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Resumo

Nos ultimos anos, verificou-se um aumento da procura de alimentos com conservantes de
origem natural. Paralelamente, sdo crescentemente reconhecidos os efeitos nocivos da acumulagéo
de subprodutos agricolas. Este trabalho visa desenvolver um produto de valor acrescentado, um
iogurte fortificado com extratos obtidos a partir de subprodutos agricolas, ricos em compostos

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

Os subprodutos utilizados foram cascas de meldo e abdbora, aos quais foram extraidos os
compostos bioativos. Para as cascas de mel&o, o processo foi conseguido através de duas extracdes
solido-liquido, com recurso a ultrassons e Soxhlet, obtendo-se um rendimento de 23,84 %. Para as

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

Posteriormente realizou-se a avaliacdo dos extratos obtidos, determinando o contetido
fenolico total, através do ensaio do Reagente Folin-Ciocalteu, tendo-se obtido uma concentracédo
de 53,41 mgcaeg textrato para o extrato de casca de meldo e 18,21 mgcaed exirato Para o extrato de
casca de abdbora. Seguidamente, foi determinada a capacidade antioxidante, através do ensaio
com 2,2- difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), no qual se obteve uma percentagem de inibi¢do do
DPPH de 62,85 % e 7,398 %, um TEAC de 153,9 umoltroioxg extrato € 41,91 umolroioxd “extrato, €
um ICso de 192,4 MQextratoL ™ € 698,0 MQextratoL ™ para o extrato de casca de meldo e abobora,
respetivamente. Por fim, foi avaliada a capacidade antimicrobiana, tendo sido verificado efeito
inibitdrio do extrato de casca de abobora para a Staphylococcus aureus. N&o se verificou efeito

inibitério de nenhum dos extratos para a Escherichia coli.

Finalmente produziram-se os iogurtes, tendo sido desenvolvidas oito formulagdes, com
diferencas na concentragdo de acido sorbico, o conservante sintético escolhido, e nos extratos. Os

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

Os iogurtes incorporados com extratos apresentaram caracteristicas similares ao iogurte
com 4&cido sorbico. Foram assim produzidos iogurtes cujas capacidades antioxidante e
antimicrobiana resultam da presenca de conservantes de origem natural, constituindo uma
alternativa interessante aos conservantes de origem sintética. Apesar do iogurte com extrato de
casca de meldo ser o que apresentou maior capacidade antioxidante, o iogurte com extrato de casca
de abobora apresentou melhor capacidade antimicrobiana e foi alvo da preferéncia de um painel

constituido por 10 voluntarios.

Palavras-chave: Cascas de meldo, Cascas de abodbora, Antioxidantes, Capacidade

Antimicrobiana, logurtes.
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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 mgcaeg extract for the melon
peel extract and 18.21 mgcaeg textract 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 pmoltroloxg textract and
41.91 pmoltrotoxd textract and a 1Cso of 192.4 M@extractL ™ and 698.0 MyextractL * 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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1 Introducao

1.1 Enquadramento e Apresentacao do Projeto

A qualidade da alimentacdo € um tema ao qual a sociedade tem dado cada vez mais
importancia nos ultimos anos. A procura dos consumidores por alimentos saudaveis, pouco
processados e de baixo conteido em compostos de origem sintética, como sdo exemplos alguns
dos aditivos alimentares, aumentou exponencialmente, o que levou a indUstria alimentar a procurar

alternativas de origem natural para estas substancias essenciais.

Uma classe crucial de aditivos alimentares sdo 0s conservantes, pois permitem aos alimentos
manter as suas qualidades e propriedades ao longo do tempo de armazenamento, prologando o
periodo em que os produtos podem ser armazenados para consumo. Este fator tornou-se
extremamente importante, com o aumento da globalizacdo, em que um alimento pode nédo ser
necessariamente consumido geograficamente proximo de onde foi produzido, podendo chegar a

consumidores em qualquer parte do mundo.

Uma classe de alimentos cuja manutencdo da qualidade ao longo do tempo depende da
adicdo de conservantes sdo os lacticinios. O leite e 0s seus derivados sdo ricos em vitaminas e
nutrientes que os tornam um excelente meio de propagacao de patogénicos e 0s tornam sensiveis
a deterioracdo (Zajac et al., 2016). Um dos derivados do leite mais bem conhecido é o iogurte,
produto da fermentacdo do leite pelas bactérias Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus. O iogurte é muito consumido em todo o mundo pelos seus beneficios para a salde,

conveniéncia e versatilidade de sabores.

Os conservantes atualmente mais utilizados na producédo do iogurte sédo de origem sintética:
0 acido sérbico (E200) e os respetivos sais, como o sorbato de potassio (E202), o sorbato de sédio
(E201) e o sorbato de calcio (E203) (Carocho et al., 2014). No entanto, a preferéncia por
conservantes de origem natural também se refletiu neste produto, pelo que se tornou do interesse

da industria encontrar alternativas de origem natural a estes aditivos.

Paralelamente, tem vindo a aumentar a preocupacdo com o crescente acumular de
desperdicios alimentares, que afetam ndo s6 a economia como ambiente e 0s seres vivos. Um
exemplo é a grande libertacdo de gases com efeito de estufa durante a decomposicao da matéria
organica por microrganismos (Morales-Castro et al., 2021). Felizmente, os subprodutos dos

legumes e frutas, como as cascas e as sementes, apresentam elevado potencial de reutilizacdo ao
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serem uma fonte de compostos bioativos de grande interesse por possuirem caracteristicas
benéficas para a saude e também poderem atuar de maneira semelhante aos conservantes

previamente mencionados.

Dois subprodutos que se revelam ricos em compostos bioativos de interesse sao as cascas de
meldo e de abdbora (Mallek-Ayadi et al., 2017)(Sharma & Bhat, 2021). Estes subprodutos s&o
produzidos em grande quantidade em Portugal pois, por um lado, ambos os frutos sé&o
caracteristicos do clima mediterraneo e, por outro, quando sdo consumidos, a casca é retirada e
descartada. As cascas de meldo e de abdbora sdo ricas em compostos fendlicos, que se destacam
pela sua capacidade antioxidante e antimicrobiana, e em carotendides, que possuem capacidade
antioxidante e antiproliferativa, caracteristicas estas semelhantes as dos conservantes de origem
sintética. Adicionalmente, sdo também ricas em compostos de alto valor nutricional como

vitaminas, proteinas e fibras.

Assim, com o objetivo de reduzir o impacto ambiental e econémico destes subprodutos,
aplicando o modelo de economia circular, procurou-se incorporar extratos das cascas de abobora
e meldo na producdo de iogurtes, acrescentando assim valor nutricional e evitando ou diminuindo

a utilizacdo de conservantes de origem sintética.

Deste modo, o trabalho, realizado no &mbito da dissertagao, teve como principal objetivo o
desenvolvimento de um produto de valor acrescentado e ambientalmente sustentavel,
nomeadamente um iogurte com extratos de cascas de abobora e meldo incorporados. Para isso foi
necessaria a valorizacdo destes subprodutos agricolas, atraves da producdo de extratos ricos nos
compostos de interesse, como sdo exemplos 0os compostos fendlicos e os carotendides. Foram
avaliadas as propriedades dos extratos quanto a 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 Organizacéo da Dissertacao

A dissertacdo encontra-se dividida em seis capitulos. O primeiro capitulo é referente a
“Introdugdo”, com o enquadramento do tema e apresentacéo geral do projeto. O segundo capitulo,
denominado de “Contexto ¢ Estado da Arte”, apresenta informacdes gerais sobre o tema, como a
recente procura por aditivos alimentares de origem natural e a problematica da acumulacdo dos
subprodutos agricolas, onde € mencionada a sua composi¢cdo em compostos bioativos de interesse.

Posteriormente é realcado o potencial destes compostos como substitutos para conservantes de
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origem sintética, tendo como produto-alvo o iogurte. O terceiro capitulo refere-se aos “Materiais
e Métodos™, onde sdo descritos 0s equipamentos e processos desenvolvidos durante a realizacéo
do projeto. No quarto capitulo, “Resultados e Discussao”, os resultados sao descritos e discutidos.
Os capitulos cinco e seis, referem-se as conclusbes e sugestbes para trabalho futuro,
respetivamente. Finalmente sdo mencionadas as referéncias e em “Apéndice” encontram-se

informagdes adicionais sobre determinados contetdos mencionados nesta dissertacao.
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2 Contexto e Estado da Arte

2.1 Industria alimentar

A inddstria alimentar é, desde sempre, uma das indudstrias com maior importancia,
englobando o percurso dos alimentos desde a sua producdo até chegarem ao prato dos
consumidores (Sadiku et al., 2019). Ao longo dos anos, esta industria tem vindo a alterar-se de
acordo com as necessidades da populagdo. Durante décadas, devido a fatores sociais e econémicos,
a qualidade dos alimentos ndo foi uma prioridade tendo-se desenvolvido diversos aditivos
alimentares que satisfaziam a crescente procura dos consumidores por alimentos “prontos a
consumir”, rapidos e convenientes (Mesias et al., 2021). No entanto, nos Gltimos anos, tem-se
verificado o fendmeno oposto. A preocupacao dos consumidores com o efeito que a qualidade dos
alimentos que consomem tem na sua saude tem vindo a aumentar cada vez mais, verificando-se

uma maior preferéncia por alimentos saudaveis, naturais e sem aditivos.

2.1.1 Aditivos alimentares

Os aditivos alimentares sdo definidos como substancias sintéticas ou naturais, normalmente
néo utilizadas como ingrediente naquele alimento, e que s&o adicionadas intencionalmente com
um objetivo tecnoldgico ou sensorial. E exemplo de um objetivo tecnoldgico o aumento do tempo
de armazenamento, evitando a degradacao 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 fungdes 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, | e 1l (Kamala Kumari et al., 2019).
A primeira, representa 0s conservantes naturais, que se encontram naturalmente nos alimentos, e
podem ser utilizados sem restricdes. A segunda representa os conservantes produzidos pela méo
humana, e a quantidade a ser utilizada esta restringida a um intervalo e a um alimento especifico.
Dentro da classe Il dos conservantes artificiais, estes podem dividir-se em antimicrobianos, que
inibem o crescimento de bactérias e de bolor nos alimentos armazenados, e 0s antioxidantes, que
previnem a oxidagdo dos mesmos (Sharif et al., 2017). Exemplos dos conservantes mais utilizados,

e respetiva classificagdo, encontram-se no esquema apresentado na Figura 2.1.1.1.
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Figura 2.1.1.1. Exemplos de compostos utilizados como conservantes na industria, e respetiva
classificagéo.

Os conservantes da classe Il sdo muito utilizados pela sua conveniéncia, eficicia 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 reagBes adversas a nivel respiratorio, gastrointestinal e neurolégico (Carocho et al., 2014).
Assim, 0s compostos naturais candidatos a substituir este tipo de conservantes tém ganho cada vez
mais importancia. De facto, as frutas, legumes e plantas contém compostos com atividade
bioldgica, denominados de Compostos BioAtivos (CBAs), com potencial para os substituir
(Leichtweis et al., 2021). No entanto, face a procura deste bem essencial, ndo faria sentido produzir
aditivos diretamente a partir das frutas e legumes cujo fim seria para alimentacéo, pelo que o foco
recaiu sobre os subprodutos agricolas, como as sementes e as cascas. Isto porque, por um lado, os
subprodutos agricolas sdo produzidos em grandes quantidades e, portanto, o seu reaproveitamento
permitiria mitigar os efeitos ambientais e econémicos nefastos da sua acumulagdo e, por outro
lado, os subprodutos agricolas sdo ricos nos CBAs, que possuem propriedades de interesse para

diversas areas da industria.

