=
2ipb
—
S =
INSTITUTO POLITECNICO Escola Superior Agraria
DE BRAGANCA

Bagas de Sabugueiro: Extracao e aplicacdo no logurte

Silvia Cavaleiro Pais

Dissertagdo apresentada a Escola Superior Agraria de Braganca para obten¢do do Grau de
Mestre em Qualidade e Seguranga Alimentar

Orientada por:
Professora Doutora Maria Leticia Miranda Fernandes Estevinho
Professor Doutor Luis Avelino Guimaraes Dias

Braganca 2021






Agradecimentos

Em primeiro lugar, agradeco a minha orientadora Professora Doutora Leticia
Estevinho, pela sua presenca, disponibilidade, paciéncia, motivacao, dedicacéo, esforco,

apoio cientifico, ensinamentos e sobretudo pela confianga e amizade demonstrada.

Ao Professor Doutor Luis Dias, pela co-orientacdo, por todo o apoio cientifico,
apoio no tratamento dos dados experimentais, paciéncia, amizade e disponibilidade

durante a concretizacao deste trabalho.

A mestre Vanessa Paula, um agradecimento muito especial, pela orientacéo, pelos
conhecimentos partilhados, pela disponibilidade tanto na parte laboratorial como na parte

escrita, pela paciéncia, pelas palavras de forca, pela amizade e carinho.

A0S meus pais, que sd0 0 meu maior apoio e motivagdo, por nunca me deixarem
desistir e por acreditarem que sou sempre capaz de mais e melhor, por me tornarem todos
os dias numa melhor pessoa e por serem 0s meus melhores amigos, sem eles nada disto

teria sido possivel.

Ao meu irméo, ao meu afilhado e a minha cunhada, por todas as palavras de apoio

e conforto, por todo amor e amizade que me déo todos os dias.

A minha colega que se tornou amiga Natalia Seixas, pela sua disponibilidade e
ajuda, pela amizade e pelo companheirismo, pelo apoio e por nunca me deixar desistir,

pelos bons momentos passados que ficardo na memodria.

Ao meu namorado Jodo, por ter sido 0 meu suporte ao longo desta caminhada, por

todo o carinho, amor e companheirismo, e sobretudo por ser 0 meu melhor amigo.

A minha grande amiga Veronica, pela amizade e carinho, e por sempre me

apoiar e interessar na realizagédo deste trabalho.

A todos 0s meus amigos, que diretamente ou indiretamente, me apoiaram e me

mostraram o verdadeiro significado de amizade.



indice

AGIAECIMENTOS ... .vevieieeiestee sttt et e et e st e e e st e e s te e e e s re e beesaesraeseaneesreesaeaneesrens iii
TR0 [T (= o[V T TR vii
LiSta de @DMEVIATUIAS .......e.veeiiiiieeicese e IX
RESUMO ... X
AADSTIACT. ... s Xii
INtrOAUGED GEIAL..... .o 1
OB JBEIVOS. ..ttt bbbttt bbb bbb bbb 3
CAPITULO L oottt 4
L HOQUITE ..t 5)
1.1.1 ProduG&0 A0 TOQUITE ......oviieiiieiiisiesie sttt 5
1.1.2 Composigdo nutricional @ QUIMICA.........ccccereirirerieiee e 8
1.1.3 Qualidade DO JOQUITE .......ccuerieieiieirieeeee e 10
1.1.4 Microbiota dO IOQUIE.........ccveieiieie e sre e 11

1.2 AditiVOS ALMENTAIES ......c.viviiiieiiiteieiise e 12
1.2.1 AditiVOS SINTELICOS ..ottt 13
1.2.2 AditiVOS NATUFAIS. ......cviiiiiiiiiteieiiteee e 14

1.3. Baga d0 SADUGUEITO .......ceeivieiiieie sttt nre e 15
1.3.1 Toxicidade e efeitos benéficos do sabugUEIro............cccvevveveiiieieevecic e 16
1.3.2 Sabugueiro Como Aditivo Natural.............ccccceovveiieiiiicseec e 17

1.4. ComPOSLOS FENOIICOS. .....c.eiuieiieieiieieieee e 18
1.5 FIAVONOIUES ...ttt bbbt 19
1.6 ANTOCIANINGS ....ovviveeiiteeieeiee ettt b bbbttt e bbb bt e b s 20
1.7 Propriedade antioXidanTe ..........cccoreieiiieninieie e s 21
1.8 Avaliacdo da qualidade microbiolOgiCa..........cccovueriiriiiiiiiiieee 22
1.8.1 BOIOreS € IEVEAUIES ......oovviniiieiisiesiee e 22


file:///C:/Users/Sílvia%20Pais/Desktop/TESE/Tese_iogurte_Silvia_FINAL.docx%23_Toc91697702

1.8.2 StaphylOCOCCUS @QUIBUS .......ecveerieiiesieesiesieesteeiesee e esse e steeaesneesreesaesneesseeneens 23

1.8.3 COlITOrMES TOLAIS .....veeiieeeiieieec s 24
1.8.4 ESCheriChia COli........cocouoiiiiiiiiiii e 24
1.8.5 SAIMONEIIA ..o 25
1.8.6 MeSOfilos € PSICIOfIlOS.........cciieiiiiieiee e 25
CAPITULO 2 ..ottt 5
2.1 AMOSTTAGEIMN ...ttt 27
2.2 Tratamento da AMOSTIA.........ceeieierieiierie it 27
2.3. Otimizacdo da extracdo dos compostos feNGlICOS .........ccccvvevveveiiicvveve e 27
2.3.1. PreparaCao das SOIUGOES .........covviieiieeie et 28
2.3.2 Extracdo da baga de SabUQUEITO .........cceieeiieiiiiiccee e 29
2.4 Preparacdo do logurte com e sem baga de sabugueiro ..........ccceccveveveevecieseennns 31
2.5 EXIratoS dOS IOQUITES......ccueeiveiieiieeieiiesieeste et te e e e ste e teesae e sreennesraesneenneas 32
2.6 Determinacdo de compostos FENOIICOS .........c.coveiviiiieiicicce e 33
2.6.1 FENOIS TOLAIS. ....eeiueetiiteieieeie sttt ettt sae e 33
2.6.2 FIaVONOIAES TOTAIS. ......eiveeiieiieeeitesie sttt bbb 34
2.7 Atividade antioXIOANTE .........cviiiiiieieic e 34
2.7.1 Metodologia FRAP .......ooiiiieeee e 35
2.7.2 ANALISE O DPPH ..o 35
2.8 Estabilidade microbiana e vida de prateleira ...........ccocoooeveiiiinciinenesc e 36
2.8.1. Preparacdo de amostras para analises microbioldgicas..........cccoceecvvvivrinennns 36
2.8.2. BOIOrES € 18VEAUIES ......coeviieieiicicee e 36
2.8.3. Contagem de Coliformes Totais e Escherichia coli...........cccccoovieiiiiinciinnnn, 37
2.8.4. Pesquisa de Salmonella SPP.......cceeiieeieciii e 37
2.8.5. Contagem de StaphylOCOCCUS QUIBUS..........eeiveeiieeiiecie e 37
2.8.6. Contagem total de mesofilos totais e psicrofilos..........cccoovevveiiiieiiicecnen. 38
2.9 ANALISE ESLALISTICA .....veveeeiviieeeiesie e 38


file:///C:/Users/Sílvia%20Pais/Desktop/TESE/Tese_iogurte_Silvia_FINAL.docx%23_Toc91697725

(07 o1 1t U] 1@ T 36

3.1 MEAtOdOS QUANTITALIVOS.......c.veueeieitiieiesie et 40
3.2 Otimizagéo da extragdo hidro-etanoliCo ..........ccovviieiriiiiie e 44
3.3 logurte com e sem extrato de baga de SabUQUEITO .........cccvvveiiiiiicicicrc e 47
3.4 Avaliacdo microbiol0gica dOS I0QUITES..........ccciriririeirerie e 56
CAPITULO 4 .ottt 58
5. RETEIBNCIAS ...ttt 61

Vi


file:///C:/Users/Sílvia%20Pais/Desktop/TESE/Tese_iogurte_Silvia_FINAL.docx%23_Toc91697747

Indice de figuras
Figura 1- Fluxograma do processo de producéo do iogurte (Fonte: UFPR, 2006) ......... 7
Figura 2- Estrutura molecular do sorbato de potassio. ..........cccevverveiieieeneeriesee e 14

Figura 3- Estrutura quimica basica dos compostos fendlicos. Fonte: (Alberti, 2014). . 19

Figura 4- Estrutura béasica dos flavonoides (Fonte: Marco et al. (2008)).........cc.cccuveeee 19
Figura 5- Estrutura quimica dos principais flavonoides (Fonte: Marco et al. (2008)).. 19
Figura 6- Estrutura das antocianinas (Fonte: Karakaya et al. (2016))..........cccccceevvenene. 20
Figura 7- Tubos Falcon com os extratos obtidos nos 14 ensaios definidos pelo desenho
EXPEIIMENTAL ...t 29
Figura 8- SOIUGAD da BS........ccooiiiicecece e 30
Figura 9- Filtracdo do extrato de baga de sabugueiro. ...........ccccveviiieiiere e, 30
Figura 10- Amostras de iogurte NATUral. ............ccooveirieiiiei e 31

Figura 11- Amostra 5 e 4 de iogurte com extrato de sabugueiro (da esquerda para a
(0[] | v ) P TSSO TSP TP PP 32

Figura 12- Ensaios de iogurtes com e sem baga de sabugueiro parao TO e T21 dias. . 33

Figura 13- Gréafico da curva de calibracdo de analise dos fenais totais. ....................... 41
Figura 14- Gréfico da curva de calibracdo de analise dos flavonoides totais. .............. 42
Figura 15- Gréfico da curva de calibragdo de analise por metodologia FRAP. ............ 43
Figura 16- Gréafico da curva de calibracdo de analise por metodologia DPPH............. 44

Figura 17- Gréaficos de contour e da resposta prevista pelo modelo RSM em funcédo da
concentragdo experimental de CFT. ..ot 45
Figura 18- Gréaficos de contour e da resposta prevista pelo modelo RSM em funcgéo da
concentracdo experimental de flavonoides totais. ............cccceovveiiiii i, 46
Figura 19- Graficos de contour e da resposta prevista pelo modelo RSM em funcéo da
concentragdo experimental de antoCianiNgS. ..........ccevveieriererinenieeee e 47

Figura 20- Boxplot dos dados dos compostos fendlicos totais associados aos resultados

2 ANOWV A 2 TALOTES. ...ttt sttt sne e e 50
Figura 21- Boxplot dos dados dos flavonoides totais associados aos resultados da
F N @ N - 1 0] (1RSSR 52
Figura 22- Boxplot dos dados do DPPH associados aos resultados da ANOVA 2 fatores.
........................................................................................................................................ 53
Figura 23- Boxplot dos dados do FRAP associados aos resultados da ANOVA 2 fatores.
........................................................................................................................................ 54

vii



Indice de tabelas

Tabela 1- Composicdo nutricional de um iogurte natural solido meio gordo (adaptado,
Instituto Doutro Ricardo Jorge, 2010). ......coiveiiiieiieeie e se e sra e 9
Tabela 2- Exemplos de aditivos para o iogurte com denominagdo “E” (Fonte:

http://www.esac.pt/noronha/manuais/ROTULQOS.pdf, consultado em janeiro de 2020).

........................................................................................................................................ 12
Tabela 3- Desenho experimental. .........c.cccvoviiiiii i 28
Tabela 4- Pardmetros quimicOoS A0S I0QUIES. ........cveierierierereseseeeeeesiesie e sre e 48
Tabela 5- Valores obtidos da ANOVA..........oo e 50
Tabela 6- Pardmetros microbioldgicos dos I0QUIES..........ccccvvevveiieieeieeic e 56
Tabela 7- Parametros microbioldgicos dos iogurtes (continuagao).........c.ccceeeveeveruenee. 57

viii



Lista de abreviaturas

% (m/v) - Percentagem em Massa/\VVolume

% (p/v) - Percentagem em Peso/Volume

ANVISA- Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ASAE- Autoridade de Segurancga Alimentar e Econdmica
BS- Baga de Sabugueiro

BS- Baga de Sabugueiro

CFT- Compostos fenolicos totais

EBS- Extrato de baga de sabugueiro

EUA- Estados Unidos da América

FAO- Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura
FT- Flavonoides totais

g - Gramas

HPLC- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
LAB- Bactérias Acido Lacteas

mg- Miligrama

mL —Mililitros

MS- Espetrometria de Massa

NP — Norma Portuguesa

OMS- Organizacdo Mundial de Saude

UE- Unido Europeia



Resumo

O iogurte € um produto que resulta da fermentacdo do leite pasteurizado ou
esterilizado, conduzido por culturas de bactérias de bactérias lacticas (Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus). Para
melhorar, principalmente as caracteristicas organoléticas deste produto, em alguns casos,
sdo adicionadas outras bactérias do acido lactico, e para alargar o tempo de vida de
prateleira podem ser acrescentados produtos quimicos como o sorbato de potassio.
Adicionalmente, o consumidor estd cada vez mais exigente e cauteloso em relacdo aos
produtos alimentares que adquire, sendo indispensavel, para ir de encontro a essas
exigéncias, arranjar alternativas para produzir produtos de qualidade e seguros do ponto
de vista microbiolégicos.

Desde a antiguidade a baga de sabugueiro tem sido utilizada em medicina
tradicionais e sobretudo como suplemento alimentar. Mais recentemente, alguns estudos
reportam as suas propriedades bioldgicas entre as quais se salientam atividades
antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana, antifungica, antiviral, reguladora do
metabolismo glicidico e do ténus vascular. Estas propriedades sdo atribuidas a sua
composic¢do, em particular aos acidos organicos, acidos fendlicos e flavonoides.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da incorporacdo da baga de
sabugueiro (produto natural) num iogurte “sélido”, no tempo de vida de prateleira como
substituto do sorbato de potassio (produto quimico). Para selecionar o melhor processo
de extracdo dos compostos fendlicos utilizou-se um desenho experimental (metodologia
de superficie de resposta) fazendo variar diferentes fatores.

Os iogurtes estudados foram preparados com sorbato de potassio (0,1% m/v),
extrato de sabugueiro (0,1% m/v, 0,2% m/v, 0,4% m/v) e mistura de sorbato de potassio
(0,05% m/v) com extrato de baga de sabugueiro (0,1% m/v, 0,2% m/v). Foram avaliados
0s compostos bioativos (compostos fendlicos totais e flavonoides totais) e atividade
antioxidantes (DPPH e FRAP). Estes iogurtes foram submetidos a testes de estabilidade
microbioldgicos sob refrigeracdo, foram determinados os seguintes paramétros: pesquisa
de Salmonella spp., contagem total de coliformes totais e Escherichia coli, contagem total
contagem total de bolores e leveduras, contagem total de mesofilos totais, contagem total
de psicrofilos e contagem de Stapylococcus aureus.

