a 

Escherichia coli. As suspensões foram feitas a partir de uma cultura pura, em solução com NaCl 

a 0,9 %, em que a densidade ótica foi ajustada a um valor entre 0,09 e 0,1. Com recurso a uma 

zaragatoa, as estirpes foram inoculadas sobre as placas com meio de cultura Plate Count Agar 
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(PCA). Pequenos discos de papel, com cerca de 9 mm, foram colocados sobre a placa e foram 

posteriormente impregnados com cerca de 7 µL de cada extrato com concentrações de 500 mgmL-

1 e 1000 mgmL-1. Para cada concentração de extrato foram realizadas 3 réplicas. Como controlo 

positivo foi utilizado o ácido sórbico (500 mgmL-1 e 1000 mgmL-1) e como controlo negativo a 

água ultrapura. As placas foram incubadas, durante 24 horas, a 37 º C, tempo após o qual foram 

avaliados os halos de inibição da atividade dos microrganismos. 

3.6 Produção do iogurte e incorporação dos extratos 

O iogurte foi produzido tendo por base outro iogurte natural, probiótico e sólido, por método 

semelhante ao indicado por (Caleja et al., 2016): cerca de 500 mL de leite UHT meio gordo foi 

aquecido até uma temperatura de 80 º C, tendo-se mantido esta temperatura constante durante 15 

minutos. O leite foi posteriormente retirado do banho e arrefecido até 40 º C, tempo após o qual se 

adicionou 125 g do referido iogurte e, mantendo a temperatura constante, a mistura foi 

constantemente agitada. 

Após os 10 minutos, 25 g da mistura foram distribuídos por 8 frascos adicionados o ácido 

sórbico e os extratos de acordo com as quantidades indicadas na Tabela 3.6.1. Estes valores 

encontram-se relacionados com o limite legal de ácido sórbico para produtos à base de leite 

fermentado (conforme anteriormente referido, 1000 mgL-1 nos termos do Regulamento (UE) 

Nº1129/2011 do Parlamento Europeu e do Conselho de 11 de Novembro de 2011 relativo a 

aditivos alimentares) que neste iogurte se traduz numa quantidade de 20 mg de ácido sórbico para 

25 g de mistura de leite/iogurte. 

Tabela 3.6.1 Composição dos iogurtes produzidos. 

Iogurte 
Ácido sórbico 

(mg) 

ECM 

(mg) 

ECA 

(mg) 

CN - - - 

CP 20 - - 

M1 - 20 - 

M2 - 40 - 

AB1 - - 20 

AB2 - - 40 

MIXA - 20 20 

MIXAP 20 20 20 
Nota: CN – controlo negativo, CP – controlo positivo, M1 – Iogurte de melão 1, M2 – iogurte de melão 2; AB1 – iogurte de abóbora 

1; AB2 – iogurte de abóbora; MIXA – iogurte com extratos de melão e abóbora; MIXAP -iogurte com extrato de melão e abóbora 

e ácido sórbico, ECM – extrato de casca de melão, ECA – extrato de casca de abóbora. 
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Posteriormente, procedeu-se à incubação do iogurte, durante 11 horas, numa estufa a 40 º C. 

Após este tempo, os iogurtes foram transferidos para o frigorífico, mantendo-se a 2 º C. 

3.7 Testes de estabilidade 

3.7.1 Teste de pH 

O valor de pH dos iogurtes foi determinado com recurso a um medidor de pH digital, 

tendo as amostras sido diluídas a uma proporção de 1:9 (m/V). Os testes de pH foram realizados 

ao final de 1 e 14 dias após o armazenamento dos iogurtes (Umeyra Bakirci et al., 2016).  

3.7.2 Sinérese 

A análise da sinérese do iogurte foi realizada de acordo com (Cho et al., 2020), com ligeiras 

modificações. Amostras de 2 g de iogurte foram centrifugadas a 700 g, durante 20 min, a 

aproximadamente 4 º C. O sobrenadante foi posteriormente recolhido e pesado. Os testes foram 

realizados ao final de 1 e 14 dias após o armazenamento dos iogurtes. 

3.7.3 Capacidade antimicrobiana 

Para os ensaios antibacterianos, foi desenvolvido o método de difusão em poços de ágar, 

para a determinação da atividade antimicrobiana, com o meio de cultura PCA, semelhante ao 

método realizado por (Neglo et al., 2021). Para tal, foram selecionadas as bactérias Staphylococcus 

aureus e Escherichia coli, cujas suspensões foram realizadas como indicado no Subcapítulo 3.5. 

Após a inoculação das estirpes sobre as placas, foram delimitados 4 quadrantes e abertos 4 poços 

no ágar, com uma pipeta de Pasteur esterilizada. Foi adicionado cerca de 0,5 mL de iogurte a cada 

um dos poços, tendo sido feitas 3 réplicas para cada iogurte. As placas foram incubadas a 37 º C, 

numa estufa, durante 24 horas, após o qual foram avaliados os halos de inibição de atividade dos 

microrganismos. 

 Adicionalmente, para verificação de uma possível contaminação dos iogurtes, foram 

realizados ensaios de espalhamento do iogurte nas placas, com meio de cultura ágar rosa bengala 

com cloranfenicol (RBC), para a verificação da presença de leveduras e bolores, e com o meio de 

cultura caldo lauril sulfato (LSA), e para a verificação de Escherichia coli. Este método foi 

adaptado de (Jerry O. et al., 2016). Cada amostra de iogurte foi diluída em série misturando, num 

tubo de ensaio, primeiramente, 1 mL de iogurte em 9 mL de solução de 0,9 % de NaCl. 

Seguidamente, 1 mL da mistura do primeiro tubo de ensaio foi colocada num segundo que já 

continha 9 mL da solução salina, sendo obtida a segunda diluição. Este processo foi repetido o 
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número de vezes necessário até se obter as diluições pretendidas. Finalmente, cerca de 1 mL das 

soluções obtidas nos diferentes tubos de ensaio foram colocadas no centro das placas e 

posteriormente espalhadas. Foram também criadas placas com iogurte sem diluição. Todas as 

placas foram incubadas a 37 ºC  , numa estufa, durante 24 horas, após o qual foi verificado se 

ocorreu o crescimento de microrganismos. 

3.7.4 Conteúdo fenólico total 

O conteúdo fenólico total dos iogurtes foi determinado de acordo com o processo indicado 

para os extratos, no Subcapítulo 3.5. Para além da preparação do branco e das amostras em cuvetes, 

foi preparado o branco da amostra, que consistia em apenas 20 µL de iogurte com 1980 µL de 

água ultrapura. O teste do conteúdo fenólico foi realizado 1 e 14 dias após o armazenamento dos 

iogurtes (Taneva & Zlatev, 2020). 

3.7.5 Capacidade antioxidante 

A capacidade antioxidante dos iogurtes foi determinado de acordo com o processo indicado 

para os extratos, no Subcapítulo 3.5. O teste do conteúdo fenólico foi realizado 1 e 14 dias após o 

armazenamento dos iogurtes (Taneva & Zlatev, 2020). 

3.7.6 Viscosidade aparente 

A viscosidade das amostras em função da taxa de deformação, entre 1 s-1 e 100 s-1, foi 

determinada com recurso a um reómetro, a 25 º C (Najgebauer-Lejko et al., 2020). Este parâmetro 

foi determinado 1 e 14 dias após a produção dos iogurtes. Adicionalmente, no dia 1, foi 

desenvolvido um ensaio da viscosidade aparente em função da temperatura, com uma subida de 

temperatura de 2 º C a 25 º C, e a descida, a uma taxa de deformação de 80 s-1.  

3.8 Acondicionamento, tratamento e destino dos resíduos 

Os resíduos líquidos gerados, que consistiam, na sua maioria, em soluções orgânicas com 

etanol e metanol, foram recolhidos em recipientes fechados, devidamente identificados, e 

armazenados longe da luz e de possíveis fontes de ignição para depois serem encaminhados para 

o EcoFEUP (Sistema de Gestão Ambiental da FEUP) com vista ao seu tratamento. 
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4 Resultados e Discussão 

4.1 Obtenção dos extratos 

As cascas de melão e de abóbora foram tratadas através de dois processos de secagem 

diferentes. As cascas de melão foram secas com recurso à congelação seguida da liofilização, um 

processo eficaz, mas dispendioso, principalmente porque demora bastante tempo o que lhe confere 

elevados custos energéticos. As cascas de abóbora foram introduzidas em recipientes abertos de 

vidro e posteriormente secas num forno de vidro, durante cerca de 15 horas, envolvendo custos 

energéticos inferiores mesmo que, terminado este processo, tenha sido necessário colocar as cascas 

durante a noite na estufa, a 60 º C, para completar a sua secagem (já que se verificou que a amostra 

ainda aparentava estar húmida devido à presença de gotas de água nas paredes dos recipientes de 

vidro). 