2.2 Subprodutos agricolas

Na Unido Europeia, cerca de 100 milhdes de toneladas de desperdicio e subprodutos
alimentares sdo gerados anualmente. A distribuicdo da fracdo de desperdicio alimentar gerado por

cada industria encontra-se representada na Figura 2.2.1.
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Producg&o de sumos e refrigerantes
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Figura 2.2.1 Distribuicéo da fracdo de desperdicio alimentar gerado pela industria. (Adaptado de Mari¢ et
al., 2018).

E possivel aferir que cerca de 40 % dos desperdicios sdo gerados por indUstrias envolvidas
na manipulacdo de frutas e legumes. Este valor ndo é surpreendente, tendo em conta que 0s
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 maca, papaia e ananas.

OJOIO

= Produto final = Semente Casca Outro

Figura 2.2.2 Fracdo de subprodutos gerados pela industria durante o processamento da maca, papaia e
ananas. Adaptado de (Ayala-Zavala et al., 2010).

E importante salientar que estes subprodutos ndo sdo apenas gerados pela industria, mas
também no quotidiano, durante a preparacao de refei¢cdes. Anualmente, 500 milhdes de toneladas
de cascas de frutas e vegetais sdo produzidos mundialmente (Ganji et al., 2019). Esta quantidade
de subprodutos tem vindo a aumentar, com o recente interesse dos consumidores por alimentos
ndo processados. Segundo a Consumer Goods Insights (IGD) este fendmeno foi catalisado pela
pandemia de Covid-19, que levou cerca de % dos consumidores a alterar os seus habitos
alimentares durante este periodo, com mais de metade a revelar que comecaram a incluir mais

frutas e legumes na sua alimentac&o.
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Uma parte destes subprodutos séo incorporados na confecdo de outros alimentos, utilizados
como ragdo para animais, compostados, enterrados ou queimados, na tentativa de reduzir o
impacto da sua acumulacdo. No entanto, os subprodutos sdo produzidos a uma velocidade superior
aquela em que atualmente sdo incorporados, 0 que resulta na sua inevitavel acumulacéo,

principalmente em aterros.

Esta acumulagdo tem graves impactos ambientais, pois 0s ecossistemas ndo se encontram
preparados para subitamente englobarem grandes quantidades de subprodutos alimentares, que
tém pouca estabilidade biologica, alta concentracdo de compostos organicos e baixa estabilidade
oxidativa (Bharat Helkar et al., 2016). E a sua decomposicdo, atraves de microrganismos, pode
ndo sé perturbar o equilibrio ambiental como afetar a sadde humana. De acordo com a Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAQO) o desperdicio alimentar é a segunda maior
causa de emissao de gases com efeito de estufa, nomeadamente durante a decomposicao da matéria
organica nos aterros. Em termos econémicos, a producao de subprodutos afeta desde o rendimento
dos agricultores as despesas dos consumidores, pelo que € do interesse comum que os desperdicios

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 extraidos a partir de alguns subprodutos agricolas como aditivos
alimentares. Alguns exemplos dos subprodutos e sua possivel aplicagdo encontram-se resumidos
na Tabela 2.2.1.

Tabela 2.2.1 Exemplos de aplicagdes de extratos de subprodutos de frutas ou vegetais, na area alimentar,
encontrados na literatura.

Alimento  Subproduto Aplicacéo Referéncia
Abacate Casca Red_ugao da formacéo e oxidacdo de compostos (Trujillo-Mayol et
nocivos resultantes da cozedura al., 2021)
Pele e Melhoria natural das propriedades organoléticas (Altnok et al.,
Uva
sementes dos rebugados 2020)
Limdo Bagaco Melhoria da qualidade de bolachas, com o objetivo  (Imeneo et al.,
gac de substituir antioxidantes sintéticos por naturais 2021)
Utilizacdo com sucesso do extrato como um
x conservante natural para o queijo magro Kalari, que (Mahajan et al.,
Roma Casca . N .
resultou em melhorias na manutengdo da qualidade 2015)
durante o tempo de armazenamento
Cebola Casca Aumento do tempo de armazenamento do pdo de (Sagar & Pareek,

mistura e aumento do seu contetdo fenolico 2021)
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Alimento  Subproduto Aplicacdo Referéncia

Fortificacdo de massa de trigo, aumentando o
conteudo fendlico, capacidade antioxidante e

Azeitona Bagaco quantidade de fibras dietéticas. Aumento da
absorcdo de agua e decréscimo do tempo 6timo de
cozedura

(Simonato et al.,
2019)

Melhoria das caracteristicas fisico-quimica,
Ananas Casca texturais, reoldgicas e microestruturais do iogurte  (Sah et al., 2016)
fortificado quando armazenado durante 28 dias

2.2.1 Compostos de interesse nos subprodutos

A possibilidade de aplicacdo dos compostos presentes nos subprodutos com o objetivo de
substituir os aditivos alimentares ja existentes, deve-se ao facto de alguns apresentarem CBASs com
propriedades semelhantes. Os CBAs definem-se como nutrientes ou ndo-nutrientes que produzem
efeitos fisioldgicos para além das suas propriedades nutricionais classicas (Cazarin et al., 2022).
Na Tabela 2.2.2.1 encontram-se organizados, pela sua classificagdo, os CBAs mais encontrados

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

Alguns destes compostos sdo de extrema importancia para as plantas, e estas produzem-
nos com o intuito de se protegerem contra agressdes exteriores. Aos CBAs produzidos pelas
plantas com o intuito de protecdo da-se o nome de fitoquimicos. Por exemplo, alguns dos
compostos fendlicos presentes em cascas funcionam como protegdo contra insetos e
microrganismos (Ganji et al., 2019), os carotendides como pigmentos e 0s terpendides como
antibacterianos (Andrade et al., 2019).

2.2.2 Exemplos de subprodutos de origem nacional

Gracas ao clima mediterraneo, Portugal é rico em diversas frutas e legumes, sendo que 0s

produtos mais conhecidos sdo a maca, péra, laranja, meldo, banana, tomate e abdbora.

Anualmente, produzem-se cerca de 90 mil toneladas de meldo em Portugal, divididas por
4000 hectares de area de cultivo, comecando a sua comercializacdo em meados de agosto e
terminando em meados de outubro (Producdo e Comercializagdo de Meldo |
MarketingAgricola.Pt, n.d.). As zonas de maior importancia de produgdo sdo no Sul, como
Almeirim, Beja, Moura e Algarve. No que respeita a abdbora, a zona Oeste de Portugal, onde se
produzem anualmente 44 mil toneladas, tem conquistado cada vez mais relevancia na produgéo

nacional (Abobora Butternut a Ganhar Terreno - Agroportal, n.d.). A abobora-menina e a
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Tabela 2.2.2.1 Compostos bioativos normalmente presentes em frutas e legumes, e respetiva classificacao.

Classe Propriedades Subclasses
Acidos
fendlicos

Antioxidante, antimicrobiano, Estilbenos
Compostos conservante, anticancerigeno, anti-
fenolicos inflamatorio, anti-diabético, anti-  Lignanas

mutagénico

Flavondides

Taninos

Carotenodides Antioxidante
Antiproliferativa

Tocoferdis Antioxidante _
Anti-inflamatério

. Antioxidante
Glucosinolatos .. . -
Antimicrobiana

Teroendides Antibacteriana i
P Antioxidante

Substéncias
Acidos hidroxicinamicos, &cido vanilico, acido cafeico,
acido clorogénico, acido ferdlico, acido p -cumarico,
acido m-cumarico, acido galico, acido rosmarinico,
acido salicilico, &cido cindmico
Resveratrol, piceatannol , adstringina, pterostilbeno

Matairesinol, pinoresinol, lariciresinol, virolina

Quercetina, kaempferol , naringenina, catequina,
cianidina, apigenina, genisteina, daidzeina, hesperetina

Epicatequina, 4cidos taninos, galotaninos, elagitaninas

Luteina, a-caroteno, B-caroteno, a-tocoferol, y-
tocoferol, licopeno, zeaxantina, B-criptoxantina,
astaxantina

a-tocoferol, y-tocoferol, B-tocoferol

Glucorafanina, Glucobrassicina, neoglucobrassicina

Citral, mentol, canfora, limoneno, mirceno, a-pineno,
linalol, B-carofileno, nerolidol, oleuropeina, fitol

Origem

Meldo, mirtilo, kivi, ameixa, cereja, mac, laranja

Uva, amora, amendoim, agai, arando

Linhaca, péra, damasco, aveia, feijdo, mirtilo,
framboesa, amora, café, semente de sésamo, couve

Lim&o, uva, mirtilo, framboesa, magé, cha preto,
pimento

Morango, uva, mirtilo, maca, péssego, manjericéo,
alecrim

Abdbora, cenoura, brécolo, tangerina, feijdo, espinafre,
meldo, laranja, clementina

Soja, améndoa, amendoim, sésamo

Braécolo, repolho, couve-flor, mostarda

Laranja, tangerina, manga, maca, azeitona

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);(Camara 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.).
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abobora-manteiga sdo as espécies de maior predominancia, sendo a primeira associada a época de
outono/ inverno e a segunda a época de primavera/verdo. Ambas as cascas do meldo e abdbora séo
ricas em CBAs. A casca de meldo caracteriza-se pela concentracdo de compostos fenolicos, em
que se destacam os &cidos fenolicos, nomeadamente o acido galico, acido vanilico e acido m-
cumarico e os flavonoides, como a apigenina e naringenina (Mallek-Ayadi et al., 2017). A casca
de abobora € rica em carotendides como o a-caroteno, 3-caroteno, zeaxantina, luteina e y-tocoferol,
tendo também alguns compostos fendlicos na sua constituicdo como o &cido galico e &cido
cafeico.(Kulczynski et al., 2020)(Kulczynski & Gramza-Michatowska, 2019). A casca de meldo
também apresenta, por sua vez, alguns carotendides, como o a-caroteno e p-caroteno (Amaro et
al., 2015). Outro composto a referir é a pectina, um polissacarideo complexo (Raji et al., 2017).
Para além dos compostos bioativos, as cascas de melao e abobora também apresentam compostos

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

Estes CBAs fazem das cascas de meldo e abobora 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 0s seus derivados por serem ricos em vitaminas e nutrientes que os tornam um bom meio de

desenvolvimento de patogénicos e os tornam sensiveis a deterioracdo (Zajac et al., 2016).

2.2.3 logurte

O iogurte é o produto lateo fermentado mais reconhecido em todo o mundo por ser um
alimento saudavel e versatil (Vijaya Kumar et al., 2015). E produzido através da fermentac&o,
pelas bactérias Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus, de um aglcar presente no
leite, a lactose. Para este processo ocorrer, € necessario o meio estar a 40 °C. Durante este processo,
acido latico é libertado, o que diminui o pH do meio. A diminuicdo do pH até ao ponto isoelétrico
das proteinas do leite, as caseinas, provoca a sua precipitacdo, 0 que permite ao iogurte ter a sua
textura caracteristica (Gonzalez-Garcia et al., 2012). A partir do momento em que 0 iogurte se
encontra com a textura pretendida, € imperativo parar o processo de fermentacdo, diminuindo a
temperatura, que ira desacelerar o crescimento das bactérias. O iogurte é, na base, pobre em CBAs,
dai interesse na incorporacdo de outros compostos, para permitir a fortificacdo deste alimento.

Um dos conservantes sintéticos mais utilizados nos alimentos em geral e especificamente no
iogurte é o &cido sérbico, E200 (na Unido Europeia todos os aditivos sdo classificados com a letra
E, seguida por um numero especifico). Este € um reconhecido antimicrobiano cuja concentracéo

se encontra limitada a um maximo de 1000 mg L nos alimentos & base de leite fermentado
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(Regulamento (UE) N°1129/2011 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
trés conservantes antimicrobianos, o sorbato de sédio (E201), o sorbato de potassio (E202) e o
sorbato de calcio (E203) (Carocho et al., 2014).