Nas 6 amostras de iogurte, os valores de fendis no tempo 0 variaram entre

5,22+0,23 (iogurte com 0,1% de extrato de baga de sabugueiro) e 18,41+0,42 mg eq.



AG/g de amostra (iogurte com 0,4% de extrato de baga de sabugueiro) aos 21 dias de
armazenamento os valores obtidos foram 3,48+0,06 e 22,89+0,62 mg eq. AG/g de
amostra (iogurte com 0,1% de extrato de baga de sabugueiro e iogurte com 0,4% de
extrato de baga de sabugueiro, respetivamente) e na globalidade os flavonoides totais
aumentaram durante o armazenamento dos iogurtes A atividade antioxidante, avaliada
pelos métodos do DPPH e do FRAP aumentou ao longo do armazenamento de
antioxidantes da maioria dos iogurtes produzidos com as diferentes formulages.

No que diz respeito a estabilidade microbiologica, verificou-se que 0s varios
parametros analisados foram negativos em todos os iogurtes estudados, a qualidade
microbioldgica é muito boa para a comercializa¢do do produto.

Os resultados obtidos sugerem que o extrato de BS é um bom aditivo natural para
a conservacdo do iogurte, podendo vir a substituir os aditivos quimicos comumente
utilizados no produto, sem alterar a viabilidade das bactérias lacticas. Adicionalmente
podera contribuir para aumentar os compostos bioativos e as propriedades bioldgicas do
iogurte.

Palavras-chave: Antioxidante; logurte; Baga de Sabugueiro
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Abstract

Yogurt is a product that results from the fer mentation of pasteurized or
sterilized milk, conducted by bacterial cultures of lactic acid bacteria (Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus). To
improve mainly the organoleptic characteristics of this product, in some cases other
lactic acid bacteria are added, and to extend the shelf life chemicals such as potassium
sorbate can be added. Additionally, the consumer is becoming more and more
demanding and cautious about the food products they buy, and to meet these demands it
is essential to find alternatives to produce quality products that are safe from a
microbiological point of view.

Since ancient times, elderberries have been used in traditional medicine and
especially as a food supplement. More recently, some studies report its biological
properties among which are antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial, antifungal,
antiviral, regulator of the glycidic metabolism and vascular tone. These properties are
attributed to its composition, in particular to organic acids, phenolic acids and flavonoids.

The present study aimed to evaluate the effect of incorporating elderberry (natural
product) into a "solid" yogurt, on shelf life as a substitute for potassium sorbate (chemical
product). To select the best extraction process for the phenolic compounds, an
experimental design (response surface methodology) was used by varying different
factors.

The yogurts studied were prepared with potassium sorbate (0.1% m/v), elderberry
extract (0.1% m/v, 0.2% m/v, 0.4% m/v) and mixture of potassium sorbate (0.05% m/v)
with elderberry extract (0.1% m/v, 0.2% m/v). Bioactive compounds (total phenolic
compounds and total flavonoids) and antioxidant activity (DPPH and FRAP) were
evaluated. These yogurts were submitted to microbiological stability tests under
refrigeration, the following parameters were determined: Salmonella spp. research, total
coliform and Escherichia coli count, total mold and yeast count, total mesophil count,
total psychrophil count and Stapylococcus aureus count.

In the 6 yogurt samples, the phenols values at time 0 vary between 5.22+0.23
(yogurt with 0.1% elderberry extract) and 18.41+0.42 mg eq. AG/g (yogurt with 0.4%
elderberry extract) at 21 days of storage the values obtained were 3.48+0.06 and
22.89+0.62 mg eq. AG/g (yogurt with 0.1% elderberry extract and yogurt with 0.4%

elderberry extract, respectively) and overall total flavonoids increased during storage of

xii



yogurts. The antioxidant activity, evaluated by the DPPH and FRAP methods increased
throughout the antioxidant storage of most of the yogurts produced with the different
formulations.

Regarding microbiological stability, it was found that the various parameters
analyzed were negative in all yogurts studied, the microbiological quality is very good
for the marketing of the product.

The results obtained suggest that BS extract is a good natural additive for the
preservation of yogurt and may replace the chemical additives commonly used in the
product, without altering the viability of lactic acid bacteria. Additionally, it may

contribute to increase the bioactive compounds and the biological properties of yogurt.

Keywords: Antioxidant; Yogurt; Elderberry.
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Introducéo geral

A industria alimentar tem evoluido ao longo do tempo, indo ao encontro das
necessidades e exigéncias dos consumidores. Nos primordios da humanidade a industria
era escassa ou praticamente inexistente, e dedicava-se principalmente a producdo de
alimentos para a consumo proprio, isto €, agricultura de sobrevivéncia. Atualmente, com
as alteracdes que se tem verificado nos habitos alimentares a producéo de alimentos tem
dado particular relevancia ao desenvolvimento de produtos de qualidade, ricos em
nutrientes e que apresentem beneficios para a saude (Vuli¢ et al., 2019). Ou seja, ajustar
0 conceito de usar os alimentos na promocao de bem-estar e satude (Matsubara, 2001).

Neste sentido baseados na reutilizacdo, reciclagem e recuperacdo de recursos,
pretende-se que as bagas de sabugueiro, sejam exploradas de forma a maximizar os lucros
e a0 mesmo tempo reduzir a quantidade de residuos contribuindo para a sustentabilidade
ambiental, o que se enquadra totalmente na economia circular, de acordo com o
Regulamento Europeu (CE) 1999/31 e 2008/98.

Os antioxidantes representam nos dias de hoje uma ferramenta muito importante
associada a prevencdo de doencas (Apak et al. 2013). Todos nds necessitamos de
antioxidantes, desde as criangas, nas quais 0s danos causados por radicais livres séo mais
perniciosos do que na fase adulta, até aos idosos, que sdo muito suscetiveis a sofrer de
danos oxidativos.

Devido a sua seguranca e potenciais efeitos nutricionais e terapéuticos, os
antioxidantes e corantes naturais suscitam interesse cientifico, ndo s6 pelos beneficios
gue proporcionam ao organismo, como também por constituirem uma possivel alternativa
aos corantes sintéticos que estdo associados a diversas complicacdes de saude e sdo foco
de preocupacéo por parte dos consumidores (Martins et al., 2016). Neste contexto, impGe-
se a implementacdo de estratégias de producdo que utilizem componentes naturais,
preferencialmente com a dupla funcéo de prevenir oxidagdes e atuar como conservantes.

Os antioxidantes presentes na dieta alimentar poderdo também atuar de forma
suplementar aos sistemas antioxidantes desenvolvidos pelo organismo de forma a exercer
um efeito sinérgico, e assim prevenir o stress oxidativo mais naturalmente (Carocho et
al., 2013; Pisoschi et al., 2015).

A exigéncia dos consumidores e a sua preocupacao crescente em conseguir uma

dieta equilibrada faz com que os alimentos funcionais sejam cada vez mais solicitados



(Bruschi et al., 2015; Quilez et al., 2006). O potencial conservante e bioativo
proporcionado pelo extrato de sabugueiro é certamente uma mais-valia para considerar
esta matriz natural como uma fonte de compostos a incluir em alimentos, particularmente

no iogurte.



Objetivos

Objetivo geral
v Avaliar o efeito da incorporacdo da baga de sabugueiro na forma de extrato

bruto como aditivo natural para melhorar as caracteristicas do iogurte.

Obijetivos especificos

v Otimizar as condi¢des de extracdo de compostos fendlicos da baga de sabugueiro
usando um desenho experimental Box-Wilson e aplicando o método de resposta
por superficie.

v' Elaborar iogurte com adicdo de sorbato de potassio (aditivo quimico utilizado no
produto convencional) como controlo;

v Avaliar e comparar o tempo de vida de prateleira dos iogurtes incorporados com
extrato da baga de sabugueiro e do iogurte convencional com sorbato de
potéssio;

v' Caracterizar os iogurtes através da atividade antioxidante e compostos bioativos.



CAPITULO 1

Introducao

1.1 logurte

1.2 Aditivos alimentares

1.3 Baga de sabugueiro

1.4 Compostos fendlicos

1.5 Flavonoides

1.6 Antocianinas

1.7 Propriedade antioxidante

1.8 Avaliacdo da qualidade microbioldgica



1.1 logurte

O iogurte ¢é considerado um dos principais produtos lacteos (Ramirez-Sucre et al.,
2013; Miele et al., 2017). O seu consumo esté relacionado, com as suas caracteristicas
sensoriais e com a imagem de alimento saudavel e nutritivo (Teixeira et al., 2000). De
facto, sdo muitos os beneficios associados ao consumo deste produto lacteo, a salientar:
estimula a acdo das proteinas e enzimas digestivas; promove a absorcao de calcio, fosforo
e ferro; é fonte de galactose e é— importante na sintese dos tecidos nervosos em criangas.
Adicionalmente, também pode ser considerada uma forma indireta de consumir leite
(Ferreira et al., 2001).

O iogurte é uma excelente fonte de proteina, calcio, fosforo, riboflavina, tiamina,
vitamina B12, magnésio e zinco (Das et al., 2019). Durante o processo de fermentacéao
ocorre hidrolise parcial das proteinas, gorduras e lactose, facilitando a digestdo e
aumentando a biodisponibilidade do alimento para o consumidor, caracteristica benéfica
inclusive para os individuos com menor tolerancia a lactose (Ramos et al., 2019)

A nivel mundial, segundo os dados da “Food and Agriculture Organization”
(FAO), em 2003 a producdo do iogurte era de aproximadamente cerca 250 mil
toneladas/ano tendo aumentado para cerca de 280 mil toneladas em 2013, os picos de
producdo observaram-se nos anos 2006 e 2007 (FAO, 2015). O Dairy Index da Tetra Pak
(2014) estima que até 2024 o consumo deste produto lacteo no mundo pode aumentar
36%.

Em Portugal, o iogurte ocupa o segundo lugar em termos de produtos lacteos
consumidos. No periodo de 2008 a 2012 o consumo diario per capita correspondeu a
17,6% (Instituto Nacional de Estatistica, 2017).

Em 47,0% dos agregados familiares o consumo médio semanal, variava entre

quatro e doze iogurtes (Marketeer, 2020).

1.1.1 Producéo do iogurte

O processo geral de fabrico do iogurte consiste no pré-tratamento térmico do leite
(j& homogeneizado quanto ao teor de gordura) destinado a diminuir a microbiota e a
desnaturar parcialmente as proteinas do soro. A esta etapa segue-se a inocula¢do com as

bactérias do acido lactico (LAB) e incubagdo a temperatura adequada ao seu crescimento.



Estas bactérias vdo converter os acucares do leite em acido lactico com o consequente
abaixamento dos valores de pH. Nestas condi¢es, ocorre a coagulacdo da caseina
formando uma estrutura reticular com os lipidos, minerais e algumas das proteinas do
soro desnaturadas, com a consequente formacdo de um gel com uma consisténcia firme
ou viscosa (iogurtes solidos ou batidos) (Tamime, 2006).

Nos iogurtes liquidos, para transformar o codgulo em particulas efetua-se uma
homogeneizacdo. Na etapa seguinte ap6s adigdo dos estabilizantes e aditivos adequados
(aclcar, sumo ou pedacos de frutas, aromas) o produto € embalado. Nos iogurtes
concentrados ao efetuar o dessoramento ocorre perda de agua e nutrientes na forma de
soro (Tamime, 2006).

As bactérias lacticas que levam a cabo a fermentacdo, sdo divididas em dois
grupos: homofermentativas degradam os acUcares transformando-os principalmente em
acido lactico que é responsavel pela coagulacéo das caseinas do leite; heterofermentativas
metabolizam os agUcares com producdo de &cido lactico, acido acético, acido succinico,
acido piravico, alcoois e gases (Tronco, 1997).

Para garantir as caracteristicas desejadas (acidez e aroma) do produto final,
durante a fermentacdo a multiplicacdo dos dois grupos de bactérias deve ser equilibrada.

O pH do iogurte pode variar entre 3,6 e 4,2, no entanto, em alguns casos podem
observar-se valores de pH final de 4,5. A acidez torna estes produtos relativamente
estaveis por inibir o crescimento de microrganismos de deterioracdo e patogénicos,
particularmente bactérias Gram positivo (Rodas, 2001).

Apesar dos valores reduzidos de pH, o iogurte deve ser conservado em condic¢des
de refrigeracdo (4°C) para garantir a preservacao dos nutrientes, das caracteristicas fisico-
quimicas e organoléticas, bem como a viabilidade e vitalidade das bactérias lacticas
probidticas presentes no mesmo (OMS, 2011; Albuquerque et al., 2013; Fernandes et al.,
2013).

Na Figura 1 esta representado, de forma sumaria, o diagrama de fabrico do iogurte.
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Figura 1- Fluxograma do processo de producdo do iogurte (Fonte: UFPR, 2006)

Segundo Robinson et al. (2000), os microrganismos das culturas iniciadoras
(starter) desempenham um papel importante na producdo do iogurte, nomeadamente no
desenvolvimento da acidez e do sabor. De facto, a pureza das culturas starter utilizadas
na producdo deste produto lacteo é importante por permitir um maior controlo do
processo, por exemplo, controlando rigorosamente a temperatura de incubacdo pode
prever-se a velocidade de formacéo de acido e o tempo de processamento. Deste modo é
possivel efetuar o arrefecimento do iogurte logo que atinja o nivel desejado de acidez, o
que se ira traduzir na melhoria da qualidade final do produto (Robinson et al., 2000).

O iogurte pode ser natural, agucarado, aromatizado ou com pedacos de fruta. O
iogurte natural é constituido apenas por leite e culturas microbianas, ao agucarado
adicionam-se sacarose ou outro tipo de acgucar, edulcorantes e emulsionantes. Nos
iogurtes aromatizados incorporam-se aromas ou outros aditivos alimentares e aos iogurtes

com pedacos sdo adicionados pedacos de fruta (aditivos naturais), geralmente na forma



dum xarope com 50% de acucar. A mistura de fruta ndo deve ultrapassar 18% do total do
produto (Bylund, 1995).

As frutas sdo adicionadas preferencialmente aos iogurtes batidos, sendo que, em
muitos destes produtos para garantir a qualidade e estabilidade é essencial controlar
atributos como: aroma, sabor, cor, docura e pH (Chandan, 2006).