Tendo-se alcançado, em ambos os casos, a secagem completa das cascas, o processo mais 

viável de ser utilizado a nível industrial parece ser aquele que recorre apenas à estufa ou ao forno 

de vidro em conjunto com a estufa, por ser mais económico. Aliás,  (Morais et al., 2015) 

verificaram que, para a casca de melão, apesar de o conteúdo fenólico extraído ser superior para 

cascas liofilizadas do que para cascas secas no forno, a capacidade antioxidante era superior para 

as cascas secas no forno.  

Os extratos das cascas de melão e abóbora foram obtidos por dois processos ligeiramente 

diferentes, ambos recorrendo ao método de extração por Soxhlet. As cascas de melão foram 

sujeitas a uma primeira extração com ultrassons, que provoca o rompimento das células, tendo em 

vista aumentar o rendimento da extração por Soxhlet. A cascas de abóbora foram sujeitas apenas 

a Soxhlet. Este método de extração foi selecionado por ser adequado à extração dos CBAs de 

interesse, ter baixos custos de operação e ser de simples manipulação (Patra et al., 2022). 

Relativamente ao solvente de extração, é importante mencionar que, como se pretende 

incorporar os extratos em alimentos, o solvente tem de ser reconhecido como Generally 

Recognized As Safe (GRAS). Assim, optou-se pela utilização do etanol, um solvente ligeiramente 

menos polar que o metanol. Apesar de, na literatura, o metanol ser o solvente mais utilizado, para 

(Saavedra et al., 2015), o rendimento de extração foi superior quando utilizado etanol (70 %) em 

vez do metanol (70 %). 
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(Gómez-García et al., 2021; Mallek-Ayadi et al., 2017) procederam a extrações de 

compostos da casca de melão com o solvente de extração metanol (80 %) e etanol (95 %), 

respetivamente, tendo sido identificados compostos fenólicos, carotenóides e flavonóides nos 

extratos obtidos. Contudo, ainda que os compostos extraídos sejam coincidentes com os de 

interesse no presente estudo, optou-se por aumentar a razão amostra-solvente de extração (quer 

para a casaca de melão quer para a casca de abóbora) para 1:20, e não utilizar a razão de 1:10 

utilizada nos artigos anteriores, uma vez que quanto maior este parâmetro maior o rendimento de 

extração (Fontana et al., 2013). 

O rendimento obtido para as cascas de melão, de abóbora e respetivas condições de extração 

encontram-se na Tabela 4.1.1, assim como alguns resultados presentes na literatura. Os valores de 

rendimento indicados na tabela são os médios das extrações realizadas. No Apêndice A, Tabela 

A.2.2 e A.2.3 são apresentados todos os valores obtidos. 

Tabela 4.1.1 Condições de preparação de extratos de diversas cascas, e respetivos rendimentos, obtidos 

no presente estudo e referidos na literatura. 

Estudos Amostra 
Solvente de 

extração 
Condições 

Rendimento 

(%) 

Nosso estudo 

Casca de melão 

etanol 

01:20 

Soxhlet 

80 º C 

2 horas 

24,82 

Casca de abóbora 44,81 

(Tostes et al., 2016) Casca de maçã etanol 

1:50 

Sohxlet 

- 

2 horas 

58,71 

(Massa et al., 2019) 
Casca e sementes             

de abóbora 
etanol 

- 

Soxhlet 

78 º C 

8 horas 

35,80 

(Neglo et al., 2021) 
Casca de 

melancia 
metanol 

1:6 

Agitação 

21 º C 

24 horas 

16,30 

(Hrnčič et al., 2019) Casca de uva etanol 

1:9 

Soxhlet 

- 

4 horas  

73,00 

De acordo com alguns referenciais constantes da literatura, é possível verificar que os 

rendimentos de extração de cascas, com solvente de extração etanol, e com recurso ao Soxhlet 

encontram-se dentro de um intervalo de 35 % a 73 %. 



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

20 

É de salientar que os rendimentos de extração das cascas estão fortemente relacionados com 

as condições de extração, concentração de compostos que podem ser extraídos e das condições 

iniciais da amostra. Adicionalmente, deverá referir-se que a comparação poderá ser penalizada 

pelo facto de não existirem na literatura referenciais que resultem da aplicação, quer para as cascas 

de melão, quer para as cascas de abóbora, de método igual ao aplicado neste estudo. Por exemplo, 

a extração-sólido líquido com ultrassons inicial, pode permitir o aumento do rendimento de 

extração por Soxhlet dos compostos da casca de melão. 

Ainda assim, salienta-se que os rendimentos de extração para as cascas de melão e abóbora 

encontram-se próximos ou dentro intervalo dos referenciais encontrados na literatura. 

4.2 Avaliação dos extratos 

4.2.1 Determinação do conteúdo fenólico pelo método do reagente de 

Folin-Ciocalteu 

O conteúdo fenólico de cada extrato foi obtido através do método do reagente de Folin-

Ciocalteau. Os resultados obtidos para o ECM e para o ECA encontram-se na Tabela 4.2.1.1. 

Tabela 4.2.1.1 Conteúdo fenólico dos extratos de casca de melão e abóbora (mgGAEg-1
extrato) obtidos no 

presente estudo e mencionados na literatura. 

Estudos Amostra 

Conteúdo fenólico 

 mgGAE g-1
extrato  mgGAE (100gdm)-1 

Nosso estudo 

ECM 53,41 746,52 

ECA 18,21 83,96 

(Mallek-Ayadi et al., 2017)     ECM 3,32 - 

(Morais et al., 2015) ECM - 227,07 

(Salami et al., 2021) ECA 3,53 - 

(Ali & Naz, 2017) ECA 2,68 - 

Nota: GAE – equivalentes de ácido gálico, dm – matéria seca, ECM – Extrato de casca de melão, ECA – Extrato de casca de 

abóbora. 

Os resultados obtidos para ambas as cascas revelaram ser superiores aos da literatura.  
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Fatores como a espécie e maturidade da fruta, o ambiente em que esta se desenvolveu e as 

condições de armazenamento após a colheita são reconhecidos como podendo influenciar o 

conteúdo fenólico nas frutas (Shofian et al., 2011). Adicionalmente, diferenças no método, 

solvente e tempo de extração também influenciam este parâmetro. Isto pode ser confirmado por 

(Asghar et al., 2012) que determinaram que o conteúdo fenólico nos extratos de cascas de melão 

era superior, de entre 4 solventes de extração, para o metanol(polar) e o n-hexano(apolar), pois 

apesar da maior parte dos compostos fenólicos ser polar, existem alguns apolares. O etanol, sendo 

constituído por um grupo polar e apolar é capaz de dissolver ambos os tipos de compostos 

fenólicos. 

É, contudo, possível concluir que, para ambos os extratos, os valores experimentais de 

conteúdo fenólico obtidos foram, em geral, mais altos que os valores da literatura, pelo que o 

processo de extração para ambos o extrato obteve bons rendimentos. 

É interessante mencionar que o rendimento de extração inferior das cascas de melão (quando 

comparado com o rendimento de extração das cascas de abóbora), não se traduziu num menor 

conteúdo de compostos fenólicos. Uma explicação possível é que da casca de abóbora terão sido 

extraídos outros compostos solúveis em etanol, como os carotenóides, nos quais a casca de abóbora 

é rica. 

4.2.2 Determinação da capacidade antioxidante pelo DPPH 

A capacidade antioxidante dos extratos foi determinada com base no ensaio do DPPH, e 

esta encontra-se representada pela capacidade antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) e pela 

concentração inibitória média (IC50), na Tabela 4.2.2.1. 

Tabela 4.2.2.1 Resultados obtidos para a capacidade antioxidante dos extratos no presente estudo, em 

percentagem de inibição do DPPH (%), TEAC (µmolTroloxg-1
extrato) e IC50 (mgmL-1) e na literatura. 