A semelhanca dos restantes conservantes, nos Gltimos anos o acido sorbico tem vindo a ser
alvo de avaliagGes de seguranca para consumo. Estudos indicam que o &cido sorbico pode ser
responsavel por reacdes cutdneas adversas (Mandal, 2019) e que pode reagir com outros
compostos ou conservantes a 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 sdo realizados testes de
estabilidade de modo a avaliar se os alimentos mantém as suas propriedades fisicas, quimicas e
microbioldgicas durante o tempo de armazenamento. Estes testes visam determinar alguns fatores
como o tempo de vida do produto nas prateleiras e as condi¢des de armazenamento Otimas.
Adicionalmente, é importante verificar se as propriedades do produto sdo bem aceites pelos
consumidores, o0 que garante rentabilidade econdmica. Para os iogurtes com CBAs incorporados,
sdo especialmente importantes testes que verifiguem as capacidades antioxidantes e
antimicrobianas dos mesmos, quando comparadas a um conservante sintético. Exemplos dos testes

desenvolvidos e a razdo 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
Indicador do crescimento de bactérias e

PH monitorizacdo da producdo de &cido latico
i . Formagcdo do soro no topo do iogurte que provoca
Fisico-guimicos Sinerese um efeito indesejado no consumidor
Viscosidade Fator de influéncia na aceitagdo do produto por parte

do consumidor

Influéncia nas propriedades sensoriais do iogurte e
na sua capacidade antioxidante

Permite combater a oxidag&do do iogurte e melhora a
percecéo do produto por parte dos consumidores

Contetdo fendlico total -

Capacidade antioxidante -

Verificacdo da contaminacdo do iogurte, assim como
das suas propriedades antimicrobianas

Determinacdo da opinido dos consumidores sobre
Analise sensorial - propriedades fisicas do iogurte, como o sabor,
textura, odor e cor

Antimicrobiano -
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3 Materiais e Metodos

3.1 Reagentes

As cascas de meldo utilizadas foram obtidas num supermercado local, sendo da espécie
Cucumis melo. As cascas de abdbora foram obtidas a partir de abdboras cultivadas em Braga,
Portugal, da espécie Curcubita moschata. Os solventes de extracdo foram etanol puro (Ref.
1.02371.1000, C2HeO, CAS 64-17-5) a partir de VWR (Fontenay-sous-Bois, Franca). Para
determinar o contetdo fendlico total recorreu-se ao Reagente de Folin-Ciocalteu (Ref. 47641) e
carbonato de sodio (Ref. 222321, Na,COs, CAS 497-19-8), obtidos através de Sigma Aldrich
(St.Louis, MO, EUA). Para a atividade antioxidante utilizou-se o DPPH (Ref. D9132, C1g8H12NsOs,
CAS 1898-66-4) e o Trolox (Ref. 238813, Ci14sH1804, CAS 53188-07-1) e, para a atividade
antimicrobiana, utilizou-se o &cido sérbico (Ref. S1626, C6H802, CAS 110-44-1), sendo todos
obtidos através de Sigma Aldrich (St.Louis, MO, EUA). Os reagentes utilizados para produzir o
iogurte foram o logurte Natural Inteiro Probiotico Sélido e o Leite UHT Meio Gordo, adquiridos
através de um supermercado local. A agua utilizada foi desionizada e ultrapura com um sistema

de purificacdo de 4gua MilliporeTM (Massachusetts, EUA) com resisténcia elétrica de 18,2 Q.

3.2 Materiais e equipamento

A liofilizagéo das cascas de meldo ocorreu num liofilizador (SP Scientific, NY, EUA). As
cascas de abobora foram secas num forno de secagem de vidro (Buchi GKR-51). As pesagens
foram realizadas numa balanca de escala analitica Mettler Toledo AG245 (Columbus, OH, EUA).
Para as extracbes foi utilizada uma manta de aquecimento (Fisatom, SP, Brasil) e para a
evaporacéo do solvente de extragéo recorreu-se a um sistema de evaporagédo (Buchi R-200, Flaiwil,
Suica). Na producdo dos iogurtes utilizou-se um banho-maria (VWR, 1224-2, Franca). Para
determinar o conteldo fendlico total procedeu-se a medicdo das absorvancias num
espetrofotdmetro 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 absorvancia das
amostras. Para os ensaios de estabilidade utilizou-se um medidor de pH (XS Instruments, Capri,
Italia), uma centrifuga (Centrifuge 5424, eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e um redmetro (MCR
92, Graz, Austria).
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3.3 Obtencéao e pré-tratamento das cascas

As cascas de meldo e de abobora foram primeiramente limpas de modo a retirar a polpa que
ainda estivesse na casca. De seguida, partes que apresentavam sinais de decomposi¢do ou
imperfeices foram retiradas e as cascas foram posteriormente lavadas diversas vezes com agua
destilada, para lhes serem retiradas impurezas. Ap6s serem lavadas, as cascas de meldo foram
liofilizadas durante 3 dias, a-90 °C e a 1,3 Pa. As cascas da abdbora, apos a lavagem, comecaram
por secar durante 15 horas num forno de secagem de vidro, cuja representacdo se encontra
esquematizada na Figura A.2.1, no Apéndice A, a 70 ° C e a vacuo, acabando de secar numa estufa
de secagem, a 60 ° C, a pressdo ambiente. Na Figura A.2.2, do Apéndice A, encontram-se imagens
das cascas ap6s a secagem. Ambas as amostras foram separadamente moidas, com um moedor de
grdos de café. Com o objetivo de verificar a homogeneidade do tamanho das particulas da amostra,
estas foram peneiradas, tendo-se obtido uma amostra de casca de meldo e de abobora na qual
aproximadamente 75 % dos gréos tinham um tamanho inferior a 50 mesh e 100 % dos gréos a 16

mesh.

3.4 Obtencéo dos extratos

A extracdo dos compostos das cascas de meldo iniciou-se na preparagdo de uma solugéo
heterogénea de razdo amostra-solvente de 1:20 (m/V) de 2,5 g de cascas de meldo moidas para 50

mL de solvente de extracdo, etanol.

A solucdo de casca de meldo foi sujeita a uma primeira extracdo solido-liquido (ESL)
assistida por ultrassons, durante 15 minutos e, posteriormente, procedeu-se a uma filtracdo a
vacuo, apos o qual o filtrado foi colocado num baldo de fundo redondo de 100 mL e o residuo foi

colocado no interior de um cartuxo de papel de filtro.

Relativamente as cascas de abdbora, 2,5 g foram diretamente colocadas no cartuxo de papel
de filtro, e 50 mL de etanol no baldo de 100 mL, numa propor¢do de amostra-solvente de 1:20

(m/V), a semelhanca da casca de meldo.

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

posicao de refluxo e colocando reguladores de ebuli¢do dentro do baldo com solvente.

As extracdes foram realizadas durante 140 min para a casca de meldo e 120 minutos para
a casca de abobora, a 80 ° C, ao fim das quais o etanol foi removido num evaporador rotativo, com
0 banho a cerca de 40 ° C e a 5800 Pa. A representacdo das montagens do Soxhlet e do evaporador

rotativo encontram-se na Figura A.2.2 do Apéndice A. Antes que ocorresse a evaporacao total do
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etanol, o contedo dentro dos baldes foi transferido para matrazes em forma de péra, previamente
pesados. Para permitir uma evaporagdo mais completa, os extratos foram posteriormente sujeitos
auma corrente de azoto, até ao seu peso se manter constante. A massa final foi pesada, e 0s extratos
armazenados. Na Figura A.2.3, do Apéndice A, encontram-se imagens das montagens do extrator

Soxhlet e do evaporador rotativo.

3.5 Avaliacéo das propriedades dos extratos

3.5.1 Conteudo fendlico total

O conteudo fendlico total foi determinado a partir do método do reagente de Folin-
Ciocalteau adaptado de (A. M. T. Silva et al., 2007). As amostras e 0 branco foram preparados em
cuvetes, com a composicao indicada na Tabela B.1.1, no Apéndice B. Ap6s a adicdo da amostra,
agua e reagente de Folin-Ciocalteu, as cuvetes foram deixadas a repousar durante cerca de 5 min
e depois foi adicionada a solucdo de carbonato de sodio. Depois do repouso durante mais duas
horas, procedeu-se a leitura da absorvancia a A=750nm. Para ser possivel obter os resultados em
equivalentes de acido galico (GAE), foi igualmente preparada uma reta de calibracdo com acido

gélico a varias concentracdes.

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-Garcia et al.,
2015). No entanto, neste estudo, devido a elevada quantidade de amostras, utilizaram-se
microplacas. Assim, as quantidades de amostra, DPPH, carbonato de sddio e agua foram adaptadas
para perfazer um volume de 200 uL. O esquema da microplaca encontra-se na Figura B.2.2 do
Apéndice B. Apds a adicdo do DPPH, a placa foi deixada a repousar no escuro durante 40 min e a

absorvancia medida a A=515 nm.
3.5.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos de casca de meldo (ECM) e dos extratos de casca
de abobora (ECA) foi determinada a partir do teste de suscetibilidade por difusdo em disco, de
Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966). As bactérias selecionadas foram a Staphylococcus aureus e a
Escherichia coli. As suspensdes foram feitas a partir de uma cultura pura, em solu¢do com NaCl
a 0,9 %, em que a densidade Gtica 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 pL de cada extrato com concentragdes de 500 mgmL-
! & 1000 mgmL™. Para cada concentragdo de extrato foram realizadas 3 réplicas. Como controlo
positivo foi utilizado o &cido sdrbico (500 mgmL™* e 1000 mgmL™) e como controlo negativo a
agua ultrapura. As placas foram incubadas, durante 24 horas, a 37 ° C, tempo ap6s o qual foram

avaliados os halos de inibicdo da atividade dos microrganismos.

3.6 Producéo do iogurte e incorporacgao dos extratos

O iogurte foi produzido tendo por base outro iogurte natural, probiético e sélido, 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 ° C, tendo-se mantido esta temperatura constante durante 15
minutos. O leite foi posteriormente retirado do banho e arrefecido até 40 ° C, tempo ap6s o qual se
adicionou 125 g do referido iogurte e, mantendo a temperatura constante, a mistura foi

constantemente agitada.

Apbs os 10 minutos, 25 g da mistura foram distribuidos por 8 frascos adicionados o &cido
sorbico e os extratos de acordo com as quantidades indicadas na Tabela 3.6.1. Estes valores
encontram-se relacionados com o limite legal de &cido sérbico para produtos a base de leite
fermentado (conforme anteriormente referido, 1000 mgL™ nos termos do Regulamento (UE)
N°1129/2011 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 acido sérbico para

25 g de mistura de leite/iogurte.

Tabela 3.6.1 Composicdo dos iogurtes produzidos.

o Acido sérbico ECM ECA
(mg) (mg) (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 — logurte de meldo 1, M2 — iogurte de meldo 2; AB1 — iogurte de abébora
1; AB2 — iogurte de ab6bora; MIXA — iogurte com extratos de meldo e abébora; MIXAP -iogurte com extrato de melédo e abdbora
e acido sérbico, ECM — extrato de casca de meldo, ECA — extrato de casca de abdbora.
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Posteriormente, procedeu-se a incubagdo do iogurte, durante 11 horas, numa estufaa 40° C.
Apos este tempo, os iogurtes foram transferidos para o frigorifico, mantendo-se a 2 ° 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 diluidas a uma proporcdo de 1:9 (m/V). Os testes de pH foram realizados
ao final de 1 e 14 dias apds o armazenamento dos iogurtes (Umeyra Bakirci et al., 2016).