A popularidade do iogurte deve-se, em grande parte, aos sabores e aromas a fruta,
isto porque, os consumidores reconhecem as frutas como alimentos saudaveis. Os
iogurtes mais vendidos sdo 0s que tem um dos seguintes sabores: morango, baunilha,
péssego, framboesa, morango-banana, mistura de frutas, lima, limdo, mirtilo, cerejas e
amoras. Normalmente, estes produtos apresentam uma grande versatilidade de cores,
texturas, sabores e tamanho dos pedacos de fruta (Chandan, 2006).

Convem salientar que, os consumidores que ndo apreciavam leites fermentados na
sua forma natural aceitam melhor os iogurtes com frutas. As frutas podem ser adicionadas
frescas, congeladas, em conserva, liofilizadas, em pd, sumos, polpa ou puré (Zicker,
2011). Outro tipo de iogurte existente no mercado é o tipo “sundae” que se caracteriza
por apresentar xarope, geleia de fruta, ou fruta em pedacos, no fundo da embalagem.

Diversos polissacarideos e seus derivados (dos quais se destacam pectinas, amidos
e carragenatos) sao usualmente utilizados na industria alimentar devido as caracteristicas
reoldgicas e textura que conferem ao produto final.

Estes compostos, geralmente, sdo adicionados aos preparados de frutas a utilizar
nas formulagcdes do iogurte, no entanto a crescente tendéncia dos consumidores por
produtos naturais e clean label despoletaram a necessidade de investigar novos recursos
para reduzir ou eliminar a utilizacdo de polissacarideos bem como de outros aditivos, tais
como aromas e conservantes artificiais. Uma solucéo encontrada para substituir total ou
parcialmente os preparados de fruta passou pela funcionalizacao da fruta, recorrendo a
auxiliares tecnoldgicos, bem como a utilizacdo de extratos de produtos naturais (Simdes,
2015).

1.1.2 Composigéo nutricional e quimica

Tal como foi referido anteriormente, o iogurte € um produto bioldgico altamente
recomendado devido as suas propriedades probiéticas, nutricionais e sensoriais. De
acordo com Branddo (1995), da composicao fisico-quimica do iogurte fazem parte:

lipidos, 1,5%; lactose3-4,5%; estabilizantes 0,3-0,5%, sélidos totais 12-16% e vitaminas



do complexo B. Ainda segundo este investigador, os estabilizantes mais frequentemente
utilizados sdo gelatina, pectina e agar-agar. Também, para melhorar as caracteristicas
sensoriais e aumentar o valor nutricional do iogurte, nomeadamente o teor em proteinas,
alguns investigadores recomendam a adicdo de leite em pd ou concentrados proteicos.
Convém salientar que, os constituintes do iogurte fazem com que este produto seja
facilmente assimilavel por individuos com intolerancia a lactose, lactantes, gestantes e
pessoas idosas, particularmente quando necessitem de reposicao de célcio. A composi¢do
nutricional do iogurte estd sumariada na Tabela 1.

O valor nutritivo do iogurte depende de varios fatores, entre os quais se salientam:

a matéria-prima utilizada, ingredientes adicionados e o processo de fabrico (Early, 2000).

Tabela 1- Composigdo nutricional de um iogurte natural solido meio gordo (adaptado, Instituto
Doutro Ricardo Jorge, 2010).

Energia

Componentes por 100 g*
Energia, kcal 54,0
Energia, Kj 226,0
Macroconstituintes

Componentes por 100 g*
Agua, g 87,9
Proteina, ¢ 4,2
Gordura total, g 1,8

Total de Hidratos de Carbono disponiveis, ¢ 50

Total de Hidratos de Carbono expresso em monossacéaridos, g 5,3
Mono+dissacéaridos, g 5,0
Acidos organicos, g 0,4

Acidos gordos

Componentes por 100 g*
Acidos gordos saturados, g 1,0
Acidos gordos monoinsaturados, g 0,4
Acidos gordos polinsaturados, g 0,1
Acidos gordos trans, g 0,1

Acido linoleico, g 0,1
Colesterol



Componentes

Colesterol, mg

Vitaminas
Componentes

Vitamina A total (equivalentes de retinol), ug
Caroteno, mg

Vitamina D, ug

a-tocoferol, mg

Tiamina, mg
Riboflavina, mg

Equivalentes de niacina, mg
Niacina, mg

Triptofano/60, mg
Vitamina B6, mg
Folatos, ug

Minerais
Componentes

Cinza, g

Sodio (Na), mg
Potassio (K), mg
Célcio (Ca), mg

Fasforo (P), mg
Magnésio (Mg), mg

Ferro (Fe), mg
Zinco (Zn), mg

1.1.3 Qualidade Do logurte

Na avaliacdo da qualidade do iogurte deve atender-se aos seguintes aspetos:
seguranca alimentar, caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais.

O estudo da qualidade microbiologica envolve a contagem total
microrganismos aerébios mesofilos, quantificacdo de coliformes totais e Escherichia coli,
contagem de bolores e leveduras, teste de produgédo de acetaldeido e avaliacdo de outros
aspetos legais (conformidade quanto ao tipo e testes de validade comercial e de
seguranca) (Souza, 1991). Na avaliacdo quimica, os parametros a analisar incluem: acidez

titulavel, pH, determinagéo da composigéo nutricional e da validade comercial. Arcuri et
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por 100 g*
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0,03

0,03

0,24

1,1
0,2

0,9
0,034
1,7

por 100 g*
0,75

62
183
118

108
12

0,2
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al., (2006) referiram que o pH e a acidez do produto final condicionam o seu aroma e
sabor, de facto, um elevado teor de acetaldeido influencia diretamente as caracteristicas
organoléticas do iogurte. Early (2000) reportou que para obter um produto final de
qualidade é necessario controlar rigorosamente as caracteristicas fisicas e quimicas da
matéria-prima, 0s ingredientes adicionados, o tratamento térmico aplicado, a
emulsificagdo ou homogeneizagao e a preparagdo da cultura “starter”.

Segundo Schmidt et al., (2012), a qualidade sensorial de um iogurte pode ser
avaliada utilizando métodos sensoriais descritivos os quais, fornecem informacg6es sobre
a sua aparéncia, aroma, sabor e consisténcia. Com base nesta andlise, Lima et al., (2006)
referem que a firmeza, sem que haja separacao de soro, é essencial para obter produtos
de alta qualidade. Convém salientar, que a avaliacdo das propriedades sensoriais também
ndo deve ser descura (Galdino et al., 2010; Giese et al., 2010; Loures et al., 2010;
Medeiros et al., 2011; Mesquita et al., 2012; Quintino, 2012; Schmidt et al., 2012).

1.1.4 Microbiota do iogurte

Tal como reportado na literatura, a microbiota do iogurte desempenha inimeras
funcbGes importantes, destacando-se a capacidade de restabelecer a flora intestinal,
aumentar a digestibilidade comparativamente com o leite, devido a maior disponibilidade
da lactase como resultado da atividade de probiodticos (‘‘microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a satde do
hospedeiro’’). Esta enzima degrada a lactose (S& et al., 2007) tornando o produto mais
digerivel por pessoas intolerantes a este acucar. De facto, 50% do teor inicial de lactose
é hidrolisada pelas bactérias lacticas que conduzem a fermentacéo.

Adicionalmente, durante o metabolismo do organismo humano, devido,
principalmente ao pH acido do estbmago, algumas das bactérias lacticas presentes no
iogurte sofrem "lise", com libertacdo da lactase, que também contribui para a degradagéo
da lactose presente no iogurte (Branddo, 1995). Este investigador reporta ainda, que a
microbiota deste alimento, particularmente Lactobacillus bulgaricus evidencia a
capacidade para produzir substancias anticancerigenas. Segundo Rocha et al., (2008) os
efeitos anti-colesterolémicos e antimicrobianos sdo outros dos beneficios relacionados

com o consumo deste produto lacteo.
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1.2 Aditivos Alimentares

O Codex Alimentarius, (1995) e a FAO, (2010) definem aditivo alimentar como
uma substancia cujo uso represente, direta ou indiretamente, uma melhoria das
caracteristicas de qualquer alimento, ou a sua manutencdo ao longo do tempo, sem
representar qualquer perigo para a saude do consumidor, podendo ser utilizado na
producdo, transformacdo, tratamento, embalagem, transporte ou armazenamento de
alimentos.

O Regulamento (CE) n.° 1333/2008, faz referéncia ao controlo e a regulamentacao
relativos aos aditivos alimentares, bem como a toda a legislacdo especifica, limites
maximos e respetiva utilizacdo de aditivos.

Os aditivos utilizados na industria alimentar podem ser de origem natural ou
sintética (Lidon et al., 2008; Belitz, et al., 2009).

Atualmente, estdo descritos aproximadamente 2.500 aditivos alimentares que
podem ser utilizados na industria alimentar. Na Tabela 2 apresentam-se alguns exemplos

de aditivos, funcédo e cddigos presentes nos rétulos dos alimentos.

Tabela 2- Exemplos de aditivos para o iogurte com denomina¢do “E” (Fonte:
http://www.esac.pt/noronha/manuais/ROTULQOS.pdf, consultado em janeiro de 2020).

Familia Funcdo Cddigo
Corantes Corar os alimentos E 100 - E 180
Prolongar a durabilidade E 200 - E 252 - E 280 -
Conservantes )
dos alimentos E285

Proteger da deterioracao
Antioxidantes provocada pelo oxigénio E 300 - E 321
do ar
Ligar os liquidos ndo
Emulsionantes misciveis como a dgua e o E 400 - E 495 - E 322
6leo
Gelificantes Dar textura atraves da E 400 - E 495 - E 322
formagéo de um gel
Aumentar a viscosidade

Espessantes . _ . E 400 - E 495 - E 322
dos géneros alimenticios
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para, por exemplo, dar
uma consisténcia
aveludada
- Evitar a separagdo ou o
Estabilizadores ) _ E 400 - E 495 - E 322
deposito das substancias
. Reforcar um gosto
Intensificadores de sabor ] E 620 - E 640
existente
Aumentar a acidez, seja
o para modificar o gosto,
Acidificantes _ E 260 - E 297
seja para melhorar a
conservacgéo
_ Regular a acidez dos
Reguladores de acidez _ E 322 - E 385
alimentos
_ Evitar que os alimentos
Antiaglomerantes E 500 - E 585
formem grumos
Dar gosto acucarado, mas E420-E421-E950-E

de baixo valor energético 967

Edulcorantes
Dar um aspeto brilhante ou
E901-E904-E912-E

Agentes de revestimento formar uma pelicula o4

protetora

1.2.1 Aditivos Sintéticos

O desenvolvimento da ciéncia e tecnologia dos alimentos levaram a utilizacdo de
muitas substancias novas com diversas fungdes tecnoldgicas, os aditivos (ASAE, 2013).
Estas substancias atualmente estdo presentes em praticamente todos os alimentos
preparados/transformados. Por se tratar de substancias quimicas intencionalmente
adicionadas aos alimentos, é fundamental conhecer as suas propriedades e caracteristicas
de forma a garantir o uso adequado e a seguranca para o consumidor (Aun et al., 2011).

Os aditivos alimentares podem ser divididos em funcdo da sua atividade como:
conservantes, aditivos nutricionais, corantes, agentes aromatizantes, agentes texturizantes

e agentes diversos.
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Os conservantes subdividem-se em antimicrobianos, antioxidantes e agentes anti-
escurecimento. Os corantes englobam os compostos contendo azoto, os derivados de
quinoftalona, os compostos de triarilmetano, os xantenos e os pigmentos policiclicos
(Carocho et al., 2015; Barreiro et al., 2014).

Segundo a ANVISA (2009), o uso de aditivos em alimentos deve ser controlado
devido aos riscos que representam para a salde dos consumidores, particularmente para
as pessoas alérgicas a determinado aditivo alimentar. Por exemplo, algumas substancias
podem causar problemas graves como, cancro, desenvolvimento de alergias,
hiperatividade, entre outros.

Na formulagdo tradicional de iogurtes, os aditivos eram utilizados como
espessantes, aromatizantes, acidulantes, conservantes e corantes. Os corantes e 0S
conservantes representam o maior risco, pois, quando utilizados em excesso, podem
causar alergias e disfuncdes digestivas e metabdlicas. Deste modo, € imperioso estar
atento aos possiveis riscos toxicologicos destas substancias resultantes principalmente da
sua da ingestéo frequente (Peres et al., 2009).

Segundo a Legislacdo Portuguesa, o sorbato de potassio (aditivo sintético) esta
autorizado na producdo de iogurte. Este composto (Figura 2) é amplamente usado em
produtos alimentares por ser um conservante fungicida e bactericida, inibidor de
crescimento de bolores e leveduras. Utiliza-se o sorbato de potassio porque € mais soltvel

em agua do que o acido sorbico, que existe de forma natural em alguns frutos.

O

Figura 2- Estrutura molecular do sorbato de potassio.

1.2.2 Aditivos Naturais

A palavra “natural” quando aplicada aos géneros alimenticios pode ser definida
como “produzido pela natureza” o que ndo esta totalmente correto, uma vez que muitos
odores/aromas agradaveis e caracteristicos do alimento resultam do processo de fabrico
do produto alimentar pelo ser humano (Baines, 2010).

Khan et al. (2010) reportaram que um produto natural é definido como "produto

que € derivado de fontes vegetais, animais ou microrganismos, principalmente por meio
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de processamento fisico, as vezes facilitado por reagcdes quimicas simples, como a
acidificacdo, alcalinizagdo, troca ionica, hidrolise e formacgdo de sais, bem como da
fermentacdo conduzida por microrganismos."

De acordo com o Regulamento (CE) n.° 1334/2008 os aromas sao definidos como
“produtos nao destinados a serem consumidos como tal e que sdo adicionados aos
alimentos, a fim de Ihes transmitir ou modificar o odor e/ou sabor”.

Os aditivos artificiais tém sido preteridos em relacdo aos aditivos naturais, isto
porque os aditivos naturais além de contribuirem para a conservacdo dos alimentos
conferem-lhes diferentes cores, sabores, odores, ou texturas, que vao de encontro as
expectativas dos consumidores (Carocho et al., 2014; Martins et al., 2016). Os aditivos
de origem natural sdo também preferidos devido aos diversos problemas de salde
associados aos aditivos de origem artificial (Carocho et al., 2015).

Apesar dos consumidores terem preferéncia pelos aditivos naturais, apenas existe
legislacdo na Uni&o Europeia e nos EUA para os aromatizantes (Carocho et al., 2015).