Estudos Amostra 

Capacidade antioxidante 

Inibição do DPPH 

(%) 

TEAC 

(µmolTroloxg -1extrato) 

IC50 

(mgextrato L-1) 

Nosso estudo 

ECM 62,85 153,9 192,4 

ECA 7,398 41,91 698,0 

(Ahmad Wakid & Azrin 

binti Harun, 2020) 
ECM - - 461,0 

(Morais et al., 2015) ECM - - 225,3 
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Estudos Amostra 

Capacidade antioxidante 

Inibição do DPPH 

(%) 

TEAC 

(µmolTrolox g -1extrato) 

IC50 

(mgextrato L-1) 

(Salami et al., 2021) ECA 2,158 - - 

(Ali & Naz, 2017) ECA - - 3204 

Nota: TEAC – Capacidade antioxidante equivalente de Trolox; IC50 – Concentração inibitória média, E – extrato; ECM – Extrato 

de casca de melão, ECA – Extrato de casca de abóbora. 

O conteúdo em compostos fenólicos está relacionado com a capacidade antioxidante do 

extrato, pelo que era esperado que o ECM apresentasse uma capacidade antioxidante superior. Um 

TEAC superior significa uma maior capacidade antioxidante. A concentração inibitória média do 

ECM obtido foi inferior ao do ECA, o que se encontra concordante com os resultados. Do mesmo 

modo, para uma concentração de 250 mgextrato L
-1, o ECM apresenta uma inibição do DPPH 

consideravelmente superior. 

Verificou-se também que a capacidade antioxidante de ambos os extratos foi superior aos 

referenciais encontrados na literatura. Tal como referido anteriormente, a capacidade antioxidantes 

dos extratos é influenciada por fatores como a espécie e maturidade da fruta, o ambiente em que 

esta se desenvolveu e as condições de armazenamento após a colheita assim como diferenças no 

método, solvente e tempo de extração. Adicionalmente valores muito distintos de capacidade 

antioxidante podem ser devidos, por um lado, a diferentes protocolos de ensaio com DPPH, e por 

outro, a gamas de concentrações diferentes. A gama de concentrações, neste estudo, foi acima 

daquela em média utilizada na literatura. Para concentrações abaixo das utilizadas, verificou-se 

que a absorvância obtida era devido à cor do DPPH, pelo que foi necessário aumentar a gama de 

concentrações utilizada. 

Em todo o caso, os resultados obtidos parecem revelar que os extratos apresentam uma boa 

capacidade antioxidante. 

4.2.3 Ensaios antimicrobianos 

Nos ensaios antimicrobianos, as bactérias de referência selecionadas foram as 

Staphylococcus aureus, bactérias Gram-positivas, e as Escherichia coli, bactérias Gram-negativas. 

Estas bactérias foram selecionadas com base no seu impacto na saúde humana, particularmente 

porque estas bactérias são regularmente associadas à propagação de doenças transmitidas por 

alimentos. Como controlo positivo foi utilizado o ácido sórbico, o conservante de origem sintética 

em estudo (York & Vaughn, 1964). Os resultados dos ensaios antimicrobianos encontram-se 
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representados na Tabela 4.2.3.1. Cada amostra foi realizada em triplicado, sendo o valor 

apresentado a média dos ensaios. Na Tabela B.3.1, do Apêndice B, encontram-se os resultados 

obtidos. 

Tabela 4.2.3.1 Resultados médios obtidos para os halos de inibição dos extratos e controlos (cm), a 

concentrações 500 mgmL-1 e 1000 mgmL-1 e controlos, após 24h de incubação. 

 dhalo (cm) 

 Extrato Controlos 

Bactéria 

ECM ECA ácido sórbico 
água 

ultrapura 500 

(mgmL-1) 

1000  

(mgmL-1) 

500  

(mgmL-1) 

1000 

(mgmL-1) 

500 

(mgmL-1) 

1000 

(mgmL-1) 

S.aureus <0,9 <0,9 <0,9 1,0 <0,9 1,2 <0,9 

E.coli <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 1,4 <0,9 

Nota: ECM – Extrato de casca de melão, ECA – Extrato de casca de abóbora. 

A notação <0,9 é referente aos ensaios em que não foi possível medir o halo de inibição. 

Através da análise da Tabela 8, por um lado, verifica-se que a água não apresentou halos de 

inibição para nenhuma das bactérias. Tal era espectável, visto que a água é o controlo negativo, 

pelo que não inibe nenhuma das estirpes estudadas. Por outro lado, o ácido sórbico apresentou 

halos de inibição para ambas as estirpes, o que era esperado, visto que este é um controlo positivo 

de referência para as bactérias estudadas.  

A ausência de halos por parte do ECM, para ambas as estirpes indiciam que este extrato não 

inibe estas bactérias. No entanto, verifica-se uma ausência de estudos na literatura sobre os efeitos 

antimicrobianos do ECM e ECA.  

A título de exemplo, (Neglo et al., 2021) avaliaram os halos de inibição para ambas as 

estirpes estudadas para o extrato de casca de melancia, e concluíram que esta possuía atividade 

inibitória para ambas as estirpes, numa concentração de a 500 mgmL-1. 

Contudo, é de salientar que a não verificação dos halos não significa necessariamente que 

não ocorreu inibição. O diâmetro do halo pode ser inferior ao diâmetro do disco, pelo que não é 

visível, ou a concentração de extrato utilizada pode não conter CBAs suficientes para desencadear 

um efeito antibacteriano. Adicionalmente, neste estudo foi utilizado o método de difusão em disco, 

enquanto na referida literatura foi utilizado o método de difusão em poços, o que também pode 

influenciar os resultados. 

Quanto ao ECA, verificou-se que se desenvolveu apenas um halo de inibição na 

concentração de 1000 mgmL-1 para as bactérias de S.aureus, sendo que (Zawane Kamarudin et 

al., 2014) concluíram que o ECA apresentava halos de inibição para ambas as estirpes. A 
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justificação para esta discrepância de resultados pode, por um lado, estar na diferença de 

quantidade de extrato colocada nos discos e, por outro lado, no facto de os discos utilizados no 

procedimento da referência serem menores que os utilizados no presente estudo, pelo que, nos 

resultados experimentais, os halos podem ainda não ser visíveis. De facto, era espectável que a 

ação antibacteriana fosse superior para a S.aureus, por esta ser gram-positiva, apresentando uma 

membrana exterior de peptidoglicanos que, ao contrário da camada exterior fosfolipídica das 

bactérias gram-negativas, torna a bactéria mais permeável a substâncias antibacterianas (Zawane 

Kamarudin et al., 2014). É importante ainda mencionar que os solventes de extração utilizados 

foram diferentes, o que pode alterar a composição dos extratos e consequentemente a sua 

capacidade antimicrobiana (Zawane Kamarudin et al., 2014). 

Refira-se, finalmente, que ainda que o ECA tenha apresentado menos compostos fenólicos, 

revelou rendimento superior, levantando a hipótese de os compostos não fenólicos extraídos 

poderem ter uma atividade antimicrobiana relevante. 

4.3 Produção do iogurte 

O iogurte produzido revelou ter uma densidade aproximada de 1250 gL-1, tendo sido 

calculada diretamente a partir da massa e do volume conforme admitido por (Mumba & Tsige, 

2007). Este valor é consideravelmente superior à densidade do leite, de 1030 gL-1 (Rafaela Da 

Silva et al., 2017). De facto, a subida da densidade é um indicador do fenómeno da fermentação 

por parte das bactérias. O aumento da concentração de ácido lático, fruto da fermentação látea, 

provoca a aglomeração das caseínas, que irão alterar a consistência do leite, tornando-o mais 

espesso e denso. Na Figura 4.3.1 encontram-se os oito iogurtes produzidos, e respetiva 

composição. 
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Figura 4.3.1 Fotografia dos iogurtes desenvolvidos e respetiva composição. 

4.4 Testes de estabilidade 

A estabilidade dos iogurtes foi avaliada, nos dias 1 e 14 após a sua produção. Na Figura 

4.4.1. apresentam-se os resultados para o pH dos iogurtes.  

 

Nota: CN – controlo negativo, CP – controlo positivo, M1 – Iogurte de melão 1, M2 – iogurte de melão 2; AB1 – iogurte de abóbora 

1; AB2 – iogurte de abóbora; MIXA – iogurte com extratos de melão e abóbora; MIXAP -iogurte com extrato de melão e abóbora 

e ácido sórbico. 

Figura 4.4.1 Resultados obtidos para o valor de pH dos diferentes iogurtes, nos dias 1 e 14. 
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Relativamente ao pH, verifica-se que todos os iogurtes apresentam um valor abaixo de 4,6 

que, segundo a Internacional Dairy Foods Association (IDFA) é o valor máximo que este 

parâmetro pode exibir para iogurtes. Este é o ponto isoelétrico das caseínas, pelo que abaixo deste 

valor a atração entre proteínas aumenta permitindo que estas se agreguem, dando origem à textura 

característica do iogurte (Lee & Lucey, 2010). No 1º dia dos ensaios, a adição do ácido sórbico e 

dos extratos resultou na diminuição do pH do iogurte, face ao controlo negativo, como seria de 

esperar devido à presença dos compostos acídicos nestas substâncias. O valor do pH tem 

naturalmente de ser controlado, sendo que sabor acídico do iogurte tem influência na opinião dos 

consumidores.  