3.7.2 Sinérese

A analise da sinérese do iogurte foi realizada de acordo com (Cho et al., 2020), com ligeiras
modificagdes. Amostras de 2 g de iogurte foram centrifugadas a 700 g, durante 20 min, a
aproximadamente 4 ° C. O sobrenadante foi posteriormente recolhido e pesado. Os testes foram
realizados ao final de 1 e 14 dias apds o0 armazenamento dos iogurtes.

3.7.3 Capacidade antimicrobiana

Para os ensaios antibacterianos, foi desenvolvido o método de difusdo em pocos de agar,
para a determinacdo 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 suspens@es foram realizadas como indicado no Subcapitulo 3.5.
Apbs a inoculacao das estirpes sobre as placas, foram delimitados 4 quadrantes e abertos 4 pocos
no agar, com uma pipeta de Pasteur esterilizada. Foi adicionado cerca de 0,5 mL de iogurte a cada
um dos pocos, tendo sido feitas 3 réplicas para cada iogurte. As placas foram incubadas a 37 ° C,
numa estufa, durante 24 horas, apds o qual foram avaliados 0s halos de inibicdo de atividade dos

microrganismos.

Adicionalmente, para verificacdo de uma possivel contaminacdo dos iogurtes, foram
realizados ensaios de espalhamento do iogurte nas placas, com meio de cultura agar rosa bengala
com cloranfenicol (RBC), para a verificagdo da presenca de leveduras e bolores, e com o meio de
cultura caldo lauril sulfato (LSA), e para a verificagdo de Escherichia coli. Este método foi
adaptado de (Jerry O. et al., 2016). Cada amostra de iogurte foi diluida em série misturando, num
tubo de ensaio, primeiramente, 1 mL de iogurte em 9 mL de solucdo de 0,9 % de NaCl.
Seguidamente, 1 mL da mistura do primeiro tubo de ensaio foi colocada num segundo que ja

continha 9 mL da solucdo salina, sendo obtida a segunda diluicdo. Este processo foi repetido o
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namero de vezes necessario até se obter as dilui¢cGes pretendidas. Finalmente, cerca de 1 mL das
solugbes obtidas nos diferentes tubos de ensaio foram colocadas no centro das placas e
posteriormente espalhadas. Foram também criadas placas com iogurte sem diluicdo. Todas as
placas foram incubadas a 37 °C , numa estufa, durante 24 horas, apds o qual foi verificado se

ocorreu 0 crescimento de microrganismos.
3.7.4 Conteudo fendlico total

O contetdo fendlico total dos iogurtes foi determinado de acordo com o processo indicado
para 0s extratos, no Subcapitulo 3.5. Para além da preparacgéo do branco e das amostras em cuvetes,
foi preparado o branco da amostra, que consistia em apenas 20 uL de iogurte com 1980 uL de
agua ultrapura. O teste do conteudo fendlico foi realizado 1 e 14 dias ap6s o0 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 Subcapitulo 3.5. O teste do conteudo fendlico foi realizado 1 e 14 dias apds o
armazenamento dos iogurtes (Taneva & Zlatev, 2020).

3.7.6 Viscosidade aparente

A viscosidade das amostras em funcio da taxa de deformagcdo, entre 1 s e 100 s, foi
determinada com recurso a um reémetro, a 25 ° C (Najgebauer-Lejko et al., 2020). Este parametro
foi determinado 1 e 14 dias ap6s a producdo dos iogurtes. Adicionalmente, no dia 1, foi
desenvolvido um ensaio da viscosidade aparente em funcdo da temperatura, com uma subida de

temperatura de 2° C a 25 ° C, e a descida, a uma taxa de deformagcéo de 80 s™.

3.8 Acondicionamento, tratamento e destino dos residuos

Os residuos liquidos gerados, que consistiam, na sua maioria, em solu¢fes organicas com
etanol e metanol, foram recolhidos em recipientes fechados, devidamente identificados, e
armazenados longe da luz e de possiveis fontes de ignigdo para depois serem encaminhados para

0 EcoFEUP (Sistema de Gestdo Ambiental da FEUP) com vista ao seu tratamento.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Obtencao dos extratos

As cascas de meldo e de abobora foram tratadas através de dois processos de secagem
diferentes. As cascas de meldo foram secas com recurso a congelagdo seguida da liofilizacdo, um
processo eficaz, mas dispendioso, principalmente porque demora bastante tempo o que Ihe confere
elevados custos energéticos. As cascas de abdbora 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 necessario colocar as cascas
durante a noite na estufa, a 60 ° C, para completar a sua secagem (ja que se verificou que a amostra
ainda aparentava estar himida devido a presenca de gotas de agua nas paredes dos recipientes de

vidro).

Tendo-se alcancado, em ambos 0s casos, a secagem completa das cascas, 0 processo mais
viavel de ser utilizado a nivel industrial parece ser aquele que recorre apenas a estufa ou ao forno
de vidro em conjunto com a estufa, por ser mais econémico. Alids, (Morais et al., 2015)
verificaram que, para a casca de meldo, apesar de o contetudo fendlico extraido 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 meldo e abobora foram obtidos por dois processos ligeiramente
diferentes, ambos recorrendo ao método de extracdo por Soxhlet. As cascas de meldo foram
sujeitas a uma primeira extracdo com ultrassons, que provoca o rompimento das células, tendo em
vista aumentar o rendimento da extracdo por Soxhlet. A cascas de abdbora foram sujeitas apenas
a Soxhlet. Este método de extracdo foi selecionado por ser adequado a extracdo dos CBAs de

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

Relativamente ao solvente de extracdo, € 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 utilizacdo do etanol, um solvente ligeiramente
menos polar que 0 metanol. Apesar de, na literatura, 0 metanol ser o solvente mais utilizado, para
(Saavedra et al., 2015), o rendimento de extracdo foi superior quando utilizado etanol (70 %) em

vez do metanol (70 %).
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(GOmez-Garcia et al., 2021; Mallek-Ayadi et al., 2017) procederam a extracdes de
compostos da casca de meldo com o solvente de extracdo metanol (80 %) e etanol (95 %),
respetivamente, tendo sido identificados compostos fenolicos, carotendides e flavondides nos
extratos obtidos. Contudo, ainda que os compostos extraidos sejam coincidentes com os de
interesse no presente estudo, optou-se por aumentar a razdo amostra-solvente de extracao (quer
para a casaca de meldo quer para a casca de abdbora) para 1:20, e ndo utilizar a razdo de 1:10
utilizada nos artigos anteriores, uma vez que quanto maior este parametro maior o rendimento de

extracao (Fontana et al., 2013).

O rendimento obtido para as cascas de meldo, de abdbora e respetivas condi¢fes de extracao
encontram-se na Tabela 4.1.1, assim como alguns resultados presentes na literatura. Os valores de
rendimento indicados na tabela sdo os médios das extracoes realizadas. No Apéndice A, Tabela

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

Tabela 4.1.1 Condicdes de preparacao de extratos de diversas cascas, e respetivos rendimentos, obtidos
no presente estudo e referidos na literatura.

Estudos Amostra Solventg o Condicoes SEELETHE
extracdo (%)
Casca de meldo 801ﬁ|0 , 24,82
Nosso estudo etanol 800Xo g
Casca de abdbora 44,81
2 horas
1:50
(Tostes et al., 2016) Casca de magd etanol Soh_xlet 58,71
2 horas
Casca e sementes Soxhlet
(Massa et al., 2019) de abbbora etanol 780G 35,80
8 horas
1:6
Casca de Agitagéo
(Neglo et al., 2021) melancia metanol 510G 16,30
24 horas
1:9
(Hrn¢i¢ et al., 2019) Casca de uva etanol Sox_hlet 73,00
4 horas

De acordo com alguns referenciais constantes da literatura, € possivel verificar que os
rendimentos de extracdo de cascas, com solvente de extragdo etanol, e com recurso ao Soxhlet

encontram-se dentro de um intervalo de 35 % a 73 %.
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E de salientar que os rendimentos de extracio das cascas estdo fortemente relacionados com
as condicdes de extracdo, concentracdo de compostos que podem ser extraidos e das condi¢des
iniciais da amostra. Adicionalmente, devera referir-se que a comparacdo podera ser penalizada
pelo facto de ndo existirem na literatura referenciais que resultem da aplicacdo, quer para as cascas
de meldo, quer para as cascas de abdbora, de método igual ao aplicado neste estudo. Por exemplo,
a extragdo-sdlido liquido com ultrassons inicial, pode permitir o aumento do rendimento de

extracao por Soxhlet dos compostos da casca de meldo.

Ainda assim, salienta-se que os rendimentos de extracdo para as cascas de meldo e abobora

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

4.2 Avaliacao dos extratos

4.2.1 Determinacdo do contetdo fendlico pelo método do reagente de

Folin-Ciocalteu

O conteudo fendlico de cada extrato foi obtido através do método do reagente de Folin-

Ciocalteau. Os resultados obtidos para 0 ECM e para 0 ECA encontram-se na Tabela 4.2.1.1.

Tabela 4.2.1.1 Conteldo fenélico dos extratos de casca de meldo e abébora (Mgcaeg textrato) Obtidos no
presente estudo e mencionados na literatura.

Conteudo fendlico

Estudos Amostra
MJcaAE g_lextrato MJcae (1009dm)'1
ECM 53,41 746,52
Nosso estudo
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 &cido gélico, dm — matéria seca, ECM — Extrato de casca de meldo, ECA — Extrato de casca de
abdbora.

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, 0 ambiente em que esta se desenvolveu e as
condicGes de armazenamento apds a colheita sdo reconhecidos como podendo influenciar o
conteddo fenolico nas frutas (Shofian et al., 2011). Adicionalmente, diferencas no método,
solvente e tempo de extracdo também influenciam este parametro. Isto pode ser confirmado por
(Asghar et al., 2012) que determinaram que o contetdo fendlico nos extratos de cascas de meldo
era superior, de entre 4 solventes de extragdo, para o metanol(polar) e o n-hexano(apolar), pois
apesar da maior parte dos compostos fendlicos ser polar, existem alguns apolares. O etanol, sendo
constituido por um grupo polar e apolar € capaz de dissolver ambos os tipos de compostos

fendlicos.

E, contudo, possivel concluir que, para ambos os extratos, os valores experimentais de
conteddo fendlico obtidos foram, em geral, mais altos que os valores da literatura, pelo que o

processo de extracdo para ambos o extrato obteve bons rendimentos.

E interessante mencionar que o rendimento de extracao inferior das cascas de melo (quando
comparado com o rendimento de extracdo das cascas de abobora), ndo se traduziu num menor
conteddo de compostos fendlicos. Uma explicacdo possivel é que da casca de abobora terdo sido
extraidos outros compostos soltveis em etanol, como os carotendides, nos quais a casca de abdbora

érica.
4.2.2 Determinacdo 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

concentragdo inibitéria média (1Cso), 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 inibicdo do DPPH (%), TEAC (UMOlrroloxd extrato) € 1Cs0 (MgmL™?) e na literatura.

Capacidade antioxidante

Estudos Amostra |nipicso do DPPH TEAC ICso0
(%) (umMOltroioxg _lextrato) (MQextrato L_l)
ECM 62,85 153,9 192,4
Nosso estudo
ECA 7,398 41,91 698,0
(Ahmad Wakid & Azrin
ECM - - 461,0

binti Harun, 2020)

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

21



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos — Incorporagéo em iogurtes

Capacidade antioxidante

Estudos AMOStra |nipicso do DPPH TEAC ICso
(%) (MMOlTroiox § Yextrato) ~ (MTextrato L)
(Salami et al., 2021) ECA 2,158 - -
(Ali & Naz, 2017) ECA - . 3204

Nota: TEAC — Capacidade antioxidante equivalente de Trolox; ICso — Concentracdo inibitoria média, E — extrato; ECM — Extrato
de casca de meldo, ECA — Extrato de casca de abdbora.