Os aditivos naturais sdo obtidos a partir matérias-primas de composicao variavel,
consequentemente a quantidade e a qualidade de substancias ativas, bem como o contetido
dos varios outros compostos presentes dependem da variedade do substrato que lhes deu
origem, das condic@es climaticas, entre muitos outros fatores.

Conforme reportado por Pokorny (2001), os aditivos naturais mais amplamente
utilizados ndo sdo puramente naturais, tem apenas uma natureza idéntica. Isto significa,
que a sua estrutura é a mesma que a das substancias naturais, mas sao obtidos por sintese
quimica e fornecidos num estado relativamente puro, como € o caso dos tocoferois
sintéticos, e dos &cidos ascorbico e citrico.

Alguns exemplos de antioxidantes naturais sdo os compostos fendlicos, acido

ascorbico, carotenoides e tocoferdis (Carocho et al., 2015).

1.3. Baga do sabugueiro

O sabugueiro (Sambucus nigra L.) € uma arvore/arbusto nativo da Europa, Norte
de Africa e Asia Ocidental e Central. Pertence a familia das Adoxéceas, sendo também
conhecida pelo seu nome comum como canineiro, sabugo ou galacrista. O arbusto/arvore
é muito ramificado, apresentando uma copa globosa que pode atingir 7 metros de altura.

Prefere solos com certa humidade, nivel freatico elevado, nomeadamente nas margens
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dos cursos de agua e cresce em todo o territorio portugués, sendo tambem cultivado como
planta ornamental (Cunha, 2011).

E uma planta hermafrodita (polinizago realizada pelos insetos e pelo vento), com
flores brancas pequenas reunidas em grandes corimbos, muito atrativas para os insetos).
A floracdo ocorre durante o inicio do verdo, posteriormente forma-se o fruto, cuja
maturacdo ocorre desde o final do ver&o ao inicio do outono, apresentando a forma de
bagas pretas brilhantes. Este fruto maduro, € o Unico produzido pelas cerca de 25 espécies
do género Sambucus, que é comestivel (Divis et al., 2015).

As bagas desta planta sdo um importante alimento para aves, nomeadamente para
as toutinegras e melros. Em Vvarios paises europeus, as flores mais velhas e as bagas
servem como fonte alternativa de ingredientes na industria de alimentos, por exemplo,
para produzir tortas, geleias, gelados, iogurtes e diferentes bebidas, como vinho, cha, licor
e sumos (Vlachojannis, et al., 2014; Divis, et al., 2015; Mikulic-Petkovsek, et al., 2015).

1.3.1 Toxicidade e efeitos benéficos do sabugueiro

Na medicina tradicional, o sabugueiro era uma das plantas medicinais mais
utilizadas, nomeadamente para baixar o acido urico, para reduzir a ocorréncia de calculos
renais e eliminar toxinas em geral, sendo ainda considerado um excelente depurador do
sangue. Atua em casos de febre de origem desconhecida, estimula a formacéo de urina e
suor, bem como a producdo de leite materno (por conter éleos essenciais). Era também
utilizado no combate a resfriados, rouquidao, tosse, espirros, catarros do peito e
brénquios, dores de dentes, ouvidos e da cabeca, nevralgias, e inflamacdo da laringe e
garganta. E uma das plantas medicinais mais ativas contra influenza virus. A flor e a baga
de sabugueiro foram propostas como remédio para a diabetes (Cerdeira, 2010; Ricardo
da Silva, 2017). Estudos recentes suportaram 0s potenciais efeitos positivos na saide
humana. No entanto, apesar de todos os beneficios reportados, as folhas, a casca fresca e
o fruto verde desta planta, contem lectinas e sambunigrina. Este Gltimo composto € um
glicosideo cianogénico que é hidrolisado no trato gastrointestinal com producdo de
cianeto, substancia ligeiramente toxica. Estas substancias podem provocar nauseas,
vomitos e efeitos colaterais mais graves, incluindo dorméncia e letargia (Ulbricht et al.,
2014).

Segundo Vlachojannis et al. (2010) a inalacdo ou contato com flores de

sabugueiro e com sumo de flores em fases de maturacdo mais avancada pode provocar
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rinoconjuntivite e sintomas asmatico. Neste contexto, as bagas e os frutos maduros
(comestiveis) devem ser ingeridos preferencialmente secos e com moderagé&o.

Apesar da sua ligeira toxicidade, que deve ser avaliada antes das bagas serem
utilizadas, estas tém vindo a ser usadas, concentracdes baixas, em concentrados, sumos e
infusdes. Ja Ihe foram atribuidas acGes benéficas em diferentes doencas, particularmente
em constipacgdes e outras infecGes do trato respiratorio superior (por exemplo, sinusite
bacteriana e bronquite), exercem também efeitos diuréticos, diaforéticos e analgésicos
(Duymus et al., 2014; Scopeli et al., 2007; Ulbricht et al., 2014; Vlachojannis et al.,
2010).

Sdo-lhe também atribuidas atividade anti-inflamatéria e imuno-estimulante, que
poderdo potenciar efeitos preventivos na propagacdo de células tumorais (Dudonné,
2015; Duymus et al., 2014; Mikulic-Petkovsek et al., 2014; Vlachojannis et al., 2015;
Vlachojannis et al., 2010). No entanto Smeriglio et al., (2006) reportam que nao existem
dados clinicos suficientes para suportar algumas destas atividades.

O perfil de componentes bioativos e as propriedades biologicas dos extratos da
baga de sabugueiro estdo associadas ao seu perfil em compostos fendlicos, que depende
do tipo e gendtipo do fruto, das condicdes de crescimento da planta, da localizacdo
geogréfica, da tecnologia de processamento aplicada e do estado de maturacdo
(KossMikotajczyk et al., 2016; Divis et al., 2015).

1.3.2 Sabugueiro Como Aditivo Natural

O sabugueiro contém pigmentos organicos, taninos, aminoacidos, carotenoides e
flavonoides, incluindo a quercitina, antocianinas, acido vibarnico, vitaminas A e B e, uma
grande quantidade de vitamina C. Varios estudos demonstram que estas antocianinas
melhoram a fun¢do imunoldgica dos individuos (Cerdeira, 2010).

O poder corante das bagas de sabugueiro ja foi objeto de estudo (Senica et al.,
2016; Vlachojannis, Zimmermann, and ChrubasikHausmann, 2015; Mladenka et al.,
2016; Lee and Finn, 2007; Buchweitz et al., 2013; Nowak et al., 2016; Barros et al., 2011;
Ulbricht et al., 2014; Zaffino et al., 2016), tendo os varios investigadores constatado o
seu potencial para a industria a este facto também esté associado baixo custo de producao.

O “bagaco” que resta apds a extragdo do sumo ainda contém uma quantidade
significativa dos compostos bioativos, podendo também ser utilizado para fins industriais.

De referir, que os produtos a base da baga de sabugueiro devem ser caracterizados antes
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de serem utilizadas, dando especial atencédo ao teor em antocianinas (Vlachojannis et al.,
2010). Com isto pretende-se obter condic¢Ges de producdo padronizadas, em especial do
sumo, que permitam ultrapassar as limitagdes impostas pela sazonalidade na produgéo
destas bagas (Nowak et al., 2016).

As antocianinas sao 0s compostos predominante nas bagas de sabugueiro (Nowak
et al., 2016) e podem constituir uma boa opcéo para a coloracao de alimentos com um pH
baixo (Buchweitz et al., 2013), por apresentarem maior estabilidade em condicGes &cidas,
como bebidas, conservas, gelados, compotas e geleias, molhos e produtos de confeitaria
(Szaloki-Dorko et al., 2016). No entanto, é de salientar que, comparativamente a outros
sumos como o de arando ou de roma, o sumo de baga de sabugueiro é 0 menos acido
(Nowak et al., 2016; Lee et al., 2007), o que alarga a gama de produtos nos quais pode

ser aplicado.

1.4. Compostos fendlicos

Um composto fendlico é uma substancia caracterizada pela presenca de pelo
menos um grupo hidroxilo diretamente ligado a um anel aroméatico. O composto mais
simples é o fenol (Figura 3), faz parte do metabolismo animal, esta amplamente
distribuido no reino vegetal e nos microrganismos, (Bravo, 1998).

Segundo Alberti (2014), a composicdo dos compostos fendlicos nas frutas
depende da variedade e do seu estado de maturagdo. Estes compostos sdo mais abundantes
nos citrinos, como o limdo e a laranja, e em frutas, como a macd, péra, maméao, uva e
cereja (Ferrandin, 2014).

A utilizagdo de compostos fendlicos, mais especificamente de &cidos fenolicos,
como antioxidantes na conservagdo de alimentos pode aumentar a vida Gtil do produto
entre 15 a 200% (Soares, 2002). Estes compostos tem merecido grande atencdo nos

ultimos anos por serem capazes de inibir a peroxidag&o lipidica (Sousa et. al., 2007).

=
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Figura 3- Estrutura quimica basica dos compostos fendlicos. Fonte: (Alberti, 2014).

1.5 Flavonoides

Os flavonoides s@o pigmentos naturais presentes no reino vegetal (Dreosti, 2000).
A sua estrutura é caracterizada pela existéncia de uma forma de esqueleto C6-C3-C6 com
15 atomos de carbono e por duas partes da molécula com 6 4&tomos de carbono séo anéis
aromaticos (Marco et al., 2008; Volp et al., 2008). A estrutura basica e a estrutura quimica

dos flavonoides apresentam-se na figura 4 e na figura 5.
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Figura 4- Estrutura basica dos flavonoides (Fonte: Marco et al. (2008))
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Figura 5- Estrutura quimica dos principais flavonoides (Fonte: Marco et al. (2008)).

Os flavonoides sdo responsaveis pela cor das folhas e das flores, no entanto
também podem estar presentes noutras partes da planta. Estes compostos absorvem a
radiacdo eletromagnética na faixa ultravioleta visivel (UV) e desempenham um papel

relevante na protecdo das plantas da luz solar e da radiacéo ultravioleta (Bobbio, 2001).
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1.6 Antocianinas

As antocianinas (Figura 6) sdo os glucdsidos hidrossolUveis das antocianidinas,
sdo soluveis em agua e estdo largamente distribuidas na natureza, em especial em gréos,
flores e frutos como morango, baga de sabugueiro, mirtilo, uva vermelha, framboesa,

cereja e groselha (Karakaya et al. 2016; Assous, Abdel-Hady et al. 2014).
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Figura 6- Estrutura das antocianinas (Fonte: Karakaya et al. (2016)).

As antocianinas séo flavonoides ubiquos na natureza, sdo responsaveis pela maior
parte do azul, roxo e todos os tons de vermelho nas flores e nos frutos (Abe et al., 2007).

As antocianinas possuem uma estrutura quimica adequada para exercer efeitos
antioxidantes e para fornecer eletrdes ou atomos de hidrogénio dos radicais livres,
desempenhando um papel importante na prevengdo ou atraso na ocorréncia de varias
doencas (Volp et al., 2008). A sua estrutura € caraterizada pela existéncia de um esqueleto
contendo 15 &tomos de carbono na forma de C6-C3-C6. No entanto, ao contrario de
outros flavonoides, as antocianinas absorvem na regido da luz visivel do espectro, o que
pode explicar a diversidade de cores que conferem (Marco et al., 2008).

A aplicagdo de pigmentos naturais e a sua importancia como antioxidante em
alimentos sdo objeto de interesse para a inddstria e para 0os consumidores. Estudos
recentes relacionaram a ingestdo de frutas e vegetais com propriedades antioxidantes a
reducdo do risco de desenvolvimento de certas doengas cronico-degenerativas. O uso
destes pigmentos em alimentos agrega valor a imagem final do produto (Volp et al.,
2008).

Embora amplamente difundido na natureza, existem poucas fontes de antocianinas

comercialmente disponiveis. Altas temperaturas, a presenca de aclcares e de acido
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ascorbico pode causar descoloracdo das antocianinas. Também o pH, a luz sdo fatores

importantes na alteracdo da cor destes compostos (Bobbio, 2001).

1.7 Propriedade antioxidante

De acordo com Becker et al. (2004), um antioxidante em alimentos é uma
substancia que em pequena quantidade pode evitar ou retardar a oxidacao de substancias
levemente oxidaveis, por exemplo, a gordura. Nas ultimas décadas, os antioxidantes tém
despertado grande interesse nos profissionais da salde, pois ajudam o organismo a
proteger-se dos efeitos nocivos causados por espécies reativas de oxigénio e azoto
associadas a doencas degenerativas (Sanchez-Moreno, 2002).

De facto, a falta de terapias eficazes para a maioria das doencas cronicas faz com
que o uso de antioxidantes na protecdo contra essas doengas seja cada vez mais
importante. Tais efeitos resultam do potencial de oxidacdo reducdo de determinados
compostos, da capacidade de competicdo por sitios ativos e recetores nas maultiplas
estruturas celular, da capacidade para modular a expressédo de genes codificantes de
proteinas envolvidas em mecanismos intracelulares de defesa contra processos oxidativos
degenerativos de estruturas celulares (DNA, membranas) (Bastos et al., 2009; Martins et
al., 2016).

Existem, atualmente, antioxidantes de sintese e antioxidantes naturais. Os
antioxidantes naturais sdo aqueles extraidos de tecidos de plantas e de animais, ou que se
formam durante o processamento de produtos alimentares de origem vegetal ou animal.
Estes compostos favorecem a prevencdo de doengas encontram-se presentes em quase
todas as plantas, tecidos animais e microrganismos, sendo na sua maioria compostos
fendlicos, sobretudo, flavonoides, tocoferdis e &cidos fenolicos, (Pereira, 2010).

Existe uma grande variedade de antioxidantes sintéticos, dentre eles os mais
utilizados salienta-se o butil hidroxitolueno (BHT) e o butil hidroxianisol (BHA); estes
compostos sdo adicionados aos alimentos para prolongar a vida de prateleira (Carocho et
al., 2013). No entanto, a utilizacdo destes compostos vindo a ser restringida, devido a
estudos que sugerem a existéncia de uma relagdo entre a sua utilizacéo e a ocorréncia de

intoxicag0es e cancro (Oliveira et al., 2014).
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1.8 Avaliacéo da qualidade microbiologica

O estudo da microbiota de um produto € essencial para avaliar; as condicdes
sanitarias dos alimentos preparados; o risco dos alimentos para a saude dos consumidores
e para determinar o tempo de vida de prateleira. Estas anélises também sdo importantes
para verificar se os padrdes e as regulamentagdes microbiol6gicas de alimentos, nacionais
ou internacionais, sdo atendidos (Franco et al., 1996).