Com o contingente de não haver contaminações, a diminuição do pH é reveladora da 

produção de mais ácido lático pelas bactérias do leite, o que ocorre quando a temperatura do 

iogurte sobe, como por exemplo, quando é retirado do frigorífico. O pH reduziu-se ligeiramente 

ao longo dos 14 dias, o que era expectável. A adição dos extratos não pareceu interferir com o 

desenvolvimento das bactérias do ácido lático. 

A variação do pH é um fator que afeta propriedades físicas do iogurte, como a sinérese, 

cuja variação se encontra representada na Figura 4.4.2. 

 

Nota: CN – controlo negativo, CP – controlo positivo, M1 – Iogurte de melão 1, M2 – iogurte de melão 2; AB1 – iogurte de abóbora 

1; AB2 – iogurte de abóbora; MIXA – iogurte com extratos de melão e abóbora; MIXAP -iogurte com extrato de melão e abóbora 

e ácido sórbico. 

Figura 4.4.2 Resultados obtidos para a sinérese (%) dos diferentes iogurtes, nos dias 1 e 14. 
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A sinérese é a formação de uma camada de soro sobre o iogurte. Apesar de ser um 

fenómeno natural, a sinérese pode criar uma reação indesejada pelos consumidores. A sinérese é 

inversamente proporcional ao pH. Isto porque, mesmo com uma ligeira diminuição do pH, ocorre 

a redução da carga elétrica das micelas, o que diminui a estabilidade coloidal, resultando na 

libertação de soro por parte da matriz de gel (Walstra et al., 2005). Assim, como se verificou que 

o pH diminuiu do dia 1 para o dia 14, a sinérese aumentou dentro do mesmo tempo, pelo que os 

dados observados são concordantes. 

Outro fator de grande importância para o consumidor é a viscosidade do produto, que se 

encontra representada na Figura 4.4.3. É possível verificar que, apesar dos iogurtes apresentarem 

diferentes viscosidades iniciais, o aumento da taxa de deformação leva a uma aproximação dos 

valores de viscosidade, quer no início quer no fim do estudo. A variação da viscosidade em função 

da taxa de deformação para os mesmos iogurtes, que se encontra na Figura C.1.2 do Apêndice C, 

é semelhante nos dias 1 e 14. Adicionalmente, ao fim dos 14 dias, todos os iogurtes em que foram 

adicionados extratos ou conservantes apresentam viscosidades similares. 

Os extratos de ECM e ECA contêm, para além de fibras dietéticas, pectina que é utilizada 

como um espessante pela indústria, pelo que a viscosidade dos iogurtes com extratos é um pouco 

superior ao do controlo positivo (Umeyra Bakirci et al., 2016) (Cho et al., 2020). O controlo 

negativo destaca-se pela sua alta viscosidade, quando comparado com os restantes iogurtes, o que 

não era expectável. No entanto, durante a produção deste iogurte, não foi necessário misturá-lo 

para incorporar nenhum composto, pelo que esta pode ser uma razão para esta discrepância. O 

aumento da temperatura leva a uma clara diminuição da viscosidade dos iogurtes, sendo este 

processo irreversível, pois quando a temperatura do iogurte baixa novamente para o mesmo valor, 

a viscosidade não volta ao nível inicial. A partir dos resultados indicados na Tabela C.1.2 do 

Apêndice C, é possível afirmar que todos os iogurtes apresentaram um comportamento de fluido 

pseudoplástico.  
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Nota: CN – controlo negativo, CP – controlo positivo, M1 – Iogurte de melão 1, M2 – iogurte de melão 2; AB1 – iogurte de abóbora 

1; AB2 – iogurte de abóbora; MIXA – iogurte com extratos de melão e abóbora; MIXAP -iogurte com extrato de melão e abóbora 

e ácido sórbico. 

Figura 4.4.3 Resultados obtidos para a viscosidade aparente (mPas-1) dos iogurtes, em função da taxa de 

deformação (s-1) nos dias 1 (A) e 14 (B), e variação de viscosidade aparente com temperatura crescente 

(C) e temperatura decrescente (D), no dia 1.  

 Relativamente ao conteúdo fenólico, cujos resultados se encontram na Figura 4.4.4, é 

possível verificar que todos os iogurtes apresentam compostos fenólicos. Para os iogurtes em que 

foi incorporado os ECM e ECA, os valores de conteúdo fenólico observados resultam da possível 

existência de compostos fenólicos nestes extratos, o que já era esperado. Para o controlo negativo 

e o controlo positivo, o conteúdo fenólico determinado pode dever-se a açúcares, proteínas e 

aminoácidos naturalmente presentes no iogurte e que interferiram com a medida do TPC 

(Amirdivani & Baba, 2011). O aumento do conteúdo fenólico em quase todos os iogurtes durante 

o período de estudo pode dever-se à degradação da láctase pelas bactérias, que poderá conduzir à 

libertação de alguns compostos fenólicos (Alenisan et al., 2017).  
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Nota: CN – controlo negativo, CP – controlo positivo, M1 – Iogurte de melão 1, M2 – iogurte de melão 2; AB1 – iogurte de abóbora 

1; AB2 – iogurte de abóbora; MIXA – iogurte com extratos de melão e abóbora; MIXAP -iogurte com extrato de melão e abóbora 

e ácido sórbico. 

Figura 4.4.4 Conteúdo fenólico total dos iogurtes (mgGAE g-1
iogurte), para os iogurtes, nos dias 1 e 14.

  

O conteúdo fenólico influencia a capacidade antioxidante conforme se representa na Figura 4.4.5. 

 

Nota: CN – controlo negativo, CP – controlo positivo, M1 – Iogurte de melão 1, M2 – iogurte de melão 2; AB1 – iogurte de abóbora 

1; AB2 – iogurte de abóbora; MIXA – iogurte com extratos de melão e abóbora; MIXAP -iogurte com extrato de melão e abóbora 

e ácido sórbico. 

Figura 4.4.5 Percentagem de inibição do DPPH, para 500 mgmL-1 de iogurte, nos dias 1 e 14. 

É possível verificar que a adição dos extratos contribuiu para o aumento da capacidade 

antioxidante dos iogurtes incorporados, sendo que a capacidade antioxidante do iogurte de melão 
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dos 14 dias também era expectável pois a produção de ácido lático, aliado com a proteólise das 

proteínas, resultante da atividade metabólica das bactérias, pode formar outros compostos 

antioxidantes detetados pelo DPPH (Dziuba & Dziuba, 2014). No entanto, apesar do conteúdo 

fenólico ser superior no iogurte MIXAP, verifica-se que isso não se traduziu numa maior 

capacidade antioxidante. Apesar de não haver resultados na literatura que justifiquem esta 

diminuição, pode ter ocorrido um efeito antagónico entre os extratos e o ácido sórbico, que 

conduziram aos valores observados. Assim, este seria um ensaio importante a repetir no futuro, 

para averiguar esta diminuição.   

Relativamente aos ensaios antimicrobianos, os resultados dos halos de inibição encontram-

se na Tabela 4.4.1. É de salientar que os valores representados são os referenciais médios das três 

réplicas executadas, sendo que os resultados se encontram no Apêndice C, na Tabela C.1.3. 

Tabela 4.4.1 Resultados para os halos de inibição obtidos (cm), para os iogurtes, nos dias 1 e 14. 

  dhalo(cm) 

  Iogurtes 

Bactéria Dia CN CP M1 M2 AB1 AB2 MIXA MIXAP 

S.aureus 
1 0,9  0,9  1,0  0,9  1,2  1,1 1,1 1,2 

14     0,5  0,7  0,6  0,5  1,0  0,6 0,8 1,1 

E.coli 
1 1,1  1,2  0,9  1,0  1,2  1,0 1,2 0,9 

14 0,8  1,0  0,7   0,7   0,8  1,0 0,9  1,2 

Nota: CN – controlo negativo, CP – controlo positivo, M1 – Iogurte de melão 1, M2 – iogurte de melão 2; AB1 – iogurte de abóbora 

1; AB2 – iogurte de abóbora; MIXA – iogurte com extratos de melão e abóbora; MIXAP -iogurte com extrato de melão e abóbora 

e ácido sórbico. 