O contetdo em compostos fendlicos esta relacionado com a capacidade antioxidante do
extrato, pelo que era esperado que 0 ECM apresentasse uma capacidade antioxidante superior. Um
TEAC superior significa uma maior capacidade antioxidante. A concentracdo inibitoria média do
ECM obtido foi inferior ao do ECA, o0 que se encontra concordante com os resultados. Do mesmo
modo, para uma concentracio de 250 Mgexirato L™, 0 ECM apresenta uma inibicdo 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 € influenciada por fatores como a espécie e maturidade da fruta, o ambiente em que
esta se desenvolveu e as condi¢des de armazenamento apds a colheita assim como diferencas no
método, solvente e tempo de extracdo. 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 concentragOes diferentes. A gama de concentracGes, neste estudo, foi acima
daquela em média utilizada na literatura. Para concentracdes abaixo das utilizadas, verificou-se
gue a absorvancia obtida era devido a cor do DPPH, pelo que foi necessario aumentar a gama de

concentragdes 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 referéncia 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 satde humana, particularmente
porque estas bactérias sdo regularmente associadas a propagacdo de doencas transmitidas por
alimentos. Como controlo positivo foi utilizado o acido sorbico, 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 Apéndice B, encontram-se os resultados
obtidos.

Tabela 4.2.3.1 Resultados médios obtidos para os halos de inibicdo dos extratos e controlos (cm), a
concentragdes 500 mgmL* e 1000 mgmL* e controlos, apds 24h de incubacéo.

Ohato (cm)
Extrato Controlos
ECM ECA acido sorbico
L. agua
Bacteria 500 1000 500 1000 500 1000 ultrgpura
(mgmL?1)  (mgmL?) (mgmL?) (mgmL?) (mgmL?1) (mgmL?)

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 14 <0,9

Nota: ECM — Extrato de casca de meldo, ECA — Extrato de casca de abdbora.
A notacéo <0,9 é referente aos ensaios em que ndo foi possivel medir o halo de inibigéo.

Atraveés da andlise da Tabela 8, por um lado, verifica-se que a agua ndo apresentou halos de
inibicdo para nenhuma das bactérias. Tal era espectavel, visto que a 4gua € o controlo negativo,
pelo que ndo inibe nenhuma das estirpes estudadas. Por outro lado, o &cido sérbico apresentou
halos de inibicdo para ambas as estirpes, o que era esperado, visto que este € um controlo positivo

de referéncia para as bactérias estudadas.

A auséncia de halos por parte do ECM, para ambas as estirpes indiciam que este extrato ndo
inibe estas bactérias. No entanto, verifica-se uma auséncia de estudos na literatura sobre os efeitos
antimicrobianos do ECM e ECA.

A titulo de exemplo, (Neglo et al., 2021) avaliaram os halos de inibi¢cdo para ambas as
estirpes estudadas para o extrato de casca de melancia, e concluiram que esta possuia atividade

inibitdria para ambas as estirpes, numa concentragdo de a 500 mgmL™.

Contudo, ¢ de salientar que a ndo verificacdo dos halos ndo significa necessariamente que
ndo ocorreu inibi¢do. O didmetro do halo pode ser inferior ao didmetro do disco, pelo que ndo é
visivel, ou a concentracdo de extrato utilizada pode ndo conter CBAs suficientes para desencadear
um efeito antibacteriano. Adicionalmente, neste estudo foi utilizado o método de difusdo em disco,
enquanto na referida literatura foi utilizado o método de difusdo em pocos, o que também pode

influenciar os resultados.

Quanto ao ECA, verificou-se que se desenvolveu apenas um halo de inibicdo na
concentracdo de 1000 mgmL™? para as bactérias de S.aureus, sendo que (Zawane Kamarudin et

al., 2014) concluiram que o ECA apresentava halos de inibicdo para ambas as estirpes. A
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justificacdo para esta discrepancia de resultados pode, por um lado, estar na diferenca de
quantidade de extrato colocada nos discos e, por outro lado, no facto de os discos utilizados no
procedimento da referéncia serem menores que os utilizados no presente estudo, pelo que, nos
resultados experimentais, os halos podem ainda nédo ser visiveis. De facto, era espectavel que a
acao antibacteriana fosse superior para a S.aureus, por esta ser gram-positiva, apresentando uma
membrana exterior de peptidoglicanos que, ao contrario da camada exterior fosfolipidica das
bactérias gram-negativas, torna a bactéria mais permeavel a substancias antibacterianas (Zawane
Kamarudin et al., 2014). E importante ainda mencionar que os solventes de extracio utilizados
foram diferentes, o que pode alterar a composicdo 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 fendlicos,
revelou rendimento superior, levantando a hipotese de os compostos ndo fendlicos extraidos

poderem ter uma atividade antimicrobiana relevante.

4.3 Producéo do iogurte

O iogurte produzido revelou ter uma densidade aproximada de 1250 gL, tendo sido
calculada diretamente a partir da massa e do volume conforme admitido por (Mumba & Tsige,
2007). Este valor é consideravelmente superior a densidade do leite, de 1030 gL (Rafaela Da
Silva et al., 2017). De facto, a subida da densidade é um indicador do fenémeno da fermentacao
por parte das bactérias. O aumento da concentracdo de &cido latico, fruto da fermentacdo latea,
provoca a aglomeracdo das caseinas, que irdo alterar a consisténcia do leite, tornando-o mais
espesso e denso. Na Figura 4.3.1 encontram-se 0s oito iogurtes produzidos, e respetiva

composicao.
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Controlo Controlo  Melado Melao Abobora  Abdbora Mix Mix amostras
negativo  positivo 1 2 1 2 amostras + padréo
CN CP M1 M2 AB1 AB2 MIXA MIX AP
Sem 0,08% 008% 0,16 % 0,08 % 0,16 % 0,08 % 0,08 %
aditivos acido ECM ECM ECA ECA ECM acido sorbico
sérbico + +
0,08 % 0,08 %
ECA ECM
+
0,08 %
ECA

Figura 4.3.1 Fotografia dos iogurtes desenvolvidos e respetiva composicao.

4.4 Testes de estabilidade

A estabilidade dos iogurtes foi avaliada, nos dias 1 e 14 apds a sua produgdo. Na Figura
4.4.1. apresentam-se os resultados para o pH dos iogurtes.
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Nota: CN — controlo negativo, CP — controlo positivo, M1 — logurte de meldo 1, M2 — iogurte de meldo 2; AB1 — iogurte de abébora

1; AB2 — iogurte de ab6bora; MIXA — iogurte com extratos de meldo e abébora; MIXAP -iogurte com extrato de melédo e abdbora
e acido sorbico.

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

25



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos — Incorporagéo em iogurtes

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 maximo que este
parametro pode exibir para iogurtes. Este € o ponto isoelétrico das caseinas, pelo que abaixo deste
valor a atracao entre proteinas aumenta permitindo que estas se agreguem, dando origem a textura
caracteristica do iogurte (Lee & Lucey, 2010). No 1° dia dos ensaios, a adi¢do do acido sérbico e
dos extratos resultou na diminuicdo do pH do iogurte, face ao controlo negativo, como seria de
esperar devido a presenca dos compostos acidicos nestas substancias. O valor do pH tem
naturalmente de ser controlado, sendo que sabor acidico do iogurte tem influéncia na opinido dos
consumidores.

Com o contingente de ndo haver contaminacdes, a diminui¢cdo do pH € reveladora da
producdo de mais acido latico pelas bactérias do leite, 0 que ocorre quando a temperatura do
iogurte sobe, como por exemplo, quando é retirado do frigorifico. O pH reduziu-se ligeiramente
ao longo dos 14 dias, 0 que era expectavel. A adi¢do dos extratos ndo pareceu interferir com o

desenvolvimento das bactérias do acido latico.

A variacdo do pH é um fator que afeta propriedades fisicas do iogurte, como a sinérese,

cuja variacdo se encontra representada na Figura 4.4.2.

40

35

25 I

20

15 II I II I II
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Sinérese / %

CN CP M1 M2 AB1 AB2 MIXA MIXAP
logurte

Dial Dial4

Nota: CN — controlo negativo, CP — controlo positivo, M1 — logurte de meldo 1, M2 — iogurte de meldo 2; AB1 — iogurte de abébora
1; AB2 — iogurte de ab6bora; MIXA — iogurte com extratos de meldo e abébora; MIXAP -iogurte com extrato de melédo e abdbora
e acido sorbico.

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 formacgdo de uma camada de soro sobre o iogurte. Apesar de ser um
fendmeno natural, a sinérese pode criar uma reacao indesejada pelos consumidores. A sinérese é
inversamente proporcional ao pH. Isto porque, mesmo com uma ligeira diminui¢do do pH, ocorre
a reducdo da carga elétrica das micelas, o que diminui a estabilidade coloidal, resultando na
libertac&o de soro por parte da matriz de gel (Walstra et al., 2005). Assim, como se verificou que
0 pH diminuiu do dia 1 para o dia 14, a sinérese aumentou dentro do mesmo tempo, pelo que o0s

dados observados sdo concordantes.

Outro fator de grande importancia para o consumidor € a viscosidade do produto, que se
encontra representada na Figura 4.4.3. E possivel verificar que, apesar dos iogurtes apresentarem
diferentes viscosidades iniciais, 0 aumento da taxa de deformacdo leva a uma aproximacgéo dos
valores de viscosidade, quer no inicio quer no fim do estudo. A variacdo da viscosidade em fungéo
da taxa de deformacéo para 0s mesmos iogurtes, que se encontra na Figura C.1.2 do Apéndice 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 contém, para além de fibras dietéticas, pectina que é utilizada
como um espessante pela industria, 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
ndo era expectavel. No entanto, durante a producdo deste iogurte, ndo foi necessario mistura-lo
para incorporar nenhum composto, pelo que esta pode ser uma razdo para esta discrepancia. O
aumento da temperatura leva a uma clara diminuigdo da viscosidade dos iogurtes, sendo este
processo irreversivel, pois quando a temperatura do iogurte baixa novamente para o0 mesmo valor,
a viscosidade ndo volta ao nivel inicial. A partir dos resultados indicados na Tabela C.1.2 do
Apéndice C, é possivel afirmar que todos os iogurtes apresentaram um comportamento de fluido

pseudoplastico.
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Nota: CN — controlo negativo, CP — controlo positivo, M1 — logurte de meldo 1, M2 — iogurte de meldo 2; AB1 — iogurte de abébora

1; AB2 — iogurte de abdbora; MIXA — iogurte com extratos de meldo e abébora; MIXAP -iogurte com extrato de meldo e ab6bora
e &cido sorbico.

Figura 4.4.3 Resultados obtidos para a viscosidade aparente (mPas™) dos iogurtes, em funcéo da taxa de
deformacéo (s*) nos dias 1 (A) e 14 (B), e variagdo de viscosidade aparente com temperatura crescente
(C) e temperatura decrescente (D), no dia 1.