Na literatura sdo reportados muitos métodos para a detecdo quantitativa e
qualitativa de microrganismos em alimentos. No entanto, devém usar-se métodos
aprovados pelas agéncias reguladores, que podem ser métodos padrdo ou recomendados.
Atualmente esses métodos sdo divididos em métodos convencionais e métodos rapidos
(Franco et al., 1996; Ray, 1996).

O procedimento usado depende do tipo de alimento que esta a ser analisado e da
finalidade especifica da analise. A escolha também pode depender do tipo de
microrganismo pesquisado/ quantificado no alimento suspeito de causar a doenca
(Pelczar Jr. et al., 1997).

Segundo Feng (1995), os métodos rapidos aprovados pelos 6rgaos oficiais s
podem ser utilizados para controle, sendo que um resultado negativo é considerado
definitivo, mas um resultado positivo € considerado presuntivo e deve ser confirmado por

métodos padronizados.

1.8.1 Bolores e leveduras

Bolores séo os fungos filamentosos, multicelulares, podendo estar presentes no
solo, no ar, na &gua e em matéria- organica em decomposicdo. Leveduras sdo os fungos
ndo filamentosos, normalmente disseminados por insetos vetores, pelo vento e pelas
correntes aéreas (Siqueira, 1995).

Segundo 0 mesmo autor, a presenca de bolores e leveduras viaveis e em niveis
elevados nos alimentos pode fornecer varias informacdes, tais como, condicdes higiénicas
deficientes de equipamentos, multiplicagdo no produto em decorréncia de falhas no

processamento e matéria-prima com contaminagdo desmedida.
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Siqueira (1995) refere que a contagem de bolores e leveduras é aplicavel
principalmente, na analise de alimentos &cidos, com pH menor a 4,5, alimentos

parcialmente desidratados e farinhas.

1.8.2 Staphylococcus aureus

As bactérias do genero Staphylococcus sdo cocos Gram positivas com diametro
variando de 0,5 e 1,5um, imoveis e ndo formadoras de esporos (Silva, 1998; Franco e
Landgraf, 2005). Os estafilococos s&o anaerobios facultativos, apesar de se
multiplicaremmuito mais rapido na presenca de oxigénio. Ndo possuem flagelo nem
cilios, logo ndo tem movimento proprio A temperatura ideal para a sua multiplicacéo é
de 37°C, a mesma do corpo humano (Doyle, 1989). Encontram-se principalmente nos
humanos e animais, estando presentes nas vias nasais, cabelos e pele de individuos
saudaveis (Genigeorgis, 1989). Sdo também encontrados no ar, esgotos, agua, leite,
alimentos e equipamentos de processamento de alimentos (Silva et al., 1991; Forsythe,
2002).

Staphylococcus aureus assume importancia quer por ser uma bactéria
potencialmente patogénica, quer pelo fato da sua presenca em contagens elevadas, indicar
a falta de higiene na manipulacdo (Banwart, 1989; Franco e Landgraf, 2005).

E um agente patogénico oportunista, comportando-se geralmente como comensal,
no entanto, algumas estirpes produzem toxinas. S.aureus destaca-se por ser um dos
principais microrganismos responsavel por surtos de intoxicagdo alimentar, sendo nestes
casos 0s manipuladores a principal fonte de contamina¢do dos alimentos. N&o possui
grande capacidade para competir com os restantes microrganismos, pelo que ndo é
comum o seu desenvolvimento e consequente producdo de toxinas em alimentos crus,
exceto no caso do leite (Hubbert et al., 1996; Reinoso et al., 2008).

Por outro lado, S. aureus € muito resistente ao processo de congelacdo e de
descongelagéo, sobrevivendo em alimentos conservados a temperaturas inferiores a -
20°C (Mossel et al., 1995; ICMSF, 1996;). Caracteriza-se ainda pela sua capacidade de
se desenvolver em meios com concentragdes até 15% de NaCl, tornando os alimentos
transformados e/ou conservados pelo processo da salga um perigo adicional para a satde,
uma vez que a diminuigdo de microrganismos competidores favorece a sua multiplicagéo.
Como prevencdo deve-se vigiar o estado de saude e habitos de trabalho dos

manipuladores, ndo permitir o contacto dos manipuladores com feridas infetadas, manter
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os alimentos a uma temperatura controlada entre os 7°C e os 48°C e aplicar as boas
praticas de higiene. As temperaturas elevadas, a bactéria, é destruida, mas as suas toxinas
sdo resistentes e permanecem ativas levando a disfungdes do sistema digestivo. Grande
parte das estirpes enterotoxigénicas de S.aureus produz coagulase e segundo,
Desmarchelier et al., (1999), na industria alimentar seria preferivel pesquisar S.aureus
coagulase positiva em vez da designagéo de S. aureus.

Segundo Silva e Gandra (2004) o grupo de Staphylococcus coagulase positiva séo
0S patogenicos mais importantes em alimentos, visto que a sua presenca em alimentos
processados pode indicar deficiéncia no processamento ou condi¢Bes higiénicas
inadequadas do processo; e as suas enterotoxinas, quando presentes no alimento, causam

intoxicagOes alimentares.

1.8.3 Coliformes totais

Pertencem a este grupo 0s géneros bacterianos Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella e Citrobacter, incluindo cerca de 20 espécies, algumas tem origem no trato
gastrintestinal de humanos e animais de sangue quente, outras ndo tem origem entérica
(Silva et al., 1997)

A principal razdo para que sejam agrupados deve-se as suas muitas
particularidades comuns. S8o todos Gram negativos, ndo formadores de esporos,
anaerobios facultativos, resistentes a muitos agentes surfactantes e fermentam a lactose
originando &cido e gas em 48h a 32°C (leite) ou 35-37°C (Ray, 1996).

1.8.4 Escherichia coli

A E.coli, € o melhor indicador de contaminacao fecal de 4gua conhecido até ao
momento (Silva et al., 1997).

A sua presenga nos alimentos crus é considerada um indicador de contaminagao
fecal, direta ou indireta. A contaminacdo fecal direta acontece durante o processamento
de matérias-primas de origem animal e devido a falta de higiene pessoal dos
manipuladores. A contaminagdo indireta pode ocorrer através das &guas poluidas e de
esgotos. Em alimentos processados pelo calor a sua presenca € vista com grande

preocupacao (Ray, 1996).
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1.8.5 Salmonella

Segundo Shinohara et al. (2008), Salmonella spp. € um dos microrganismos mais
amplamente distribuidos na natureza, sendo o homem e 0s animais 0s seus principais
reservatorios.

E considerado como um dos principais agentes envolvidos em surtos de origem
alimentar. Este microrganismo pode causar gastroenterite ligeira a septicemia grave ou
infecdes (Dias et al., 2012).

O aumento da incidéncia da salmonelose provocada por alimentos contaminados,
tais como: carne, frango, leite ou ovos, bem como vegetais, demonstra que, apesar dos
avancos tecnoldgicos alcangados, este problema ainda é preocupante mundialmente. A
vasta partilha de Salmonella spp. entre o0s animais, a existéncia de portadores
assintomaticos e a sua continuidade no ambiente e nos alimentos contribuem para que
este microrganismo adote um papel de grande relevancia na satde publica mundial, pelo

que, devem ser adotados programas estaveis de controlo (Shinohara et al., 2008).

1.8.6 Mesofilos e Psicroéfilos

Segundo a ICMSF (1984) o numero de microrganismos aerdbios mesofilos
(contagem em placa) encontrado num alimento tem sido um dos indicadores
microbioldgicos da qualidade dos alimentos mais comumente utilizados, indicando se a
limpeza, a desinfecdo e o controle da temperatura durante os processos de tratamento
industrial, transporte e armazenamento foram efetuados de forma adequada. Esta
determinacdo permite também obter informacdo sobre a alteracdo incipiente dos
alimentos, sua provavel vida util, falta de controle no descongelamento ou desvios na
temperatura da refrigeracdo estabelecida. Os psicréfilos sdo pouco importantes pela
aptidao de crescer a temperaturas de refrigeracdo sendo que se multiplicam a temperaturas
entre 0s 0°C e 20°C, se expostos a temperatura ambiente (25°C) alguns morrem. Entre
temperaturas de 4 e 10°C os microrganismos psicrofilos deterioram alimentos

armazenados por longos periodos.
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2.1 Amostragem

A amostra utilizada neste estudo foram as bagas de sabugueiro. Estas, foram
recolhidas em Vila Pouca de Salzedas pela Associacdo “Inovterra”. As bagas
apresentavam-se no estado desidratado.

2.2 Tratamento da amostra

As bagas de sabugueiro tiveram uma prévia limpeza manual para remocédo de
impurezas, tais como, folhas, pedacos de madeira entre outras. Posteriormente, as
amostras foram congeladas para facilitar a sua trituracdo e serem liofilizadas. Apos
liofilizacdo, as amostras foram sujeitas a diferentes processos de extracdes hidro-
etanolicas, variando a percentagem de etanol e o pH, com o objetivo de estabelecer o
melhor sistema de extracdo dos compostos fendlicos. As diferentes combinacGes destes
parametros seguiram o desenho experimental Box-Wilson.

Para a elaboracdo do iogurte, preparou-se um extrato de bagas de sabugueiro
considerando a composicdo 6tima do extrator hidro-etandlico defenida pelo desenho

experimental (etanol/pH).

2.3. Otimizacéo da extracdo dos compostos fenolicos

De forma a otimizar as condic@es de extracdo dos compostos fenolicos a partir da
baga de sabugueiro, recorreu-se ao software R para definir um desenho experimental para
aplicar a metodologia de superficie de resposta. Neste estudo pretendeu-se avaliar a
influéncia de dois fatores na solugdo extratora hidro-etandlica: percentagem de etanol e
pH (acertado pela concentracdo de HCI). Utilizou-se o desenho experimental Box-Wilson
com pontos centrais (bloco 1) e expandido com um grupo de pontos "estrela” (bloco 2),
a fim de estimar um modelo polinomial de segundo grau para a variavel de resposta,

considerando-se essas duas variaveis fatoriais.
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2.3.1. Preparacéo das solucdes

As solucBes hidro-etandlicas de extracdo de compostos fendlicos da baga de
sabugueiro preparadas estdo representadas na Tabela 3, tendo-se estabelecido 6 repeticdes
do ponto central. Em cada um destes ensaios usaram-se 0,1 g de baga de sabugueiro e 25
mL da respetiva solugdo extratora. A percentagem de etanol variou entre os valores 24,6
e 95,4%, e os valores de pH, entre 0,9 e 5,1. Estes intervalos de valores foram definidos

tendo em atencdo os resultados de trabalho anteriores (Paula et al., 2017).

Tabela 3- Desenho experimental.

1 1,00E-03 3,00 60 0,1 25
2 1,00E-03 3,00 60 0,1 25
3 3,16E-05 4,50 85 0,1 25
Bloco | 4 1,00E-03 3,00 60 0,1 25
5 3,16E-02 1,50 35 0,1 25
6 3,16E-05 4,50 35 0,1 25
7 3,16E-02 1,50 85 0,1 25
1 1,00E-03 3,00 60 0,1 25
2 1,00E-03 3,00 24,6 0,1 25
3 1,00E-03 3,00 95,4 0,1 25
Bloco Il 4 1,32E-01 0,88 60 0,1 25
5 7,56E-06 5,12 60 0,1 25
6 1,00E-03 3,00 60 0,1 25
7 1,00E-03 3,00 60 0,1 25

A extracdo dos compostos fenolicos foi efetuada com agitacdo das solu¢Ges com
a baga de sabugueiro durante 12 horas (efetuada over-night num agitador orbital), as
solucdes foram analisadas pelo método do Folin Ciocalteu (Singleton, Orthofer, &
Lamuela-Raventos, 1999) nas solucdes hidro-etandlicas. Na Figura 7 mostram-se as cores

obtidas para os 14 ensaios efetuados.
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Figura 7- Tubos Falcon com os extratos obtidos nos 14 ensaios definidos pelo desenho

experimental.

2.3.2 Extracdo da baga de sabugueiro

O extrato da baga de sabugueiro preparado para servir de aditivo alimentar no
iogurte, foi obtido por mistura de 50 g do extrato seco com 1250 ml de solugdo hidro-
etandlica contendo pH a 0,9 e etanol a 60%. Apos 12 horas de extracdo com agitagdo, a
amostra foi filtrada para um matraz (previamente lavado com etanol, seco e pesado). Nas
Figuras 8 e 9 mostra-se o extrato obtido da baga de sabugueiro e o processo de filtracao,

respetivamente.
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Figura 8- Solucdo da BS.

Figura 9- Filtracdo do extrato de baga de sabugueiro.

Posteriormente, o solvente do extrato foi evaporado com um evaporador rotativo
(Rotavapor Buchi RE 111 com um Buchi 461 banho-maria, 2002), a temperatura de 50°C.
O matraz com o extrato foi colocado na estufa a temperatura de 40°C, até ter peso

constante.
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2.4 Preparacéao do logurte com e sem baga de sabugueiro

A preparacdo dos iogurtes foi realizada no laboratério de microbiologia da Escola
Superior Agraria (Instituto Politécnico de Braganca). Preparou-se 1 kg de iogurte, que foi
subdividido em quatro por¢Ges com o objetivo de obter as seguintes subamostras: (A)
uma porc¢ao de iogurte com 0,1% de sorbato de potassio; (B) duas por¢des de iogurte com
0,1 e 0,2% de extrato de sabugueiro e (C) uma porcédo de iogurte com 0,05% de sorbato
de potéssio e 0,1% de baga de sabugueiro. O iogurte produzido foi do tipo “solido” e
formulado com cultura lactica comercial contendo as espécies bacterianas Lactobacillus
acidophilus, 1 x 10° UFC/g; Bifidobacterium, 1 x 10° UFC/g and Streptococcus
thermophilus 1 x 10° UFC/g. A preparacdo do iogurte seguiu as recomendacdes do
fabricante (BioRich®, Christian Hansen, Horsholm, Dinamarca). Inicialmente, 1 L de
leite meio-gordo UHT e leite em p6 (1,0%, m/v) foram levados a ebuligdo.
Imediatamente, as amostras foram submetidas a arrefecimento rapido (banho de gelo) até
atingir 42 + 2°C, momento em que a cultura latica foi adicionada. Os produtos foram
colocados em recipientes de vidro hermético (capacidade de 500 g) e mantidos em banho-
maria durante a noite. As amostras foram transferidas para o frigorifico (4 £ 2°C) e
deixadas por 24 horas. A Figura 10 mostra as quatro porcdes de iogurte com o objetivo
de preparar o controlo e efetuar a adicdo dos preservastes, o sorbato de potassio e/ou

extrato de baga de sabugueiro.