É interessante verificar que todos os iogurtes apresentaram inibição de ambas as estirpes 

de bactérias. De facto, a fermentação pelas bactérias no iogurte não só lhe permite desenvolver a 

sua textura característica, como lhe permite obter capacidades antimicrobianas. Durante a 

fermentação, as bactérias produzem produtos com efeito antimicrobiano, que incluem ácidos 

orgânicos como o ácido acético e o ácido lático. Isto diminui o pH do meio, tornando-o pouco 

propício ao desenvolvimento de leveduras e bactérias. Adicionalmente, também produzem 

bactericidas e peróxido de hidrogénio (Liao & Nyachoti, 2017). Estudos revelam que, em média, 

o pH limite para a E.coli é de 3,9 e o da S.aureus é de 4,0 (Presser et al., 1998) (Valero et al., 

2009). O valor de pH dos iogurtes, para o dia 1, foi entre 3,9 e 4,3, pelo que este fator pode explicar 

a inibição exibida. De facto, no dia 1, o iogurte (CN) que apresenta o valor de pH maior é o que 

regista o menor halo de inibição, e o com menor pH (MIXAP) é o que apresenta o maior halo de 

inibição para a S.aureus. É de salientar que o halo de inibição superior nos iogurtes com extrato e 

conservante pode indicar, por um lado, que a adição destas substâncias acídicas promoveu a 
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diminuição do pH e que, por outro lado, estes tiveram capacidade de produzir algum efeito 

antimicrobiano para além daquele proporcionado pelo meio. Isto pode ajudar a explicar também o 

facto do iogurte não apresentar contaminações por leveduras, bolores ou pela E.coli, como 

demonstram as imagens dos resultados que se encontram no Apêndice C, Figuras C.1.4 e C.1.5. 

4.5 Avaliação do produto final 

Por último, para determinar o interesse de consumidores neste tipo de produto, assim como a 

opinião sobre os iogurtes produzidos, foi desenvolvido um inquérito com uma amostra de 10 

voluntários. Foi pedido que respondessem a algumas perguntas relativamente ao seu interesse em 

produtos com conservantes de origem natural e ao seu consumo de iogurtes. Por fim, os inquiridos 

provaram os iogurtes, e avaliaram-nos de 1 (pior classificação) a 5 (melhor), em termos de cor, 

odor, textura e sabor. Por fim, foi-lhes pedido para escolher o iogurte que preferiram. No Apêndice 

D, encontram-se as perguntas e respetivas respostas. 

De facto, é possível verificar que existe interesse por parte dos inquiridos em produtos com 

aditivos de origem natural, sendo que 50 % dos inquiridos revelaram preferir um produto com 

conservantes de origem natural, ao invés de origem sintética. 

Relativamente ao iogurte, verifica-se que é amplamente consumido, tendo apenas 20 % dos 

inquiridos respondido que o consomem uma vez por semana ou menos.  O sabor e valor nutricional 

são os fatores com mais predominância na escolha, mas 80 % dos inquiridos revela-se disponível 

para abdicar do mesmo se o iogurte tiver incorporados conservantes de origem natural, ao invés 

de sintética. 

Em geral, os inquiridos classificaram a cor dos iogurtes como apelativa, tendo, no entanto, os 

iogurtes em que ECM foi incorporada uma classificação inferior. Isto pode ser devido à cor 

esverdeada do iogurte que, em geral, é indesejada no que toca a alimentos láteos. Similarmente, 

os iogurtes incorporados com ECM apresentaram uma classificação inferior para o odor enquanto 

o cheiro a abóbora foi bem aceite. Relativamente à textura, os inquiridos preferiram os iogurtes 

que não incorporassem o extrato, provavelmente devido à viscosidade mais elevada. Por fim, o 

sabor a abóbora dos iogurtes incorporados com ECA agradou aos inquiridos, enquanto os 

incorporados com ECM não. De facto, os iogurtes com ECA apresentaram classificações 

semelhantes ao controlo negativo e controlo positivo, pelo que a adição deste extrato acrescentou 

um sabor agradável ao iogurte. 

Por fim, foi pedido aos inquiridos para indicarem que iogurte seria mais provável adquirirem. 

Sem surpresa, atendendo ao anteriormente descrito, os iogurtes cujo ECA foi incorporado foram 
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os que apresentaram melhores classificações, pelo que estes parecem ser produtos de potencial 

interesse.  
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5 Conclusões 

Este projeto teve por objetivo a avaliação dos extratos de casca de melão e abóbora como 

substitutos para os conservantes de origem sintética, neste caso o ácido sórbico, em iogurtes. 

Assim, começou-se por extrair os compostos das cascas de melão, realizando dois tipos diferentes 

de extrações sólido-líquido usando ultrassons seguida de Soxhlet. A extração sólido-líquido das 

cascas de abóbora foi realizada por recurso apenas a Soxhlet. Os rendimentos de extração obtidos 

foram 23,84 % e 39,78 %, para as cascas de melão e abóbora, respetivamente, sendo, portanto, o 

rendimento de extração das cascas de melão inferior ao de abóbora. No entanto, este rendimento 

não se traduziu num menor conteúdo fenólico para este extrato, obtendo-se 53,41 mgGAEg-1
extrato 

para o extrato de casca de melão e 18,21 mgGAEg-1
extrato para o extrato de casca de abóbora. Com 

isto foi possível concluir que, durante a extração dos Compostos BioActivos da casca de abóbora, 

nomeadamente compostos fenólicos, foram também extraídos outros compostos solúveis em 

etanol. Um maior conteúdo em compostos fenólicos permitiu ao extrato de casca de melão uma 

maior capacidade antioxidante, revelada por uma percentagem de inibição do DPPH de 62,85 %, 

um TEAC de 153,9 µmolTroloxg-1
extrato e um IC50 de 192,4 mgextratoL-1, quando comparado com os 

resultados do extrato de casca de abóbora, de uma percentagem de inibição do DPPH de 7,398 %, 

um TEAC de 41,91 µmolTroloxg-1
extrato e um IC50 de 698,0 mgextratoL-1. Relativamente à capacidade 

antimicrobiana, apenas o extrato de abóbora revelou efeito inibitório contra a a Staphylococcus 

aureus. Não se verificou efeito inibitório de nenhum dos extratos para a Escherichia coli. 

 Os iogurtes incorporados com os extratos revelaram propriedades semelhantes ao do 

iogurte com o aditivo sintético, o ácido sórbico. Os primeiros apresentaram um valor de pH inicial 

inferior ao do iogurte sem nenhum aditivo, fruto da adição de compostos acídicos. Do dia 1 ao dia 

14 dos ensaios, verificou-se um decréscimo do pH, consequência da produção de ácido lático pelas 

bactérias, o que, conforme esperado, acabou por afetar o nível de sinérese, que aumentou para 

todos os iogurtes. Relativamente à viscosidade, os iogurtes incorporados com extratos revelaram 

viscosidades superiores, quando comparados com o iogurte com conservante sintético, muito 

provavelmente devido à adição de fibras e outros compostos com propriedades espessantes 

presentes nos extratos. O aquecimento do iogurte provocou uma diminuição irreversível da 

viscosidade, e todos apresentaram um comportamento de fluido pseudoplástico.  Todos os iogurtes 

apresentaram conteúdo fenólico, resultado da produção de compostos secundários fenólicos 

durante a produção de ácido lático pelas bactérias, sendo o iogurte com maior conteúdo fenólico 

o iogurte com uma mistura de ácido sórbico e extratos. No entanto, isto não se traduziu numa 
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maior capacidade antioxidante deste iogurte, sendo o iogurte com extrato de casca de melão o que 

acabou por apresentar maior capacidade antioxidante. Após a avaliação sensorial do iogurte, os 

iogurtes com extrato de casca de abóbora foram os preferidos por um painel de 10 voluntários.  

 Em suma, foi possível obter iogurtes incorporados com extratos de subprodutos agrícolas, 

que são candidatos a substituir os conservantes de origem sintética, como revelado pelas suas 

capacidades antioxidantes, antimicrobianas e capacidade de manter as características do iogurte 

estudadas estáveis durante um período de armazenamento de 14 dias. Adicionalmente, conseguiu 

-se um produto, enriquecido em compostos bioativos, ou seja, foi desenvolvido um produto de 

valor acrescentado, sustentável e com base na economia circular, que permite a reaplicação de 

subprodutos agrícolas e está de acordo com a recente procura dos consumidores por produtos 

saudáveis e sem aditivos de origem sintética. Seria no futuro interessante realizar uma avaliação 

dos custos associados ao processo, no sentido de perceber a viabilidade económica do mesmo, e 

possibilitar a sua otimização. 
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6 Avaliação do trabalho realizado 

6.1 Objetivos Realizados 

O trabalho desenvolvido cumpriu os objetivos inicialmente definidos. Foi possível 

desenvolver um produto de valor acrescentado, no qual se valorizou as cascas de melão e de 

abóbora. Os extratos obtidos foram avaliados e incorporados nos iogurtes, sendo estes sujeitos a 

testes de estabilidade, tendo sido verificado que os extratos seriam bons candidatos a substituir ou 

a diminuir concentração conservantes de origem sintética. 