Relativamente ao conteudo fendlico, cujos resultados se encontram na Figura 4.4.4, é
possivel verificar que todos os iogurtes apresentam compostos fenolicos. Para os iogurtes em que
foi incorporado os ECM e ECA, os valores de contetido fendlico observados resultam da possivel
existéncia de compostos fendlicos nestes extratos, 0 que ja era esperado. Para o controlo negativo
e o controlo positivo, o conteudo fendlico determinado pode dever-se a agUcares, proteinas e
aminoacidos naturalmente presentes no iogurte e que interferiram com a medida do TPC
(Amirdivani & Baba, 2011). O aumento do contetdo fendlico em quase todos os iogurtes durante
0 periodo de estudo pode dever-se a degradacdo da lactase pelas bactérias, que podera conduzir a
libertacdo de alguns compostos fendlicos (Alenisan et al., 2017).
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Nota: CN — controlo negativo, CP — controlo positivo, M1 — logurte de meldo 1, M2 — iogurte de meldo 2; AB1 —iogurte de abdbora
1; AB2 — iogurte de abdbora; MIXA — iogurte com extratos de meldo e abébora; MIXAP -iogurte com extrato de meldo e ab6bora
e cido sorbico.

Figura 4.4.4 Contetdo fenélico total dos iogurtes (mgcae g iogurie), Para os iogurtes, nos dias 1 e 14.

O contetdo fendlico influencia a capacidade antioxidante conforme se representa na Figura 4.4.5.
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Nota: CN — controlo negativo, CP — controlo positivo, M1 — logurte de meldo 1, M2 — iogurte de meldo 2; AB1 — iogurte de abdbora
1; AB2 — iogurte de abobora; MIXA — iogurte com extratos de meldo e abébora; MIXAP -iogurte com extrato de meldo e abobora
e cido sorbico.

Figura 4.4.5 Percentagem de inibicdo do DPPH, para 500 mgmL™* de iogurte, nos dias 1 e 14.

E possivel verificar que a adi¢do dos extratos contribuiu para o aumento da capacidade
antioxidante dos iogurtes incorporados, sendo que a capacidade antioxidante do iogurte de meldo

2 e inclusive superior aquela do controlo positivo. O aumento da capacidade antioxidante ao longo
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dos 14 dias também era expectavel pois a produgédo de &cido latico, aliado com a protedlise das
proteinas, resultante da atividade metabdlica das bactérias, pode formar outros compostos
antioxidantes detetados pelo DPPH (Dziuba & Dziuba, 2014). No entanto, apesar do contetdo
fenolico ser superior no iogurte MIXAP, verifica-se que isso ndo se traduziu numa maior
capacidade antioxidante. Apesar de ndo haver resultados na literatura que justifiquem esta
diminuicdo, pode ter ocorrido um efeito antagonico entre os extratos e o acido sorbico, que
conduziram aos valores observados. Assim, este seria um ensaio importante a repetir no futuro,

para averiguar esta diminuicao.

Relativamente aos ensaios antimicrobianos, os resultados dos halos de inibigdo encontram-
se na Tabela 4.4.1. E de salientar que os valores representados sdo os referenciais médios das trés

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

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

dha|o(cm)
logurtes
Bactéria Dia CN CP M1 M2 AB1 AB2 MIXA  MIXAP
S aureus 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 1,2 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 — logurte de meldo 1, M2 — iogurte de meldo 2; AB1 —iogurte de abdbora
1; AB2 — iogurte de abdbora; MIXA — iogurte com extratos de meldo e abobora; MIXAP -iogurte com extrato de meldo e abobora
e cido sorbico.

E interessante verificar que todos os iogurtes apresentaram inibicdo de ambas as estirpes
de bactérias. De facto, a fermentacédo pelas bactérias no iogurte ndo sé lhe permite desenvolver a
sua textura caracteristica, como lhe permite obter capacidades antimicrobianas. Durante a
fermentacdo, as bactérias produzem produtos com efeito antimicrobiano, que incluem é&cidos
organicos como o 4cido acético e o acido latico. Isto diminui o pH do meio, tornando-o pouco
propicio ao desenvolvimento de leveduras e bactérias. Adicionalmente, também produzem
bactericidas e perdxido de hidrogénio (Liao & Nyachoti, 2017). Estudos revelam que, em média,
0 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 inibicdo exibida. De facto, no dia 1, o iogurte (CN) que apresenta o valor de pH maior é 0 que
regista o menor halo de inibicdo, e o com menor pH (MIXAP) € 0 que apresenta 0 maior halo de
inibicdo para a S.aureus. E de salientar que o halo de inibic&o superior nos iogurtes com extrato e

conservante pode indicar, por um lado, que a adi¢do destas substancias acidicas promoveu a
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diminuicdo 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 ndo apresentar contaminacdes por leveduras, bolores ou pela E.coli, como

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

4.5 Avaliacdo do produto final

Por ultimo, para determinar o interesse de consumidores neste tipo de produto, assim como a
opinido sobre os iogurtes produzidos, foi desenvolvido um inquérito com uma amostra de 10
voluntarios. 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 classificacdo) a 5 (melhor), em termos de cor,
odor, textura e sabor. Por fim, foi-lhes pedido para escolher o iogurte que preferiram. No Apéndice

D, encontram-se as perguntas e respetivas respostas.

De facto, é possivel 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 € amplamente consumido, tendo apenas 20 % dos
inquiridos respondido que 0 consomem uma vez por semana ou menos. O sabor e valor nutricional
sdo os fatores com mais predominéncia na escolha, mas 80 % dos inquiridos revela-se disponivel
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, 0s
iogurtes em que ECM foi incorporada uma classificacdo inferior. Isto pode ser devido a cor
esverdeada do iogurte que, em geral, é indesejada no que toca a alimentos lateos. Similarmente,
os iogurtes incorporados com ECM apresentaram uma classificacao inferior para o odor enquanto
o cheiro a abdbora foi bem aceite. Relativamente a textura, os inquiridos preferiram os iogurtes
que ndo incorporassem o extrato, provavelmente devido a viscosidade mais elevada. Por fim, o
sabor a abdbora dos iogurtes incorporados com ECA agradou aos inquiridos, enguanto os
incorporados com ECM n&o. De facto, os iogurtes com ECA apresentaram classificagoes
semelhantes ao controlo negativo e controlo positivo, pelo que a adi¢do deste extrato acrescentou

um sabor agradavel ao iogurte.

Por fim, foi pedido aos inquiridos para indicarem que iogurte seria mais provavel adquirirem.

Sem surpresa, atendendo ao anteriormente descrito, os iogurtes cujo ECA foi incorporado foram
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0s que apresentaram melhores classificacdes, pelo que estes parecem ser produtos de potencial

interesse.
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5 Conclusoes

Este projeto teve por objetivo a avaliacdo dos extratos de casca de meldo e abdbora como
substitutos para os conservantes de origem sintética, neste caso o acido sérbico, em iogurtes.
Assim, comegou-se por extrair os compostos das cascas de meléo, realizando dois tipos diferentes
de extracGes solido-liquido usando ultrassons seguida de Soxhlet. A extracdo sélido-liquido das
cascas de abdbora foi realizada por recurso apenas a Soxhlet. Os rendimentos de extra¢do obtidos
foram 23,84 % e 39,78 %, para as cascas de meldo e abdbora, respetivamente, sendo, portanto, o
rendimento de extracdo das cascas de meldo inferior ao de abobora. No entanto, este rendimento
n&o se traduziu num menor contetido fendlico para este extrato, obtendo-se 53,41 mMgcaed extrato
para 0 extrato de casca de meldo e 18,21 mgcaeg exirato Para o extrato de casca de abdbora. Com
isto foi possivel concluir que, durante a extracdo dos Compostos BioActivos da casca de abdbora,
nomeadamente compostos fenolicos, foram também extraidos outros compostos sollveis em
etanol. Um maior contedo em compostos fendlicos permitiu ao extrato de casca de meldo uma
maior capacidade antioxidante, revelada por uma percentagem de inibi¢cdo do DPPH de 62,85 %,
um TEAC de 153,9 umoltroioxd extrato € UM ICso de 192,4 MQextraoL ™, quando comparado com os
resultados do extrato de casca de ab6bora, de uma percentagem de inibicdo do DPPH de 7,398 %,
um TEAC de 41,91 pumoltrolox textrato € UM ICso de 698,0 mexwraoL 2. Relativamente a capacidade
antimicrobiana, apenas o extrato de abobora revelou efeito inibitério contra a a Staphylococcus

aureus. N&o se verificou efeito inibitorio 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 acido sorbico. Os primeiros apresentaram um valor de pH inicial
inferior ao do iogurte sem nenhum aditivo, fruto da adi¢do de compostos acidicos. Do dia 1 ao dia
14 dos ensaios, verificou-se um decréscimo do pH, consequéncia da producéo de acido latico pelas
bactérias, o que, conforme esperado, acabou por afetar o nivel de sinérese, que aumentou para
todos os iogurtes. Relativamente a viscosidade, os iogurtes incorporados com extratos revelaram
viscosidades superiores, quando comparados com o iogurte com conservante sintético, muito
provavelmente devido a adicdo de fibras e outros compostos com propriedades espessantes
presentes nos extratos. O aquecimento do iogurte provocou uma diminuicdo irreversivel da
viscosidade, e todos apresentaram um comportamento de fluido pseudopléstico. Todos os iogurtes
apresentaram contetddo fendlico, resultado da produgdo de compostos secundarios fenodlicos
durante a producdo de acido latico pelas bactérias, sendo o iogurte com maior contetido fenolico

0 iogurte com uma mistura de acido sorbico e extratos. No entanto, isto ndo se traduziu numa
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maior capacidade antioxidante deste iogurte, sendo o iogurte com extrato de casca de meldo o que
acabou por apresentar maior capacidade antioxidante. Apds a avaliagdo sensorial do iogurte, 0s

iogurtes com extrato de casca de abobora foram os preferidos por um painel de 10 voluntéarios.

Em suma, foi possivel obter iogurtes incorporados com extratos de subprodutos agricolas,
que sdo candidatos a substituir os conservantes de origem sintética, como revelado pelas suas
capacidades antioxidantes, antimicrobianas e capacidade de manter as caracteristicas do iogurte
estudadas estaveis durante um periodo de armazenamento de 14 dias. Adicionalmente, conseguiu
-se um produto, enriquecido em compostos bioativos, ou seja, foi desenvolvido um produto de
valor acrescentado, sustentavel e com base na economia circular, que permite a reaplicacdo de
subprodutos agricolas e estd de acordo com a recente procura dos consumidores por produtos
saudaveis e sem aditivos de origem sintética. Seria no futuro interessante realizar uma avaliacao
dos custos associados ao processo, no sentido de perceber a viabilidade econémica do mesmo, e

possibilitar a sua otimizag&o.
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6 Avaliacao do trabalho realizado

6.1 Objetivos Realizados

O trabalho desenvolvido cumpriu os objetivos inicialmente definidos. Foi possivel
desenvolver um produto de valor acrescentado, no qual se valorizou as cascas de meldo e de
abobora. 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 concentracdo conservantes de origem sintética.

6.2 Trabalho futuro

Como trabalho futuro, sugere-se a procura de um método de secagem com uma melhor
relacdo eficiéncia/custo. Acrescenta-se a otimizacdo do processo de extracdo, nomeadamente
aumentando o rendimento e permitindo a extracdo em maiores quantidades, para tornar o processo
mais eficiente. Adicionalmente, seria interessante desenvolver um estudo sobre o efeito do

solvente de extracdo, nomeadamente a utilizacdo de misturas hidroalcodlicas (etanol e agua).

Seria também interessante, para comparacdo, o desenvolvimento de outras técnicas de

avaliacdo da capacidade antioxidante, como 0 ABTS, ORAC e FRAP.

Seria igualmente interessante uma analise aos extratos, para verificar a sua composicao,
através de, por exemplo, cromatografia liquida de alta performance HPLC/DAD ou cromatografia
em fase liquida com detetor de espectrometria de massa, LC-MS, para concluir que compostos
permitem as caracteristicas apresentadas pelos extratos, tendo como compostos padrdo 0s

principais, ou seja 0s compostos fendlicos e os carotendides.