Figura 10- Amostras de iogurte natural.
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Posteriormente, o codgulo foi partido, sendo adicionado o sorbato de potassio e 0
extrato da baga de sabugueiro. As seis amostras de iogurte consistiram em:
1-Extrato de sabugueiro (0,1% m/v);
2-Extrato de sabugueiro (0,2% m/v);
3-Extrato de sabugueiro (0,4% m/v);
4-Sorbato de potéssio (0,05% m/v) e extrato de sabugueiro (0,1% m/v);
5-Sorbato de potassio (0,05% m/v) e extrato de sabugueiro (0,2% m/v);
6-Sorbato de potassio (0,1% m/v);
As amostras de iogurte foram preparadas em duplicado e divididas para depois
serem analisadas em dois tempos diferentes (0 e 21 dias de vida de prateleira), isto €, para
cada tempo de ensaio foi utilizado um iogurte diferente. Na Figura 11 mostra-se o aspeto

visual da adicdo da baga de sabugueiro ao iogurte (amostra 5 e 4):

Figura 11- Amostra 5 e 4 de iogurte com extrato de sabugueiro (da esquerda para a direita).

2.5 Extratos dos iogurtes

Para a determinacdo dos fendis totais, flavonoides totais e atividade antioxidante
(FRAP e DPPH), as amostras do tempo 0 dias (inicial) e do tempo 21 dias (final) foram
liofilizadas. Posteriormente, pesaram-se aproximadamente 1,0g de cada amostra a qual
foram adicionados 25 ml de uma solucdo de etanol a 60% (p/v) e pH 0,9. As solucbes

foram colocadas em agitacdo (1 hora) e posteriormente filtradas para matrazes,
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devidamente pesados, que foram posteriormente colocados no evaporador rotativo
(Rotavapor Buchi RE 111) a uma temperatura de 50°C. De seguida, calculou-se o
rendimento da extracdo através da diferenca de pesos do matraz (vazio e com o extrato
seco). O extrato obtido foi dissolvido em 10 ml de uma solucéo de etanol a 60% e a pH
0,9 (Figura 12).

Figura 12- Ensaios de iogurtes com e sem baga de sabugueiro para o TO e T21 dias.

2.6 Determinacdo de compostos fendlicos

Na determinacdo de fendis totais foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu de
acordo com o descrito por Singleton et al., 1999 e os flavonoides totais foram
determinados de acordo com Zhishen et al. (1999), com algumas modificacdes.

As concentragcbes obtidas para as diferentes solugdes de iogurtes estdo
compreendidas entre 22,34 e 43,69 g/L. Todas as analises foram efetuadas em duplicado.

2.6.1 Fendis totais

Para a determinar a curva de calibracéo para anélise dos fendis totais, 0 composto
utilizado foi o &cido galico (AG). A solucdo mée foi preparada por pesagem de 0,1 g de
acido galico que foram dissolvidos em 100 ml de agua desionizada. As concentragdes
usadas foram obtidas por medicao dos volumes 0,1; 0,25; 0,5; 0,6; 0,75; 1,0 e 1,5 ml da
solucdo mée para balbes de 25 ml que foram aferidos com agua desionizada. As solugdes
foram medidas ap6s a mistura de 0,5 mL de cada solucdo com 2,5 ml de Folin-Ciocalteu

a 10% e 2 ml de carbonato de sédio a 75 g/L. O branco foi preparado com 0,5 ml de 4gua
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desionizada e os reagentes (2,5 ml de Folin-Ciocalteu e 2 ml de carbonato de sodio). Apds
decorridas 2 horas de estabilizagéo, foram efetuadas as leituras ao comprimento de onda
760 nm.

Na analise das amostras de iogurtes para os dois tempos em estudo, misturou-se
0,5 ml do iogurte com 2,5 ml do reagente Folin-Ciocalteu e 2 ml de carbonato de sodio.
Ap0s a mistura, a solugdo ficou a repousar durante 2 horas a temperatura ambiente, sendo

posteriormente medida a absorvéancia a 760 nm.

2.6.2 Flavonoides totais

Na determinacéo da curva de calibracdo para analise dos flavonoides totais usou-
se como padrdo a quercetina (Q). Para a preparacdo da solucdo mae, pesaram-se 0,05 g
de quercetina para um baldo de 50 ml que foi aferido com etanol. As concentragdes
utilizadas das solugdes padréo de calibragdo foram obtidas por medicdo dos volumes 1,0;
1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0 e 5,0 ml para bal6es de 10 ml. Todos os baldes volumétricos foram
aferidos com etanol. A analise dos flavonoides foi feita por mistura de 0,5 ml de solugéo
padrdo ou amostra, com 2 ml de &gua destilada e 0,15 ml de nitrato de sodio a 5%. Ap6s
intervalo de 6 minutos, foi adicionado 0,15 ml de cloreto de aluminio a 10%. As solucGes
ficaram em repouso durante mais 6 minutos e, de seguida, adicionou-se 2 ml de NaOH a
4% e 0,2 ml de agua destilada. Ap6s, 15 minutos de repouso no escuro, a leitura das

absorvancias das amostras foi efetuada a 510 nm.

2.7 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pelos métodos: Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP) descrito por Pulido et al. (2000); efeito bloqueador dos
radicais livres (DPPH) de acordo com o reportado por Hatano et al., 1988. As
concentracgdes testadas dos diferentes iogurtes, estdo compreendidas entre 22,34 e 43,69

g/L de amostra de iogurte. Todas as analises foram efetuadas em duplicado.
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2.7.1 Metodologia FRAP

A metodologia FRAP consiste numa alternativa desenvolvida para determinar a
reducdo do ferro em fluidos biologicos e solugdes aquosas de compostos puros. O método
pode ser aplicado para estudos da atividade antioxidante em extratos de alimentos e
bebidas, bem como, para o estudo da eficiéncia antioxidante de substancias puras, com
resultados comparaveis aqueles obtidos com outras metodologias mais complexas.

Para a preparacdo da solucdo FRAP foram misturadas trés solucbes: 150 ml da
solugdo tamp&o pH 3,6 (CHsCOONa*3H;0), 15 ml de TPTZ 1,0x102 M e 15 ml da
solugdo de FeCls.6H-0 a 2,0x102 M. As solugdes padréo de calibragéo foram obtidas por
medic¢éo dos volumes 1,5; 1,75; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0 e 5,0 ml para baldes de 20 ml. Os baldes
volumétricos foram aferidos com etanol. Para determinar a atividade antioxidante pelo
método de FRAP misturou-se 0,1 ml da solucdo padrdo ou amostra, 3 ml do reagente
FRAP e 0,3 ml de &4gua destilada. A solugdo ficou em repouso durante 6 minutos, sendo

posteriormente medida a absorvancia a 540 nm.

2.7.2 Anélise do DPPH

Na avaliacdo do poder redutor pela metodologia do DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), transferiram-se 0,3 ml das solucBes para tubos de ensaio e 2,7 ml do
reagente DPPH. Os tubos de ensaio foram agitados no vortex, futuramente a solucéo ficou
a repousar durante 1 hora no escuro. Ao fim deste tempo mediu-se a absorvéncia das
solucdes a 517 nm. O efeito bloqueador do DPPH foi calculado pela percentagem de

descoloracdo do DPPH usando a seguinte equacao:

% Efeito bloqueador = [(AprpH - As)/ApppH] % 100

sendo, As a absorvancia da solugdo quando o extrato da amostra foi adicionado a um nivel
especifico, e AprprH, a absorvancia da solugéo de DPPH.

Na determinacdo da curva de calibracdo da atividade antioxidante (DPPH)
utilizou-se o Trolox como composto padréo. Para a preparagao da solugdo mae, pesaram-
se 0,0063 g de Trolox para um baldo de 50 ml que foi aferido com etanol. As
concentracdes utilizadas foram obtidas por medicéo dos volumes 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0
para balGes de 10 ml, que foram aferidos com etanol. A analise de DPPH foi realizada as
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5 concentracdes anteriores e a solugcdo mae. Apos 1 hora no escuro as absorvancias foram

efetuadas a 517 nm.

2.8 Estabilidade microbiana e vida de prateleira

Para determinar o tempo de vida de prateleira das amostras de iogurtes com e sem
EBS sob refrigeracdo, os parametros avaliados foram contagem total de aerobios
mesofilos e contagem total de psicrofilos, contagem total de bolores e leveduras,
contagem total de coliformes totais e Escherichia coli (E. coli), pesquisa de Salmonella e
contagem total de Staphilococcus aureusnos tempos 0, 7, 14 e 21 dias.

Os iogurtes encontravam-se no estado sélido no frigorifico, mantidos no frio a
cerca de 3°C até serem utilizados. Todo o material e 0s respetivos meios de cultura foram
preparados e esterilizados de acordo com o descrito nas normas portuguesas e/ou

europeias.

2.8.1. Preparacdo de amostras para analises microbiologicas

Pesou-se 10 g de cada amostra e adicionou-se 90 ml de solucdo de Ringer, num
frasco estéril, agitou-se e obteve-se a solugio mée (101). Para obtencio da diluigio 1072
retirou-se 1 ml da solucéo anterior e colocou-se num tubo de ensaio contendo 9 ml de
solucdo de Ringer. Seguidamente obteve - se a diluicdo 107 retirando 1 ml da soluc&o
anterior e adicionando a 9 ml de solucédo de Ringer contidos num tubo. Os ensaios foram

efetuados em duplicado.

2.8.2. Bolores e leveduras

A contagem de bolores e leveduras foi realizada tendo como referéncia a NP 2077
(1985), com sementeira por espalhamento a superficie. Foi distribuido 0,1 ml de cada
uma das diluicdes por placas de petri contendo meio de cultura Agar Rosa de Bengala.
As placas foram incubadas a 25°C durante 48 horas a 5 dias, 0s resultados foram expressos
em UFC/g.
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2.8.3. Contagem de Coliformes Totais e Escherichia coli

Na identificagdo e contagem de coliformes foi utilizado o Kit simplate da Bio
Control. Procedeu-se segundo as recomendacdes do fabricante. O meio de cultura
fornecido foi hidratado previamente em 9 ml de agua destilada, inoculado com 1 ml da
solucdo mae e homogeneizado com auxilio do vortex. O mesmo processo foi feito de
igual modo para as vérias diluicdes. O conteudo foi vertido para a placa contendo 84
pocos. O liquido foi espalhado pelos pocos com movimentos circulares e com uma
velocidade lenta e, por fim, foi retirado o excesso. As placas foram incubadas a 37°C
durante 24 horas. A identificacdo e enumeracdo dos coliformes totais séo realizadas
através da contagem do nimero de pogos em que ocorreu mudanca de cor do meio de
cultura. A identificacdo e enumeracdo da E. coli foi realizada através da contagem do
nimero de pocos em que se observou fluorescéncia, apos a exposicdo da placa a uma
lampada de UV a 365 nm. O ndmero de coliformes presentes na amostra foi calculado de
acordo com a tabela fornecida pelo fabricante.

2.8.4. Pesquisa de Salmonella spp

Para determinar a presenca de Salmonella spp foi utilizada o “1-2 TEST”
desenvolvido pela Biocontrol. As analises foram efetuadas de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Apds inoculacdo procedeu-se a incubacao a 37°C durante
24 horas. O resultado foi considerado positivo quando ocorreu a formacao de uma banda

branca (Imunobanda) em forma de U ou de menisco.

2.8.5. Contagem de Staphylococcus aureus

A pesquisa de Staphylococcus aureus foi realizada através da NP 4400-1 (2002),
por sementeira a superficie de 0,1 ml de cada dilui¢do decimal em placas contendo o meio
seletivo de Baird-Parker (Merk, Alemanha) enriquecido com gema de ovo. As placas
foram inoculadas 24 horas a 37°C. Os resultados foram expressos em UFC/g. As coldnias
de Staphylococcus aureus negras com halo transparente, foram repicadas e incubadas a
37°C durante 24 h para posterior pesquisa da enzima coagulase positiva. Para tal, retirou-

se uma porc¢édo de cada uma das coldnias selecionadas e semeou-se em tubos com BHI
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(Brain Heart Infusion). Incubou-se a 37+ 2°C durante 24h. Em seguida, juntou-se
assepticamente 0,1 mL de cada cultura a 0,3 mL de plasma de coelho em tubos de
hemolise e incubou-se a 37 + 2°C. Apés 4 a 6 h examinou-se a coagulacdo do plasma.
Consideram-se reagéo coagulase positiva quando o codgulo ocupou mais de % do volume

inicialmente ocupado pelo liquido.

2.8.6. Contagem total de mesofilos totais e psicroéfilos

A contagem dos microrganismos aerébios mesofilos totais foi efetuada segundo a
Norma Portuguesa (NP) 4405:2002 e a contagem dos microrganismos aerobios
psicréfilos totais foi efetuada segundo a NP 2307 (1987). Estas analises foram feitas em
duplicado, 1 ml de cada dilui¢cdo, em agar para Contagem (PCA Oxoid CM0463B,
Hampshire, England) por incorporacéo a incubar a 37°C/24-48 h (Dale Morton, 2001).
Outras placas com o mesmo agar (PCA), mas feitas por espalhamento (0,1ml) foram a
incubar a 7 °C durante 8 dias, estas bactérias sdo chamadas de psicrofilos. De seguida
procedeu-se a contagem das coldnias. Os resultados foram expressos em unidades

formadoras de colonias por gramas de produto analisado (UFC/g).

2.9 Analise estatistica

A anélise dos dados foi realizada recorrendo ao Excel da Microsoft e ao software
livre R (versdo R 4.0.2 GUI 1.72, R Foundation for Statistical Computing).

A analise descritiva dos dados foi efetuada recorrendo as estatisticas média e
desvio padrao.

As calibragOes analiticas envolveram o ajuste linear entre os sinais e as respetivas
concentracdes das solucGes padrdo de calibracdo, sendo o grau de ajuste avaliado
visualizado no grafico dos sinais em funcdo das concentracdes e pelo valor de coeficiente
de correlagéo.