6.2 Trabalho futuro 

Como trabalho futuro, sugere-se a procura de um método de secagem com uma melhor 

relação eficiência/custo. Acrescenta-se a otimização do processo de extração, nomeadamente 

aumentando o rendimento e permitindo a extração em maiores quantidades, para tornar o processo 

mais eficiente. Adicionalmente, seria interessante desenvolver um estudo sobre o efeito do 

solvente de extração, nomeadamente a utilização de misturas hidroalcoólicas (etanol e água). 

Seria também interessante, para comparação, o desenvolvimento de outras técnicas de 

avaliação da capacidade antioxidante, como o ABTS, ORAC e FRAP. 

Seria igualmente interessante uma análise aos extratos, para verificar a sua composição, 

através de, por exemplo, cromatografia líquida de alta performance HPLC/DAD ou cromatografia 

em fase líquida com detetor de espectrometria de massa, LC-MS, para concluir que compostos 

permitem as características apresentadas pelos extratos, tendo como compostos padrão os 

principais, ou seja os compostos fenólicos e os carotenóides. 

Seria também importante identificar/quantificar os pesticidas que possam encontrar-se na 

superfície das cascas, provenientes de práticas agrícolas, e avaliar se estavam abaixo dos limites 

legais.  

O desenvolvimento de ensaios toxicológicos e mais testes de estabilidade seria também 

importante, tendo em conta o objetivo de comercialização dos iogurtes. Por fim, o efeito da 

microencapsulação dos extratos seria etapa interessante, para permitir a libertação controlada dos 

compostos bioativos nos extratos e, ao mesmo tempo, protegê-los, permitindo assim maiores 

tempos de prateleiros dos produtos incorporados. 
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6.3 Apreciação Final 

Este trabalho permitiu-me conhecer as características de um projeto de investigação, 

possibilitando-me a oportunidade de desenvolver novas competências e aprender e desenvolver 

diversas técnicas laboratoriais. Possibilitou-me também a oportunidade de produzir um produto 

desde o início, e de o fazer numa das áreas que mais interesse me desperta, dos produtos 

alimentares naturais e ecológicos. A oportunidade de criar um produto mais sustentável, e que 

permitiu contribuir para o reaproveitamento de desperdícios alimentares foi interessante e 

desafiante e permitiu melhorar os meus conhecimentos nesta área. 
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Apêndice A – Produção dos extratos 

A.1 Análise estatística 

 Os dados estatísticos foram avaliados através do cálculo da média aritmética, que consiste 

no quociente entre o somatório dos valores obtidos e o número de ensaios, e através do desvio-

padrão associado à média aritmética, sendo este a medida de dispersão em torna da média 

populacional de uma variável aleatória. A média aritmética e o desvio padrão são dados pelas 

Equações A.1.1 e A.1.2, respetivamente. 

𝑥̅ =
∑ 𝑥𝑖

𝑛
𝑖=1

n
 

𝜎 = √
∑ (𝑥𝑖 − x̅)2n

i=1

n
 

Equação A.1.1 

 

Equação A.1.2 

 

A.2 Extração dos Compostos Bioativos 

Forno de secagem de vidro 

Na Figura A.2.1 é apresentada a fotografia do forno de secagem de vidro utilizado na 

primeira fase de secagem das cascas de abóbora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A.2.1 Fotografia do forno de vidro usado no processo de secagem da casca de abóbora. 

 

 



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

Apêndice A – Produção dos extratos 47 

Secagem das cascas de melão e de abóbora 

Na Figura A.2.2 encontram-se representadas por fotografias as cascas de melão e abóbora 

após a secagem.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A.2.2 Fotografias das cascas de melão (A) e de abóbora (B), após a secagem. 

A percentagem de resíduo seco, calculada através da Equação A.2.1, é importante para 

verificar a percentagem de água retirada da amostra inicial, pelo que mamostra fresca representa a massa 

da amostra antes da secagem e mamostra seca representa a massa de amostra após o processo de 

secagem. 

Resíduo seco (%) =  
𝑚amostra seca

𝑚amostra fresca
× 100 Equação A.2.1 
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Rendimento de extração 

A Figura A.2.3 exemplifica, através de uma fotografia, o processo de ESL com o extrator 

Soxlet seguida da evaporação do solvente através do evaporador rotativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A.2.3. Fotografia da montagem da extração com recurso ao Soxhlet (A) e da evaporação do 

solvente com o evaporador rotativo (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos – Incorporação em iogurtes 

Apêndice A – Produção dos extratos 49 

Rendimento de extração 

O rendimento da extração é calculado através da massa inicial de cascas, mcascas, e a massa 

do extrato final, mextrato. É possível calcular este rendimento a partir da Equação A.2.2. 

Rendimento extração (%) =  
𝑚extrato

𝑚cascas
× 100 Equação A.2.2 

Assim, na Tabela A.2.1 é possível encontrar os valores para os rendimentos de extração 

das cascas de melão e, na Tabela A.2.2 os valores obtidos para os rendimentos de extração das 

cascas de abóbora, assim como os seus valores médios e desvio-padrão. 

Tabela A.2.1. Rendimentos (%) obtidos na extração de cascas de melão. 

Amostra 
Razão A/S 

(m/V) 

Massa casca 

(g) 

Massa de extrato 

(g) 

Rendimento 

(%) 

1 

1:20 

2,5345 0,5856 23,10 

2 2,4980 0,5670 22,70 

3 2,5051 0,6440 25,71 

𝑥̅ ± 𝜎 - 2,51±0,02 0,60±0,03 24±1 
Nota: Razão A/S – Razão amostra/solvente 

Tabela A.2.2. Rendimentos (%) obtidos na extração de cascas de abóbora. 

Amostra 
Razão A/S 

(m/V) 

Massa casca 

(g) 

Massa de extrato 

(g) 

Rendimento 

(%) 

1 

1:20 

2,5456 0,9754 38,32 

2 2,6286 1,0432 39,69 

3 2,5034 1,0348 41,34 

𝑥̅ ± 𝜎 - 2,56±0,05 1,02±0,03 40±1 
Nota: Razão A/S – Razão amostra/solvente 
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Apêndice B – Avaliação dos extratos 

B.1 Determinação do conteúdo fenólico pelo método do reagente de 

Folin-Ciocalteu 

 O método do Reagente de Folin-Ciocalteu consiste na aferição da quantidade fenólica total 

de uma amostra, através da equivalência ao ácido gálico. Quando este reagente encontra um 

composto capaz de se reduzir, ocorre a reação, que leva a mudança de cor da solução de amarelo 

para azul. A representação esquemática da reação encontra-se na Figura B.1.1.  Quanto mais 

intensa a coloração azul de uma solução, maior será a concentração em compostos oxidantes. 

Figura B.1.1. Esquema da reação com o reagente de Folin-Ciocalteu. 

Para desenvolver este método, foi necessário preparar 9 soluções em cuvetes, um branco e 

4 amostras para cada extrato, estando a composição das soluções representadas na Tabela B1.1. 

As amostras tinham uma concentração de 1 g L -1 e o carbonato de sódio de 333 g L -1. 

Tabela B.1.1. Volume de reagente (µL) utilizado na preparação das soluções do ensaio Folin-Ciocalteau. 

Reagente 
Água 

(µL) 

Amostra 

 (µL) 

Carbonato de sódio 

(µL) 

Reagente Folin-Ciocalteu 

(µL) 

Branco 1600 - 300 100 

Amostra 1580 20 300 100 

 A partir dos valores obtidos para absorvância, foi possível determinar a concentração 

fenólica de cada amostra em equivalentes a ácido gálico. Para isso, foi necessário construir a reta 

de calibração, com a concentração de ácido gálico (mg L -1) em função da absorvância. A reta de 

calibração e respetiva representação encontram-se na Figura B.2.2 e na Equação B.1.1. 
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Figura B.1.2. Representação da reta de calibração da absorvância das amostras de ácido gálico, em função 

da concentração (mg L -1). 