Seria também importante identificar/quantificar os pesticidas que possam encontrar-se na
superficie das cascas, provenientes de préaticas agricolas, e avaliar se estavam abaixo dos limites

legais.

O desenvolvimento de ensaios toxicologicos e mais testes de estabilidade seria também
importante, tendo em conta o objetivo de comercializagdo dos iogurtes. Por fim, o efeito da
microencapsulacao dos extratos seria etapa interessante, para permitir a libertacdo controlada dos
compostos bioativos nos extratos e, ao mesmo tempo, protegé-los, permitindo assim maiores

tempos de prateleiros dos produtos incorporados.
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6.3 Apreciacao Final

Este trabalho permitiu-me conhecer as caracteristicas de um projeto de investigacgéo,
possibilitando-me a oportunidade de desenvolver novas competéncias e aprender e desenvolver
diversas técnicas laboratoriais. Possibilitou-me também a oportunidade de produzir um produto
desde o inicio, e de o fazer numa das areas que mais interesse me desperta, dos produtos
alimentares naturais e ecoldgicos. A oportunidade de criar um produto mais sustentavel, e que
permitiu contribuir para o reaproveitamento de desperdicios alimentares foi interessante e

desafiante e permitiu melhorar os meus conhecimentos nesta area.
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Apéndice A — Producao dos extratos

A.1l Analise estatistica

Os dados estatisticos foram avaliados através do calculo da média aritmética, que consiste
no quociente entre o somatorio dos valores obtidos e 0 nimero de ensaios, e através do desvio-
padrdo associado a meédia aritmética, sendo este a medida de dispersdo em torna da média
populacional de uma variavel aleatoria. A média aritmética e o desvio padrdo sdo dados pelas
Equacbes A.1.1 e A.1.2, respetivamente.

Z?=1 Xi

X =

Equagdo A.1.1

Equacdo A.1.2

A.2 Extracao 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 abdbora.

Figura A.2.1 Fotografia do forno de vidro usado no processo de secagem da casca de abobora.
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Secagem das cascas de meldo e de abdbora

Na Figura A.2.2 encontram-se representadas por fotografias as cascas de meldo e abébora

apos a secagem.

i

Figura A.2.2 Fotografias das cascas de meldo (A) e de abdbora (B), apds a secagem.

A percentagem de residuo seco, calculada através da Equacdo A.2.1, é importante para
verificar a percentagem de agua retirada da amostra inicial, pelo que Mamostra fresca Fepresenta a massa
da amostra antes da secagem e Mamostra seca FEPresenta a massa de amostra apos o processo de

secagem.

mamostra seca

Residuo seco (%) = x 100 Equacdo A.2.1

amostra fresca
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Rendimento de extracéo

A Figura A.2.3 exemplifica, através de uma fotografia, o processo de ESL com o extrator

Soxlet seguida da evaporacao do solvente através do evaporador rotativo.

Figura A.2.3. Fotografia da montagem da extracdo com recurso ao Soxhlet (A) e da evaporacdo do
solvente com o evaporador rotativo (B).
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Rendimento de extracao

O rendimento da extracdo é calculado através da massa inicial de cascas, Mcascas, € & Massa

do extrato final, Mextrato. E possivel calcular este rendimento a partir da Equacio A.2.2.

m
Rendimento extracdo (%) = —Xra0 % 100 Equagdo A.2.2

cascas

Assim, na Tabela A.2.1 é possivel encontrar os valores para os rendimentos de extracao
das cascas de meldo e, na Tabela A.2.2 os valores obtidos para os rendimentos de extracdo das

cascas de abdbora, assim como os seus valores médios e desvio-padréo.

Tabela A.2.1. Rendimentos (%) obtidos na extracdo de cascas de meldo.

Amostra Razdo A/S Massa casca Massa de extrato Rendimento
(m/V) (9) (9) (%)
1 2,5345 0,5856 23,10
2 1:20 2,4980 0,5670 22,70
3 2,5051 0,6440 25,71
Xxto - 2,51+0,02 0,60+0,03 24+1

Nota: Razdo A/S — Razdo amostra/solvente

Tabela A.2.2. Rendimentos (%) obtidos na extracdo de cascas de abdbora.

Amostra Razdo A/S Massa casca Massa de extrato Rendimento
(m/V) (9) (9 (%)
1 2,5456 0,9754 38,32
2 1:20 2,6286 1,0432 39,69
3 2,5034 1,0348 41,34
Xto - 2,56+0,05 1,02+0,03 40+1

Nota: Razdo A/S — Razdo amostra/solvente
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Apéndice B — Avaliacao dos extratos

B.1 Determinacao do conteudo fendlico pelo método do reagente de
Folin-Ciocalteu

O meétodo do Reagente de Folin-Ciocalteu consiste na afericdo da quantidade fenolica total
de uma amostra, atraves da equivaléncia ao acido galico. Quando este reagente encontra um
composto capaz de se reduzir, ocorre a reacdo, que leva a mudanca de cor da solucdo de amarelo
para azul. A representacdo esquematica da reacdo encontra-se na Figura B.1.1. Quanto mais

intensa a coloracao azul de uma solugdo, maior serd a concentracdo em compostos oxidantes.

OH 0

/ /]
[ 4

Reducao do reagente
1 >

Folin-Ciocalteau

R R

Compostos fendlicos Compostos oxidados

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

Para desenvolver este método, foi necessario preparar 9 solucbes em cuvetes, um branco e
4 amostras para cada extrato, estando a composic¢ao das solucfes representadas na Tabela B1.1.
As amostras tinham uma concentragéo de 1 gL ! e o carbonato de sddio de 333 gL .

Tabela B.1.1. Volume de reagente (uL) utilizado na preparacdo das solugdes do ensaio Folin-Ciocalteau.

Reagente Agua Amostra Carbonato de sodio  Reagente Folin-Ciocalteu
(uL) (uL) (W) (L)

Branco 1600 - 300 100

Amostra 1580 20 300 100

A partir dos valores obtidos para absorvancia, foi possivel determinar a concentracdo
fenolica de cada amostra em equivalentes a acido galico. Para isso, foi necessario construir a reta
de calibragdo, com a concentracéo de acido gélico (mg L) em fungdo da absorvancia. A reta de
calibracéo e respetiva representacao encontram-se na Figura B.2.2 e na Equacdo B.1.1.
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0,6
y =0,0767x - 0,0095
R?=0,997

Absorvancia
o o o o
) w =~ o

o
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Figura B.1.2. Representacao da reta de calibracdo da absorvancia das amostras de acido galico, em funcéao
da concentragdo (mgL ™).

A equacéo da reta de calibragdo obtida encontra-se na Equacéo B.1.1.

Concentra¢doscigo galico = 0,0767 X absorvancia — 0,00950 Equacdo B.1.1

Os valores de absorvancia médios obtidos para a solugédo de extrato de meldo e de
abo6bora, foram:
AbSECM = 3,167 X 10_2
Absgca = 4,667 X 1073
Finalmente, a partir destes valores foi possivel obter a concentracdo de compostos

fendlicos, em cada amostra de extrato, a partir da equagédo B.1.2,

(Absextrato + 0'00950) chvete
0,0767 Vsolugéo de amostra

Concentracao = x 1000 Equagéo B.1.2

em que 0 Vcuvete representa o volume total dentro da cuvete, de 2 mL, € Vsolugio da amostra 0 VOlumMe
de amostra dentro da cuvete, 20 pL, tendo sido obtidos os resultados em mgcae g textrato.

Concentragaogcy = 53,41 mggag gE)%trato

Concentracaogcy = 18,21 mggag gE}%trato
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B.2 Determinacéo da capacidade antioxidante pelo método DPPH

O método do DPPH determina a capacidade que um antioxidante tem em reduzir o radical
de DPPHe, através da transferéncia de um hidrogénio. O radical de DPPH é violeta, mas, quando
se reduz, fica amarelo. Assim, a intensidade da cor amarela de uma solucdo de DPPH e amostra é
um indicador da capacidade antioxidante da mesma. O esquema da reacdo 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 fenolicos.

/-
/
e

7 /
Q 02N @ 02N 1 -'
. H 1A
N—N NOQ + A-H é —N N02 + Ae

Figura B.2.1. Representacao esquematica da reacdo de reducdo do DPPH.

=

Para se proceder a este método, foi necessario preparar uma microplaca de 96 pogos para

cada uma das amostras de extrato. O esquema da microplaca encontra-se na Figura B.2.2.

Legenda

1T 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12

Branco amostra: 20 uL. amostra + 180 uL solvente
Amostra: 20 uL amostra + 180 uL. DPPH

@ Branco Trolox: 20 uL Trolox + 180 pL solvente

2000 OGO~

Trolox: 20 pL trolox + 180 uL. DPPH

Branco: 20 pL dgua + 180 pL solvente

TG mmOnNn @ >

g g Reta de calibragdo: 20 puL dgua + 180 uL DPPH

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

A concentracdo das amostras de extrato de meldo e abobora preparadas foram 2500 mg L
1 ¢ 10000 mg L, respetivamente. Como solvente foi utilizada uma solugio de metanol e agua,

numa propor¢édo de 4:1 (V/V).

A partir dos valores obtidos da absorvancia a A=515 nm para cada uma das placas, foi

possivel obter a percentagem de inibig&o (%), a ICso (MJextrato L 1) € TEAC (MQTroloxd extrato).-

Apéndice B - Avaliacado dos extratos 52



Compostos bioativos provenientes de fontes naturais como alternativa a conservantes sintéticos — Incorporagéo em iogurtes

Primeiramente, calculou-se a percentagem de inibicdo de DPPH, através da Equagéo B.2.1.

Inibigdo (%) =

Acontrolo -

x 100

Equacédo B.2.1

Sendo que Aamostra € @ absorvancia dos pogos com amostra e Acontrolo € @ absorvancia dos

pogos com apenas solvente e DPPH.

Assim, a partir desta equacdo, foi possivel obter os valores da percentagem de inibicéo de

DPPH, para cada concentragcdo de amostra, resultados que se encontram representados na Tabela

E.

Tabela B.2.1. Percentagem de inibicdo do DPPH (%) cada concentracdo de extrato.

Concentragéo
(mgL™)

250

150

100

50

25

15

10

Inibicdo

(%)
62,85
40,61
39,41
27,24
14,12
8,33

7,56

Concentragéo
(mgL™)

1000

750

500

250

100

75

50

Inibicéo

(%)
75,22
20,12
13,56
7,40
5,37
2,20

0,45

Posteriormente, para aferir a concentracao inibitoria média, I1Cso, desenvolveu-se uma reta

de calibragdo para cada amostra, com a percentagem de inibicdo de DPPH em funcdo da

concentragdo. Esta reta encontra-se representada na Figura B.2.3.
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Figura B.2.3. Representacgdo da reta de calibracdo da percentagem de inibicdo de DPPH, em funcgéo da
concentracdo (mgL ™), para o ECM e para o ECA.

Assim, foi possivel obter a concentracéo de inibicdo média segundo a Equacéo B.2.2,

50-»b x
IC5o = 7 Equacéo B.2.2

a partir do declive, a, e da ordenada na origem, b, para cada reta, foi possivel obter os resultados
para o ICso, para 0s extratos de ambas as cascas.

[Cs0 gcm = 192,39 mgexirato L™t

[Cs0 gca = 697,97 MGextrato Lt

O valor 50 representa o eixo das ordenadas, visto que o ICso é definido como a

concentracdo para a qual a percentagem de inibicéo € 50 %.
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Finalmente, para determinar a TEAC, foi determinado o ICsp do Trolox, pelo mesmo

método descrito. A reta de calibragdo do trolox encontra-se representada na Figura B.2.4.

100
90
80 .
70 e
60 '.

50 L

40 e

30 ’

20
10

0 ®
0 20 40 60 80 100 120 140

Concentragdo (mgL-1)

ly=0,7461x- 53407
R>=0,9978 !