Aplicou-se um desenho experimental Box-Wilson com pontos centrais (bloco 1)
e expandido com um grupo de pontos “estrela” (bloco 2), com o objetivo de ajustar um
modelo polinomial de segundo grau para as variaveis de resposta. O modelo ajustado foi
obtido por aplicacdo da metodologia de superficie de resposta, tendo-se testado a
significancia dos termos associados aos fatores principais (variaveis em teste), as

interacbes dos fatores e aos fatores quadraticos. O gréfico contour foi usado para
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representar num espaco bidimensional uma superficie tridimensional, onde a variavel z
(resposta) € representada por fatias de z constantes, chamadas contornos. Para mostrar o
desempenho do modelo ajustado, usa-se o grafico da relacdo linear entre as respostas
previstas pelo modelo obtido e as obtidas experimentalmente. A capacidade de previsao
¢ avaliada se o valor do declive desta relacdo é proximo da unidade (declive = 1), a
ordenada da origem é proxima do zero (ordenada na origem = zero) e o coeficiente de
determinacéo (R?) é proximo da unidade (R? = 1).

A analise de variancias (ANOVA) de dois fatores foi aplicada com o intuito de
avaliar se havia diferencas significativas (valores de p > 0,05) entre as médias dos fatores
analisados e dos termos de interacdo para as diferentes respostas. Os gréficos boxplot
foram usados para visualizar as varia¢fes obtidas entre os grupos de dados testados.
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CAPITULO 3

Resultados e Discussao

3.1 Métodos quantitativos
3.2 Otimizag&o da extragdo hidro-etandlico
3.3 logurte com e sem extrato de BS

3.4 Avaliacdo microbiolégica dos iogurtes



Este trabalho envolveu o estudo de otimizacdo do processo extrativo dos
compostos fenolicos da BS e dos compostos bioldgicos e propriedades bioativas do
logurte com e sem extrato de BS. Para tal, foram analisados cinco parametros
quantitativos: compostos fenolicos totais, flavonoides totais, antocianinas, atividade
antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP. A determinacdo destes parametros nas
amostras foi efetuada usando vérias metodologias espectrofotométricas, cujos
procedimentos foram descritos na seccdo 2.4, 2.5, 2.6 e 2.7, apresentando-se a seguir 0s

resultados das calibracdes obtidas.

3.1 Métodos quantitativos

Anélise dos compostos fendlicos totais (CFT). Para quantificar os grupos hidroxilo
fendlicos presentes na amostra de BS, recorreu-se ao meétodo do reagente Folin-Ciocalteu,
usando como padrdo o acido galico. Este método baseia-se numa reacdo de oxidacao-
reducdo, no qual o ido fenolato é oxidado em meio alcalino reduzindo o complexo
fosfotlngstico-fosfomolibdico presente no reagente Folin-Ciocalteu, originando
coloragédo azul que absorve a 760 nm (Funari et al., 2006).

O teor em fenois totais foi determinado utilizando concentragdes de acido galico
(AG) entre 4 e 60 mg/L. A Figura 13 apresenta o grafico de calibracdo obtido entre os
valores da absorvancia e concentracdes de AG, em que se pode verificar que 0s pontos
experimentais estdo praticamente sobrepostos na reta demonstrando um bom ajuste (valor
de coeficiente de correlacdo (0,9999). A equacdo da reta de calibracdo obtida foi
y=0,0102x-0,0104.
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Figura 13- Gréfico da curva de calibragdo de analise dos fendis totais.

Analise dos flavonoides totais (FT). Na determinacdo de flavonoides totais, 0 método
utilizado baseia-se na propriedade do catido aluminio para formar complexos estaveis
com o hidroxilo dos flavonoides, formando um complexo de cor amarela (Funari et al.,
2006; Almeida et al., 1997). Este permite determinar a quantidade de flavonoides
presentes na amostra evitando-se a interferéncia de outras classes de substancias
fenolicas, sobretudo os &cidos fendlicos (Funari et al., 2006).

Na Figura 14, apresenta-se o grafico de calibracdo obtido, verificando-se que os
pontos experimentais estdo proximos da reta ajustada. O coeficiente de correlacdo foi de
R=0,9975 que demonstra um ajuste aceitavel. A equacao da reta que representa o ajuste

entre a absorvancia e a concentracdo de quercetina foi y=0,0001x-0,0063.
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Figura 14- Grafico da curva de calibracdo de analise dos flavonoides totais.

A atividade antioxidante das amostras foi medida pela metodologia FRAP e
DPPH. Esta atividade consiste em atrasar ou inibir a oxidacdo de lipidos ou de outras

moléculas, impedindo o desenvolvimento das reacdes em cadeia da oxidacao (Zheng et

al., 2001).

Metodologia FRAP. A presenca de antioxidantes provoca a reducdo do complexo

Fe3*/Ferricianeto a uma forma ferrosa (Fe?*), resultando num complexo azul (Cottica et

al., 2011; Sousa et al., 2008).
Na Figura 15, apresenta-se o grafico de calibracdo obtido, verificando-se que os

pontos experimentais estdo proximos da reta ajustada, tendo-se obtido um coeficiente de

correlacdo aceitavel (R=0,9958). A reta obtida do ajuste obtida entre as absorvancias e

as concentracdes de FeCls foi y=0,0016x-0,0377.
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Figura 15- Grafico da curva de calibracéo de analise por metodologia FRAP.

Anélise do DPPH. O radical livre DPPH é um cromoforo extremamente estavel que
absorve a 517 nm e apresenta uma coloracdo violeta intensa. Quando um composto
qguimico antioxidante reage com o DPPH, este é reduzido a forma de hidrazina, o seu
eletrdo emparelha-se, o que resulta numa diminuicdo da cor para amarelo-claro (Cabral
et al., 2009).

Na Figura 16 mostra-se a reta ajustada entre as absorvancias e as concentracdes
de DPPH, mostrando que os pontos experimentais estdo proximos da reta ajustada, o que
é verificado pelo valor aceitavel do coeficiente de correlacdo 0,9970. A reta obtida do
ajuste entre as absorvancias e as concentragdes de DPPH foi y=1,3074x-2,829.

43



120,00
100,00
80,00

60,00

% inibicéo

40,00
20,00

0,00
0 20 40 60 80 100
Concentracdo (mg/L)

Figura 16- Grafico da curva de calibracdo de analise por metodologia DPPH.

3.2 Otimizacao da extracéo hidro-etanodlico

Este trabalho iniciou-se com o estudo da otimizagdo de extracdo dos compostos
fendlicos da BS através do desenho experimental compdsito central de dois fatores: pH e
% de etanol. O estudo envolveu 14 ensaios com 2 niveis de pH (nivel -1: 0,88; nivel +1:
5,12) e de % de etanol (nivel -1: 24,6%; nivel +1: 95,4%). A massa de BS usada foi de
0,10 g. Como respostas do desenho experimental usaram-se 0s parametros: compostos
fendlicos totais, flavonoides totais, antocianinas, DPPH e FRAP.

Compostos fenolicos totais (CFT). Aos resultados de compostos fenélicos totais obtidos
aplicou-se a metodologia de superficie de resposta tendo-se verificado que a constante
(p<0,001), o efeito principal % de etanol (p<0,001) e o termo quadratico da % Etanol
(p<0,001) foram significativos. O modelo obtido apresentou um coeficiente de

determinagéo de 0,949 (R?), indicando que o modelo justifica 94,9% da variabilidade dos
dados. O modelo final foi:

Concentragdo CFT = 95,13 - 2,09 x pH + 1,47 x %Etanol - 0,017 x (%Etanol)?

Na Figura 17 apresentam-se os graficos de contour e de avalia¢do da resposta

prevista pelo modelo obtido em fungdo dos valores experimentais de concentracdo de
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compostos fendlicos totais. Como se pode verificar no grafico de contour, o 6timo
encontra-se na zona do pH de 0,88 até 3,00 e na zona da % Etanol de 24,6 até 70%. O
gréafico de relacdo entre respostas previstas e experimentais mostra que o ajuste € proximo
do tedrico (declive 0,949 ~ 1), mas com ordenada da origem afastada do valor tedrico
zero (ordenada na origem = 5,69 = zero). Estes resultados podem ser justificados pelo

facto de o modelo obtido s6 permitir justificar 95% da variabilidade dos dados.
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Figura 17- Graficos de contour e da resposta prevista pelo modelo RSM em fungdo da

concentracdo experimental de CFT.

Flavonoides Totais (FT). A aplicacdo da metodologia de superficie de resposta indicou
que a constante (p<0,001), o efeito principal % Etanol (p=0,0038) e o termo quadratico
da % Etanol (p<0,001) eram significativos. O modelo obtido tinha um coeficiente de
determinacéo de 0,926 (R?), ou seja, justifica 92,6% da variabilidade dos dados. O modelo

final obtido foi:

Concentragdo FT = 28,11 - 0,12 x pH - 0,69 x %Etanol + 0,0076 x (%Etanol)?

A Figura 18 apresenta os graficos de contour e de avaliacdo da resposta prevista
pelo modelo obtido em fungéo dos valores experimentais de concentragdo de FT. O
gréfico de contour mostra que o 6timo ndo depende do pH, podendo-se selecionar
qualquer valor no intervalo de 0,88 até 5,12, verificou-se que a maior quantidade de

extragdo de flavonoides totais era observada em % elevadas de etanol. O grafico de

45



relacdo entre respostas tedricas (y = 0x + 1) e experimentais (y = 0,926x + 1,22) mostra
diferencas entre sugerindo que o modelo obtido sé permite justificar 93% da variabilidade
dos dados.
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Figura 18- Graficos de contour e da resposta prevista pelo modelo RSM em fungdo da

concentragdo experimental de flavonoides totais.

Antocianinas. A metodologia das antocianinas consistiu na avaliacdo na cor do extrato,
que demonstra variacao significativa nos ensaios do desenho experimental. O resultado
da metodologia de superficie de resposta indicou que estes sinais ndo mostravam qualquer
relagdo significativa com os 2 fatores estudados: pH e % Etanol. A leitura das
absorvéancias néo foi significativa, embora 0 modelo obtido apenas justifique 77,9% da
variabilidade dos dados.

Na Figura 19 apresenta-se o grafico de contour que mostra uma tendéncia de
aumento do sinal da cor (antocianinas) para valores mais baixos quer de pH quer de
%Etanol.

Considerando todos os resultados obtidos pela execuc¢do do desenho experimental
com a aplicagdo do método de superficie de resposta, a composi¢do do solvente extrator
foi selecionada de forma que a extragdo fosse representativa em compostos fenolicos

(&cidos fendlicos e flavonoides): pH 0,88 e % Etanol 60%.

46



90

Etanol
40 50 60 70
| | |

30
|

pH

Figura 19- Graficos de contour e da resposta prevista pelo modelo RSM em funcéo da

concentragdo experimental de antocianinas.

3.3 logurte com e sem extrato de baga de sabugueiro

Os resultados que iremos apresentar nas sec¢fes seguintes referem-se, ao estudo
comparativo de iogurtes adicionados de 3 concentracdes diferentes de extrato de BS (0,1;
0,2 e 0,4%); com sorbato de potassio (0,05%) 2 niveis de extrato de BS (0,1 e 0,2%);
iogurtes adicionados com sorbato de potéssio (0,1%) (controlo).

Com este estudo pretendeu-se averiguar, se a adicdo de extrato de BS ou a mistura
de sorbato e extrato de BS exerce efeito positivo na conservacdo do iogurte, isto €, se é
possivel substituir total ou parcialmente um aditivo quimico por um produto natural.
Também se pretende apurar se 0 BS induz alteracbes na concentracdo de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante.

As diferentes amostras foram avaliadas no tempo inicial (T0) e no final (T21),
todas as andlises foram realizadas em duplicado. Os resultados obtidos estdo apresentados

na Tabela 4.
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Tabela 4- Pardmetros quimicos dos iogurtes.

Tempo Amostras

(dias)

Ensaios do iogurte

iogurte com 0,1% extrato de BS
iogurte com 0,2% extrato de BS

iogurte com 0,4 % extrato de BS

A W N R

extrato BS

(6]

extrato BS
iogurte com sorbato 0,1%

iogurte com 0,1% extrato de BS
iogurte com 0,2% extrato de BS

iogurte com 0,4 % extrato de BS

A W N PO

21 iogurte com 0,05% de sorbato + 0,1%
extrato de BS

5 iogurte com 0,05% de sorbato + 0,2%
extrato de BS

6 iogurte com sorbato 0,1%

Extrato de
BS

iogurte com 0,05% de sorbato + 0,1% de

iogurte com 0,05% de sorbato + 0,2% de

Fendis totais

(mg eq AG/g)

5,22+0,23
7,36+0,25
18,41+0,42
6,71+0,27

5,92+0,02

6,05+0,02
3,48+0,06
6,62+0,41
22,89+0,62
6,22+0,09
12,28+0,35

5,27+0,26

40,80+0,21

Flavonoides

(mg eq Q/g)
0,0540,004

0,070+0,004
0,098+0,002
0,064+0,002

0,030+0,002

0,038+0,004
0,020+0,000
0,045+0,003
0,066+0,002
0,048+0,003
0,075+0,004

0,043+0,006

1,27+0,05

DPPH
(mg trolox/g)
0,83+0,01

0,85+0,22
1,99+0,012
1,13+0,10

1,60+0,002

0,98+0,14
0,92+0,05
1,32+0,03
1,53+0,004
1,26+0,03
1,88+0,003

1,06+0,03

21,69+0,08

FRAP
(mg Fell/g)
4,87+0,15

6,01+0,55
7,55%0,38
6,26+0,72

3,05+0,07

5,16+0,01
2,76+0,32
5,60+0,15
5,58+0,16
5,28+0,78
5,46%0,32

5,18+0,64

139,81+1,29



No TO a quantidade de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
aumentaram consoante o incremento do extrato de BS adicionado nas amostras de iogurte.
Constata-se que para este tempo, a amostra 3 foi a que apresentou maior quantidade de
compostos bioativos e atividade antioxidante. Na amostra 1, os valores obtidos para 0s
fenois totais e para a atividade antioxidante avaliada pelo método DPPH foram os mais
baixos, enquanto na amostra 5 (mistura de sorbato 0,05 com 0,2% de extrato de BS) os
valores mais reduzidos se observam nos flavonoides e a capacidade antioxidante avaliada
pelo método FRAP.

Ao fim de 21 dias de armazenamento, foi na amostra 5 que se observaram valores
mais elevados no teor em flavonoides totais na atividade antioxidante pelo método DPPH,
enquanto na amostra 3 os valores mais elevados foram fendis totais. A amostra 6
(controlo) foi a que apresentou menores quantidades em todos os parametros analisados.