A equação da reta de calibração obtida encontra-se na Equação B.1.1. 

Concentraçãoácido gálico = 0,0767 × absorvância − 0,00950 Equação B.1.1 

Os valores de absorvância médios obtidos para a solução de extrato de melão e de 

abóbora, foram: 

AbsECM = 3,167 × 10−2 

AbsECA =  4,667 × 10−3 

Finalmente, a partir destes valores foi possível obter a concentração de compostos 

fenólicos, em cada amostra de extrato, a partir da equação B.1.2,  

em que o Vcuvete representa o volume total dentro da cuvete, de 2 mL, e Vsolução da amostra o volume 

de amostra dentro da cuvete, 20 µL, tendo sido obtidos os resultados em mgGAE g -1
extrato. 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜𝐸𝐶𝑀 = 53,41 mgGAE gExtrato
−1    

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜𝐸𝐶𝐴 = 18,21 mgGAE gExtrato
−1  
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B.2 Determinação da capacidade antioxidante pelo método DPPH 

O método do DPPH determina a capacidade que um antioxidante tem em reduzir o radical 

de DPPH•, através da transferência de um hidrogénio. O radical de DPPH é violeta, mas, quando 

se reduz, fica amarelo. Assim, a intensidade da cor amarela de uma solução de DPPH e amostra é 

um indicador da capacidade antioxidante da mesma. O esquema da reação encontra-se na Figura 

B.2.1, em que o antioxidante é representado por A-H, pois é nesta forma que normalmente se 

encontram os compostos fenólicos. 

 

Figura B.2.1. Representação esquemática da reação de redução do DPPH. 

Para se proceder a este método, foi necessário preparar uma microplaca de 96 poços para 

cada uma das amostras de extrato. O esquema da microplaca encontra-se na Figura B.2.2. 

 

Figura B.2.2. Esquema da microplaca e respetiva legenda. 

A concentração das amostras de extrato de melão e abóbora preparadas foram 2500 mg L -

1 e 10000 mgL -1, respetivamente. Como solvente foi utilizada uma solução de metanol e água, 

numa proporção de 4:1 (V/V). 

A partir dos valores obtidos da absorvância a λ=515 nm para cada uma das placas, foi 

possível obter a percentagem de inibição (%), a IC50 (mgextrato L -1) e TEAC (mgTroloxg-1
extrato). 
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Primeiramente, calculou-se a percentagem de inibição de DPPH, através da Equação B.2.1.  

Inibição (%) =
Acontrolo − Aamostra

Acontrolo
× 100 Equação B.2.1 

 Sendo que Aamostra é a absorvância dos poços com amostra e Acontrolo é a absorvância dos 

poços com apenas solvente e DPPH. 

Assim, a partir desta equação, foi possível obter os valores da percentagem de inibição de 

DPPH, para cada concentração de amostra, resultados que se encontram representados na Tabela 

E.  

Tabela B.2.1. Percentagem de inibição do DPPH (%) cada concentração de extrato. 

ECM ECA 

Concentração 

(mgL-1) 

Inibição 

(%) 

Concentração 

(mgL-1) 

Inibição 

(%) 

250 62,85 1000 75,22 

150 40,61 750 20,12 

100 39,41 500 13,56 

50 27,24 250 7,40 

25 14,12 100 5,37 

15 8,33 75 2,20 

10 7,56 50 0,45 

 

Posteriormente, para aferir a concentração inibitória média, IC50, desenvolveu-se uma reta 

de calibração para cada amostra, com a percentagem de inibição de DPPH em função da 

concentração. Esta reta encontra-se representada na Figura B.2.3. 
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Figura B.2.3. Representação da reta de calibração da percentagem de inibição de DPPH, em função da 

concentração (mgL-1), para o ECM e para o ECA. 

Assim, foi possível obter a concentração de inibição média segundo a Equação B.2.2, 

IC50 =
50 − 𝑏

𝑎
 Equação B.2.2 

a partir do declive, a, e da ordenada na origem, b, para cada reta, foi possível obter os resultados 

para o IC50, para os extratos de ambas as cascas. 

O valor 50 representa o eixo das ordenadas, visto que o IC50 é definido como a 

concentração para a qual a percentagem de inibição é 50 %. 
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Finalmente, para determinar a TEAC, foi determinado o IC50 do Trolox, pelo mesmo 

método descrito. A reta de calibração do trolox encontra-se representada na Figura B.2.4. 

 

Figura B.2.4. Representação da reta de calibração da percentagem de inibição de DPPH, em função da 

concentração (mgL-1), para a solução de trolox. 

IC50 Trolox = 7,417 mgTrolox L−1 

Assim, tendo em conta a massa molar do Trolox (250,59 gmol-1), obtém-se o TEAC para 

o ECM e o ECA, a partir da Equação B.2.3,  

TEAC =
IC50 Trolox

IC50 extrato
∙

1

MMTrolox
∙ 1000 Equação B.2.3 

Em que o IC50Trolox representa a concentração inibitória média do Trolox, IC50extrato, a 

concentração inibitória média do extrato e MMTrolox a massa molar do Trolox, tendo-se obtido os 

resultados em mgTroloxg-1
extrato. 

𝑇𝐸𝐴𝐶𝐸𝐶𝑀 = 153,85 µ𝑚𝑜𝑙𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥 𝑔𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜
−1  

𝑇𝐸𝐴𝐶𝐸𝐶𝐴 = 41,91 µ𝑚𝑜𝑙𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥 𝑔𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜
−1  
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B.3 Atividade antimicrobiana 

A atividade antimicrobiana dos extratos foi verificada através de antibiogramas realizados 

a partir do método da difusão em disco, para as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia 

coli.  

 Na Tabela B.3.1 encontram-se os valores obtidos para os halos de inibição para cada um 

dos extratos e bactérias. É de salientar que, para o valor dos halos para o controlo positivo, ácido 

sórbico, e controlo negativo, água ultrapura, foram selecionados 3 valores mais parecidos dos 4 

obtidos para cada bactéria. 

Tabela B.3.1. Diâmetro dos halos de inibição obtidos (cm), para as bactérias as bactérias Staphylococcus 

aureus e Escherichia coli, e para concentrações de 500 mgL-1 e 1000 mgL-1 de extrato. 

 dhalo(cm) 

 Extrato Controlos 

Bactéria 

ECM ECA ácido sórbico 
água 

ultrapura 500  

(mgmL-1) 

1000 

(mgmL-1) 

500 

(mgmL-1) 

1000 

(mgmL-1) 

500 

(mgmL-1) 

1000 

(mgmL-1) 

S.aureus 

<0,9 <0,9 <0,9 0,9 <0,9 1,2 <0,9 

<0,9 <0,9 <0,9 1,0 <0,9 1,1 <0,9 

<0,9 <0,9 <0,9 1,0 <0,9 1,0 <0,9 

𝑥̅ ± 𝜎 <0,9 ± 0,0 <0,9 ± 0,0 <0,9 ± 0,0 0,93 ± 0,05 <0,9 ± 0,0 1,10 ± 0,08 <0,9 ± 0,0 

E.coli 

<0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 1,4 <0,9 

<0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 1,3 <0,9 

<0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 1,4 <0,9 

𝑥̅ ± 𝜎 <0,9 ± 0,0 <0,9 ± 0,0 <0,9 ± 0,0 <0,9 ± 0,0 <0,9 ± 0,0 1,33 ± 0,05 <0,9 ± 0,0 

Nota: ECM - Extrato de casca de melão, ECA – Extrato de casca de abóbora 

A notação <0,9 é referente aos ensaios em que não foi possível medir o halo de inibição 
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Apêndice C – Avaliação dos iogurtes 

C.1 Ensaios de estabilidade 

 Durante os ensaios de estabilidade, foram necessários equipamentos, como é caso o 

medidor de pH e o reómetro, para determinar a viscosidade dos iogurtes, em função da taxa de 

deformação, e a viscosidade em função da temperatura. Na figura C.1.1 encontram-se as 

montagens de ambos os equipamentos a ser utilizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.1.1. Fotografia dos equipamentos utilizados nos ensaios de estabilidade, o reómetro (A) e o 

medidor de pH (B). 

Relativamente aos ensaios do pH e da sinérese, realizados nos dias 1 e 14 após a produção 

dos iogurtes, os resultados podem ser verificados na Tabela C.1.1.  

Tabela C.1.1 Valores de pH e sinérese (%) obtidos para os iogurtes, para os dias 1 e 14.  