Inibicdo (%)

Figura B.2.4. Representacgdo da reta de calibracdo da percentagem de inibicdo de DPPH, em fungéo da
concentracdo (mgL ™), para a solugdo de trolox.

ICs0 Trolox = 7,417 mgyro)0x Lt

Assim, tendo em conta a massa molar do Trolox (250,59 gmol™?), obtém-se 0 TEAC para
0 ECM e 0 ECA, a partir da Equacdo B.2.3,

IC 1
TEAC = —2oTrolox -1000 Equagdo B.2.3

ICSO extrato M MTrolox

Em que o ICsoTrolox representa a concentracdo inibitéria média do TroloX, ICsoextrato, @
concentracéo inibitoria média do extrato e MMrroi0x @ massa molar do Trolox, tendo-se obtido os

resultados em mgrroloxd extrato-
TEACgcy = 153,85 umoliro10x ge_xltrato

TEACgcy = 41,91 umoztrolox ge_xltrato
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B.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos extratos foi verificada atraves de antibiogramas realizados
a partir do método da difusdo em disco, para as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia

coli.

Na Tabela B.3.1 encontram-se os valores obtidos para os halos de inibi¢do para cada um
dos extratos e bactérias. E de salientar que, para o valor dos halos para o controlo positivo, acido
sorbico, e controlo negativo, 4gua ultrapura, foram selecionados 3 valores mais parecidos dos 4

obtidos para cada bactéria.

Tabela B.3.1. Diametro dos halos de inibicdo obtidos (cm), para as bactérias as bactérias Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, e para concentragdes de 500 mgL™ e 1000 mgL™ de extrato.

dhaio(CM)
Extrato Controlos
ECM ECA acido sorbico ,
Bactéria 500 1000 500 1000 500 1000 u,ﬁggira
(mgmL?) (mgmL?) (mgmL?) (mgmL?1)  (mgmL?) (mgmL?)
<0,9 <0,9 <0,9 0,9 <0,9 1,2 <0,9
S.aureus <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
Xxto <0,9+0,0 <0,9+0,0 <0,9+0,0 093+0,05 <09+00 1,10+£0,08 <0,9+0,0
<0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 14 <0,9
E.coli <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 1,3 <0,9
<0,9 <0,9 <0,9 <0,9 <0,9 14 <0,9

XxXto <0,9+0,0 <0,9+0,0 <0,9+0,0 <09+00 <09+00 133+0,05 <09+0,0

Nota: ECM - Extrato de casca de meldo, ECA — Extrato de casca de abdbora
A notacdo <0,9 é referente aos ensaios em que ndo foi possivel medir o halo de inibi¢do
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Apéndice C — Avaliacao dos iogurtes

C.1 Ensaios de estabilidade

Durante os ensaios de estabilidade, foram necessarios equipamentos, como é caso 0
medidor de pH e o redmetro, para determinar a viscosidade dos iogurtes, em funcdo da taxa de
deformacéo, e a viscosidade em funcéo 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 redmetro (A) e 0
medidor de pH (B).

Relativamente aos ensaios do pH e da sinérese, realizados nos dias 1 e 14 ap6s a producao
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.

logurte Dia pH Sirzge/;;ase
1 4,24 27,23
o 14 38 31,63
1 3,98 16,98
= 14 3,82 18,16
1 3,96 11,46
" 14 3,91 13,72
w2 4 i oo
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logurte Dia pH Sir(lf/;;ese
1 4 12
At 14 3:32 14122
1 4,02 23,7
o i i
1 4,01 13,7
MIA 14 3:33 1?132
1 3,90 12,13
MIXAP 14 76 o

Nota: CN — controlo negativo, CP — controlo positivo, M1 — logurte de meldo 1, M2 — iogurte de meldo 2; AB1 — iogurte de ab6bora

1; AB2 — iogurte de abébora; MIXA — iogurte com extratos de meldo e abdbora; MIXAP -iogurte com extrato de meldo e ab6bora
e acido sorbico

Em relacdo a viscosidade, a curva representativa, em escala logaritmica, da viscosidade em

funcéo da taxa de deformacdo, para cada iogurte, encontra-se na Figura C.1.2 e C.1.3.

v A B

1000 1000
".‘Lrj ".‘L0
« ]

% 100 % 100
~ ~'
2 2
=1 1

=10 & 10
& g
i 2
= -

1 1

1 10 100 1 10 100
Taxa de deformacdo / ! Taxa de deformago / s

1000 1000
;j 2

100 100
2 E
2 7]
3 E

‘Z 10 B 10
8 <1
2 8
= s

1 1

1 10 100 1 10 100

Taxa de deformacéo / 1 Taxa de deformacfo / s

Figura C.1.2. Resultados para a viscosidade aparente (mPas™) em funcéo da taxa de deformacéo (s), em
escala logaritmica, 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™) em funcéo da taxa de deformagéo (s), em
escala logaritmica, para os iogurtes AB1 (E), AB2 (F), MIXA (G), MIXAP (H), para os dias 1 e 14.

Com o objetivo de determinar o indice de poténcia (n), utilizou-se o Modelo de Lei da

Poténcia, representada na Equacdo C.1.1,
n=K-y*1 Equagdo C.1.1
em que 7 é viscosidade em funcdo da taxa de deformacdo, y, e K é o indice de consisténcia.
O n é indicador do comportamento do fluido:
n<1 Fluido pseudopléastico
n=1 Fluido newtoniano

n>1 Fluido dilatante

Assim, a partir da curva da viscosidade em fungdo da taxa de deformacéo & possivel
determinar a linha de tendéncia em exponencial, o que permite obter o K e (n-1). Finalmente, o n

¢ calculado.

Os resultados do K, (n-1) e n encontram-se resumidos na Tabela C.1.2.
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Tabela C.1.2. indice de consisténcia (mPas") e indice do comportamento do fluido para os iogurtes, nos

dias 1 e 14.
logurte Dia . n-1 n
g (mPas")

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
AB? 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 — logurte de meldo 1, M2 — iogurte de meldo 2;
ABL1 —iogurte de abdbora 1; AB2 — iogurte de ab6bora; MIXA — iogurte com extratos de meldo e abdbora;
MIXAP -iogurte com extrato de meldo e abdbora e &cido sérbico.
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Os ensaios antimicrobianos caracterizam-se pela formagéo de um halo de inibi¢do em torno

do pogo com iogurte. Os resultados encontram-se na Tabela C.1.3.

Tabela C.1.3 Valores dos halos de inibi¢do (cm) para os iogurtes, para as duas bactérias estudadas, nos

dias1e 14
Ohato (cm)
logurtes
Bactéria Dia CN CP M1 M2 AB1 AB2 MIXA  MIXAP
0,8 0,9 0,9 1,0 1,2 0,9 11 15
1 1,0 1,0 1,0 11 1,3 1,1 11 1,0
0,8 0,9 1,0 0,7 1,0 1,3 1,2 11
X 0,87 0,93 0,97 0,9 1,2 1,1 1,13 1,2
+ £ g g g5 fhs fhs £ £
G 0,09 0,05 0,05 0,2 0,1 0,1 0,05 0,2
S.aureus
0,5 0,8 0,5 0,5 0,9 0,8 0,9 1,0
14 - 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
X 0,5 0,77 0,57 0,5 0,97 0,6 0,8 11
+ £ £ £ -t £ £ i i
o 0,0 0,05 0,09 0,0 0,05 0,1 0,2 0,2
0,9 15 0,9 1,2 1,0 0,9 11 1,0
1 1,1 1,3 0,8 1,0 1,1 1,1 1,1 0,9
1,3 0,9 0,9 0,8 14 1,0 1,3 0,9
X 1,1 1,2 0,87 1,0 1,2 1,00 1,17 0,93
+ £ £ £ -t £ £ i i
) o 0,1 0,3 0,05 0,2 0,2 0,08 0,09 0,05
E.coli 1,0 1,0 0,5 0,5 0,8 1,1 1,1 1,2
14 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 14
x 0,93 1,0 0,7 0,7 0,8 1,00 0,9 1,20
+ + + + + + + + +
o 0,09 0,0 0,1 0,1 0,0 0,08 0,1 0,16

Nota: CN — controlo negativo, CP — controlo positivo, M1 — logurte de meldo 1, M2 —iogurte de meldo 2; AB1 — iogurte de abébora
1; AB2 — iogurte de abébora; MIXA — iogurte com extratos de meldo e abdbora; MIXAP -iogurte com extrato de meldo e ab6bora
e &cido sorbico.

A notagao <0,9 é referente aos ensaios em que ndo foi possivel medir o halo de inibigao.
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Adicionalmente, foram realizados ensaios para verificar se 0s iogurtes poderiam conter
contaminagdes 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.1.5 Fotografia dos meios LSA (A) e RBC (B) inoculados com os iogurtes, no dia 14.
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Apéndice D - Questionario

Género B Idade

A 0, 0%
0%

0,
30% 40%

60%
70%

Masculino Feminino Outro <18 18-25 26-35 M36-45 W46-55 W56-65 W>65

Figura D.1 Distribui¢do da amostra por base de género (A) e idade (B)

Verifica a lista de ingredientes antes da compra? A origem dos conservantes (natural ou sintética) ¢ um
fator a ter em conta na escolha dos alimentos?

10%
20%
50% 50%
60%
Sempre Asvezes Raramente B Nunca Sim ©Nao

Figura D.2 Respostas as perguntas 3 e 4, relativas a preocupacdo dos inquiridos sobre conservantes de
origem sintética.

Com que frequéncia come iogurte? Qual o fator mais importante na escolha do 1ogurte?

0%

50% 50%
50%
20%
o ) Sabor Valor nutricional ®Preco MAparéncia @ Outro
Diariamente 2 ou mais vezes por semana
1 vez por semana @Menos de 1 vez por semana

Figura D.3 Respostas as perguntas 5 e 6, relativamente ao consumo de iogurte dos inquiridos.
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Estaria disposto a abdicar do fator mais importante que selecionou anteriormente de um 1ogurte com
conservante de origem sintética em prol de um 1ogurte com conservantes de origem natural?

20%

80%
Sim FNao

Figura D.4 Resposta a pergunta 7, relativamente a importancia do conservante de origem natural.

Encontra-se disposto a experimentar os iogurtes e avaliar os mesmos?

0%

100%

Sim Nio

Figura D.5 Resposta a pergunta 8, relativamente a disponibilidade dos inquiridos em experimentar 0s
iogurtes e a responder a perguntas sobre 0s mesmaos.

A

Cor Textura
5 3.8
1.5
4 3.6
3.5
3.4
2 33
2
15 3.1
1 3
0.5 2.9
0 2.8
CN CP M1 M2 ABI1 AB2 MIXA MIXAP CN CP M1 M2 ABI1 AB2 MIXA MIXAP
C Odor I: Sabor
5 1;:
4.5 1
4 35
5 3
3 -
25 -
. 1.5
1.5
1 1
0.5 0.5
0 0
CN cp M1 M2  ABI  AB2 MIXA MIXAP N cp Ml M2  ABI  AB2 MIXA MIXAP

CN = CP BM1 M2 T AB1 "AB2 "MIXA " MIXAP ENenhum

Figura D.6 Respostas relativas as caracteristicas dos iogurtes produzidos, cor (A), textura (B), odor (C) e
sabor (D).
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ApoOs a prova, qual seria o 1ogurte mais provavel de adquirir?
0%

10%
20%
10%

10% 10%

40%

CN ©CP EM1 = M2 TABl1 "AB2 IMIXA ©"MIXAP ENenhum

Figura D.7 Resposta a pergunta 38, sobre a possibilidade de aquisicdo de um dos iogurtes.
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