Iogurte Dia pH 
Sinérese 

(%) 

CN 
1 4,24 27,23 

14 3,8 31,63 

CP 
1 3,98 16,98 

14 3,82 18,16 

M1 
1 3,96 11,46 

14 3,91 13,72 

M2 
1 3,93 14,35 

14 3,77 18,31 

A B 
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Iogurte Dia pH 
Sinérese 

(%) 

AB1 
1 4,00 12,98 

14 3,78 14,95 

AB2 
1 4,02 23,76 

14 3,85 24,54 

MIXA 
1 4,01 13,79 

14 3,73 17,39 

MIXAP 
1 3,90 12,13 

14 3,76 14,23 

Nota: CN – controlo negativo, CP – controlo positivo, M1 – Iogurte de melão 1, M2 – iogurte de melão 2; AB1 – iogurte de abóbora 

1; AB2 – iogurte de abóbora; MIXA – iogurte com extratos de melão e abóbora; MIXAP -iogurte com extrato de melão e abóbora 

e ácido sórbico 

 Em relação à viscosidade, a curva representativa, em escala logarítmica, da viscosidade em 

função da taxa de deformação, para cada iogurte, encontra-se na Figura C.1.2 e C.1.3.   

 

Figura C.1.2. Resultados para a viscosidade aparente (mPas-1) em função da taxa de deformação (s-1), em 

escala logarítmica, para os iogurtes CN (A), CP (B), M1 (C), M2 (D), para os dias 1 e 14. 
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Figura C.1.3. Resultados para a viscosidade aparente (mPas-1) em função da taxa de deformação (s-1), em 

escala logarítmica, para os iogurtes AB1 (E), AB2 (F), MIXA (G), MIXAP (H), para os dias 1 e 14. 

 Com o objetivo de determinar o índice de potência (n), utilizou-se o Modelo de Lei da 

Potência, representada na Equação C.1.1,  

em que 𝜂 é viscosidade em função da taxa de deformação, 𝛾̇, e K é o índice de consistência. 

 O n é indicador do comportamento do fluido: 

n<1 Fluido pseudoplástico 

n=1 Fluido newtoniano 

n>1 Fluido dilatante 

 

 Assim, a partir da curva da viscosidade em função da taxa de deformação é possível 

determinar a linha de tendência em exponencial, o que permite obter o K e (n-1). Finalmente, o n 

é calculado. 

Os resultados do K, (n-1) e n encontram-se resumidos na Tabela C.1.2.  

 

𝜂 = 𝐾 · 𝛾̇𝑛−1 Equação C.1.1 
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Tabela C.1.2. Índice de consistência (mPasn) e índice do comportamento do fluido para os iogurtes, nos 

dias 1 e 14. 

Iogurte Dia 
K 

n-1 n 
(mPasn) 

CN 
1 3030,50 -0,52 0,48 

14 3824,80 -0,64 0,36 

CP 
1 686,59 -0,32 0,68 

14 618,29 -0,30 0,70 

M1 
1 545,90 -0,25 0,75 

14 544,66 -0,32 0,68 

M2 
1 501,14 -0,24 0,76 

14 501,85 -0,29 0,71 

AB1 
1 1089,30 -0,34 0,66 

14 543,24 -0,28 0,72 

AB2 
1 462,81 -0,25 0,75 

14 332,94 -0,21 0,79 

MIXA 
1 525,22 -0,24 0,76 

14 474,15 -0,28 0,72 

MIXAP 
1 378,32 -0,26 0,75 

14 414,52 -0,27 0,73 
 Nota: CN – controlo negativo, CP – controlo positivo, M1 – Iogurte de melão 1, M2 – iogurte de melão 2; 

AB1 – iogurte de abóbora 1; AB2 – iogurte de abóbora; MIXA – iogurte com extratos de melão e abóbora; 

MIXAP -iogurte com extrato de melão e abóbora e ácido sórbico. 
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Os ensaios antimicrobianos caracterizam-se pela formação de um halo de inibição em torno 

do poço com iogurte. Os resultados encontram-se na Tabela C.1.3. 

Tabela C.1.3 Valores dos halos de inibição (cm) para os iogurtes, para as duas bactérias estudadas, nos 

dias 1 e 14 

  dhalo (cm) 

  Iogurtes 

Bactéria Dia CN CP M1 M2 AB1 AB2 MIXA MIXAP 

S.aureus 

1 

0,8 0,9 0,9 1,0 1,2 0,9 1,1 1,5 

1,0 1,0 1,0 1,1 1,3 1,1 1,1 1,0 

0,8 0,9 1,0 0,7 1,0 1,3 1,2 1,1 

𝑥̅ 

± 

σ 

0,87 

± 

0,09 

0,93 

± 

0,05 

0,97 

± 

0,05 

0,9 

± 

0,2 

1,2 

± 

0,1 

1,1 

± 

0,1 

1,13 

± 

0,05 

1,2 

± 

0,2 

14 

0,5 0,8 0,5 0,5 0,9 0,8 0,9 1,0 

- 0,7 0,7 0,5 1,0 0,5 1,0 1,1 

0,5 0,7 0,5 - 1,0 0,5 0,5 1,2 

𝑥̅ 

± 

𝜎 

0,5 

± 

0,0 

0,77 

± 

0,05 

0,57 

± 

0,09 

0,5 

± 

0,0 

0,97 

± 

0,05 

0,6 

± 

0,1 

0,8 

± 

0,2 

1,1 

± 

0,2 

E.coli 

1 

0,9 1,5 0,9 1,2 1,0 0,9 1,1 1,0 

1,1 1,3 0,8 1,0 1,1 1,1 1,1 0,9 

1,3 0,9 0,9 0,8 1,4 1,0 1,3 0,9 

𝑥̅ 

± 

𝜎 

1,1 

± 

0,1 

1,2 

± 

0,3 

0,87 

± 

0,05 

1,0 

± 

0,2 

1,2 

± 

0,2 

1,00 

± 

0,08 

1,17 

± 

0,09 

0,93 

± 

0,05 

14 

1,0 1,0 0,5 0,5 0,8 1,1 1,1 1,2 

1,0 1,0 0,8 0,8 0,8 1,0 0,8 1,0 

0,8 1,0 0,8 0,7 - 0,9 0,9 1,4 

𝑥̅ 

± 

𝜎 

0,93 

± 

0,09 

1,0 

± 

0,0 

0,7 

±  

0,1 

0,7  

± 

0,1 

0,8 

± 

 0,0 

1,00 

± 

 0,08 

0,9 

±  

0,1 

1,20 

± 

 0,16 
Nota: CN – controlo negativo, CP – controlo positivo, M1 – Iogurte de melão 1, M2 – iogurte de melão 2; AB1 – iogurte de abóbora 

1; AB2 – iogurte de abóbora; MIXA – iogurte com extratos de melão e abóbora; MIXAP -iogurte com extrato de melão e abóbora 

e ácido sórbico. 

A notação <0,9 é referente aos ensaios em que não foi possível medir o halo de inibição. 
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Adicionalmente, foram realizados ensaios para verificar se os iogurtes poderiam conter 

contaminações por leveduras, bolores ou por E.coli. Os iogurtes foram inoculados sobre placas 

com meio LSA e RBC, e colocados na incubadora durante 24 h. Os resultados do dia 1 encontram-

se na Figura C.1.4 e os resultados do dia 14 encontram-se na Figura C.1.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.1.4 Fotografia dos meios LSA (A) e RBC (B) inoculados com os iogurtes, no dia 1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.1.5 Fotografia dos meios LSA (A) e RBC (B) inoculados com os iogurtes, no dia 14. 

 

 

 

 

A 

A 

B 

B 
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Apêndice D - Questionário 

 

Figura D.1 Distribuição da amostra por base de género (A) e idade (B) 

 

Figura D.2 Respostas às perguntas 3 e 4, relativas à preocupação dos inquiridos sobre conservantes de 

origem sintética. 

 

Figura D.3 Respostas às perguntas 5 e 6, relativamente ao consumo de iogurte dos inquiridos. 

A B 
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Figura D.4 Resposta à pergunta 7, relativamente à importância do conservante de origem natural. 

 

Figura D.5 Resposta à pergunta 8, relativamente à disponibilidade dos inquiridos em experimentar os 

iogurtes e a responder a perguntas sobre os mesmos. 

 

 

 

Figura D.6 Respostas relativas às características dos iogurtes produzidos, cor (A), textura (B), odor (C) e 

sabor (D). 

A B 

C D 
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Figura D.7 Resposta à pergunta 38, sobre a possibilidade de aquisição de um dos iogurtes. 

 