Os nossos resultados foram corroborados pelas observacgdes de Silva et al. (2017),
em que verificaram que os subprodutos de BS possuem um elevado potencial
antioxidante. O elevado teor fenoéis e flavonoides do extrato BS permite inferir que a
adicdo deste extrato ao iogurte traz beneficios a satude do consumidor, pois de acordo com
Andrade et al. (2017), os fenois e os flavonoides sdo os principais componentes
responsaveis por diversas atividades bioldgicas. Soares et al. (2008), avaliou o teor de
compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante de uva Niagara obtendo valores
compreendidos entre 2,19 £+ 0,06 a 1,027 + 0,88 mg eq. AG/ g de amostra. Sales et al.
(2012) em extratos hidro alcodlicos do bagaco de uva obteve valores de 4,74mg eq. AG/g
de amostra para a capacidade antioxidante. Os valores obtidos por estes investigadores
foram inferiores aos encontrados no nosso estudo com o extrato de BS: 40,80+0,21 mg
eq AG/qg para os fendis totais, 1,27+0,05 mg eq. Q/g de amostra para os flavonoides totais,
atividade antioxidante (DPPH) 21,69+0,08 mg trolox/g de amostra e
(FRAP).139,81+1,29 mg Fe Il/g de amostra.

A andlise de variancias (ANOVA) de dois fatores (“Tempo” e “Amostras”) foi
aplicada com o intuito de avaliar se havia diferengas significativas entre os ensaios em
estudo. Na Tabela 5, apresentam-se os valores de p obtidos para os dois fatores, bem
como do termo “Interacdo”, para os teores de fenois totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante avaliada pelos métodos DPPH e FRAP. Da analise dos resultados constata-

se que o termo interacdo foi significativo para os 4 parametros analisados (p <0,001),
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indicando que, para explicar a variabilidade dos dados analiticos serd necessario analisar
os efeitos dos dois fatores em simultaneo.

Tabela 5- Valores obtidos da ANOVA.

Parametro Tempo Amostras Interacdo
Fenois <0,001  <0,001 <0,001
Flavonoides <0,001  <0,001 <0,001
DPPH 0,0133  <0,001 <0,001
FRAP 0,0142  <0,001 <0,001

Compostos fendlicos totais. Na Figura 20 estdo sumariados, na forma de boxplot, os
resultados obtidos para 0s compostos fendlicos totais para os varios ensaios realizados.

Os tempos (0 e 21 dias) estdo representados com diferentes cores (vermelho TO e azul
T21).
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Figura 20- Boxplot dos dados dos compostos fendlicos totais associados aos resultados da

ANOVA 2 fatores.

Na Tabela 4 e na Figura 20, observaram-se os teores em fendis totais mais
reduzidos em T21, variando entre 3,48+0,06 e 22,89+0,63 mg eq AG/g de amostra,
respetivamente na amostra 1 e 3.
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Constata-se ainda que, para este parametro os valores do controlo nos dois tempos
em estudo foram superiores aos obtidos na amostra 1 (iogurte com 0,1% de extrato). No
que diz respeito aos iogurtes em que foi utilizada a mistura ndo se observaram diferencas
significativas entre a formulacdo, sorbato 0,05+0,1% de BS, no entanto a amostra 5 aos
21 dias de armazenamento diferiu significativamente da amostra 6 e 4. O elevado valor
obtido na amostra 5 podera ser justificado pela enorme dificuldade que tivemos na
homogeneizagdo do iogurte com 0s extratos.

O teor em fendis totais do controlo situou-se entre os valores quantificados na
amostra 1 e 2, no entanto, a quantidade deste parametro na amostra 3 foi muito mais
elevada do que a do controlo em ambos os tempos em estudo.

Os resultados obtidos para os fendis totais sugerem que as bagas de sabugueiro
podem vir a substituir totalmente o aditivo sintético, sendo que concentracdes superiores
a 0,2% contribuiram significativamente para 0 aumento deste composto bioativo do
iogurte.

Verificou-se ainda que, a mistura do sorbato com o extrato de BS constitui
também uma alternativa promissora no enriquecimento do iogurte em compostos

bioativos.
Flavonoides totais. A Figura 21 mostra, na forma de boxplot, os dados dos flavonoides

para 0s ensaios de mistura do composto sorbato e/ou EBS no iogurte, salientando-se com

diferentes cores os dois tempos de ensaio: 0 e 21 dias.
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Figura 21- Boxplot dos dados dos flavonoides totais associados aos resultados da ANOVA 2
fatores.

Na Tabela 4 e na Figura 21, observou-se que o teor em flavonoides totais oscilou
entre 0,020+0,000 e 0,098+0,002 mg eq Q/g de amostra, na amostra 1 (T21) e 3 (T0O)
respetivamente.

Da anélise da Figura 21 constata-se que, quer no TO quer no T21, o teor em
flavonoides totais aumentou a medida que se adicionaram concentracdes superiores de
BS ao iogurte. Nestes produtos verifica-se ainda que o teor de flavonoides no T21 foi
inferior ao observado no TO, o que ndo era espectavel, sugerindo que os flavonoides se
degradam ao longo do armazenamento. Os valores obtidos no controlo para os dois
tempos em estudo apresentaram valores médios compreendidos entre os obtidos no T21
na amostra 1 e o TO na amostra 2 também podemos observar que o teor em flavonoides
da amostra 3 do T21 foi idéntico ao da amostra 4 no TO. Adicionalmente verificou-se uma
grande dispersdo no teor em flavonoides das nossas amostras, principalmente nos
produtos obtidos com a mistura de sorbato e extrato.

A mistura de sorbato e extrato a 0,2% no iogurte pode vir a substituir com sucesso

a concentracao de aditivo quimico estipulada por lei para este produto.

Atividade antioxidante por DPPH. A Figura 22 mostra, na forma de boxplot, os dados do
DPPH para os ensaios de mistura do composto sorbato e/ou EBS no iogurte, salientando-

se com diferentes cores 0s dois tempos de ensaio: 0 e 21 dias.
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Figura 22- Boxplot dos dados do DPPH associados aos resultados da ANOVA 2 fatores.

Na Tabela 4 e na Figura 22, observa-se que o poder antioxidante pelo método do
DPPH variou entre 0,83+£0,01 e 1,99+0,012 mg Trolox/g de amotra (amostra 1 e 3 do TO).

Da analise da Figura 22 observa-se que nas amostras adicionadas de BS (1, 2 e 3)
no T21 se verificou um aumento da atividade antioxidante quantificada pelo método
DPPH. Nas amostras 1 e 2, relativamente ao TO ndo se verificaram diferencas
significativas, no entanto, na amostra 3 a atividade antioxidante foi a mais elevada de
todas as amostras analisadas, para os dois tempos em estudo. A atividade antioxidante do
controlo foi semelhante a observada na amostra em que se procedeu a mistura de 0,05%
de sorbato e 0,1% de extrato, em ambos os tempos avaliados, porém na amostra 2 esta
atividade bioldgica foi muito superior comparativamente a do controlo.

Os resultados obtidos indicam que para a atividade antioxidante pelo método de

DPPH a formulagdo mais promissora é aquela que contém a mistura de 0,05% de sorbato
e 0,2% de BS.

Atividade antioxidante por FRAP. A Figura 23 mostra, na forma de boxplot, os dados do
FRAP para os ensaios de mistura do composto sorbato e/ou EBS no iogurte, salientando-
se com diferentes cores 0s dois tempos de ensaio: 0 e 21 dias.
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Figura 23- Boxplot dos dados do FRAP associados aos resultados da ANOVA 2 fatores.

Na Tabela 4 e na Figura 23, observa-se que o poder antioxidante pelo método do
FRAP variou entre 2,76+0,32 e 7,55+0,38 mg Fell/g de amostra, respetivamente a
amostra 1 (T21) e 3 (T0). Os resultados sumariados na Figura 23, indicam que a atividade
antioxidante no T21 de todas as amostras analisadas, a exce¢ao da amostra 1, foram muito
idénticos.

No que diz respeito ao TO nos iogurtes adicionados apenas de BS, a atividade
antioxidante aumentou linearmente em funcgéo da concentracdo de extrato.

Nas formulacGes em que se utilizou a mistura (sorbato+extrato) no TO a variacao

nao foi uniforme.

No controlo ndo se verificou variagdo da atividade antioxidante ao longo do
tempo.

Os nossos resultados sugerem que os valores médios da atividade antioxidante do
controlo e das amostras 2 e 4 foram idénticos, indicando que o BS pode substituir total

ou parcialmente o sorbato na producéo do iogurte.

Na globalidade, verificou-se que a BS tem propriedades bioativas e conservantes
que a valorizam como aditivo natural, podendo substituir o aditivo sintético testado
(sorbato de potassio) parcialmente ou totalmente. Varios trabalhos referem as vantagens
na atividade antioxidante e no tempo de vida em produtos lacteos suplementados com
extratos de plantas. Por exemplo, em iogurtes com extratos hidro-etandlicos de
Ascophyllum nodosum e Fucus vesiculosus (O'Sullivan et al. 2016) ou com extrato de
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agua de Azadirachta indica (Shori et al, 2011). A comparagdo com o sorbato de potassio
é relevante pois, embora na Comunidade Europa este composto esteja legalizado na sua
utilizacdo em alimentos, nos Estados Unidos da América ndo esta (Mamur et al., 2010).
Alguns estudos descrevem este composto como fracos genotdxicos e/ou mutagénicos
(Hasegawa et al., 1984, Mpountoukas et al., 2008), enquanto outros referem que isso ndo
é relevante (Sasaki et al., 2002; Ferrand et al., 2000). Neste ambito, o estudo de aditivos
naturais é relevante na substituicdo de aditivos quimicos sintéticos para dar mais
confianca aos consumidores sobre a qualidade e seguranca dos produtos alimentares. Por
isso, as plantas medicinais ricas em compostos fenolicos, antioxidantes naturais, sao
progressivamente aplicadas na producao de produtos lacteos para e retardar a oxidacdo e
melhorar as propriedades nutricionais e terapéuticas (Bertolino et al., 2015).
Globalmente, os extratos de plantas de compostos fendlicos podem ser utilizados para
controlar a formacdo excessiva de radicais livres e aumentar a capacidade antioxidante,
bem como prolongar a vida atil dos produtos, por terem menos efeitos secundarios que
os antioxidantes sintéticos que apresentam efeitos secundarios como danos hepaticos e

carcinogéneos (Meenakshi et al., 2009).
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3.4 Avaliacdo microbiol6gica dos iogurtes

Os resultados a seguir apresentados referem-se ao estudo comparativo de iogurtes com 2 niveis de concentracdo de extrato de BS (0,1;
0,2%), com um nivel de sorbato de potassio (0,1%) e mistura de sorbato de potéssio (0,05%) com extrato de BS (0,1%). O objetivo foi comparar
0s ensaios com extrato de BS e mistura de sorbato e extrato de BS com o0 ensaio contendo somente o sorbato. Ou seja, se a adi¢éo de extrato de BS
ou mistura de sorbato com extrato de BS permitia ter os mesmos resultados de conservacéo. Para isto, todos os iogurtes preparados foram analisados

em dois tempos (0 e 21 dias), em varios parametros de qualidade microbioldgica (Tabela 6).

Tabela 6- Pardmetros microbioldgicos dos iogurtes.

Amostra Mesofilos  Psicréfilos  Bolorese  Coliformes E. Coli S.aureus  Salmonella

Tempo (dias) totais (UFC/mL) Leveduras totais (UFC/mL) coagulase
(UFC/mL) (UFC/mL)  (UFC/mL) positiva

0,1% Sorbato <10 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente

0,1 Extrato de BS <10 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente

0 0,2 Extrato de BS <10 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente

0,05% Sorbato+0,1% Extrato de BS <10 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente

0,1% Sorbato <10 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente

0,1 Extrato de BS <10 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente

7 0,2 Extrato de BS <10 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente

0,05% Sorbato+0,1% Extrato de BS <10 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente
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Tabela 7- Pardmetros microbioldgicos dos iogurtes (continuacao).

0,1% Sorbato <10 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente

0,1 Extrato de BS <10 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente

14 0,2 Extrato de BS <10 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente
0,05% Sorbato+0,1% Extrato de BS <10 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente

0,1% Sorbato 1,00E+02 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente

0,1 Extrato de BS <10 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente

21 0,2 Extrato de BS 3,57E+02 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente
0,05% Sorbato+0,1% Extrato de BS ~ 2,00E+02 <10 <10 <1 <1 Ausente Ausente

Pode-se constatar que o produto formulado apresentou adequados parametros de qualidade microbiolédgica indicando que o produto foi
formulado seguindo condicGes de higiene e seguranca alimentar adequados segundo o Regulamento (CE) n° 2073/2005 da Comisséo de 15 de
novembro de 2005.

Tendo-se verificado no tempo de 21 dias, um crescimento minimo de microrganismos meséfilos na amostra de 0,1% de sorbato (controlo),
0,2% extrato de BS e mistura de sorbato + exrato (0,05% de sorbato + 0,1% de extrato de BS).
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CAPITULO 4

4.1 Conclusao



A baga de sabugueiro € um produto natural que apresenta propriedades bioativas
atribuidas a presencga de compostos fendlicos, como os flavonoides e os &cidos fendlicos,
tornando-se importante o seu estudo com vista & sua introducdo na alimentagdo como
alimento funcional.

Da analise do estudo experimental para a otimizacao da extracdo dos compostos
fendlicos totais da BS centrado em dois fatores (pH e % Etanol), verificou-se o 6timo foi
pH 0,9 e 60% de etanol.

Através da analise dos resultados obtidos na determinacdo dos fendis totais,
podemos averiguar que o iogurte com maior % de EBS (amostra 3) foi aquela que
apresentou maior quantidade quer no TO como no T21. Estes resultados mostram que a
adicdo do EBS ao iogurte aumenta as suas propriedades.

Relativamente aos flavonoides totais a amostra 3 (iogurte com 0,4% EBS) foi a
que apresentou maior quantidade de flavonoides no TO, sendo a amostra 5 (0,05%
sorbato+0,2% EBS) a que indicou o teor mais elevado (T21).

Na atividade antioxidante pelo método DPPH os resultados mostram o que ja se
descreveu para os flavonoides totais, em que a amostra 3 é aquela que apresenta uma
maior atividade no TOea 5 no T21.

Quanto a atividade antioxidante determinada pelo método FRAP os resultados
sugerem uma vez mais que a amostra 3 € aquela que continua a ter maior atividade
antioxidante no TO, relativamente ao T21 as amostras 2,3 e 5 apresentam valores
idénticos.

As analises microbioldgicas indicaram niveis microbioldgicos satisfatorios quer
no que diz respeito aos parametros de qualidade comercial (microrganismos aerébios
mesofilos, psicrofilos, bolores e leveduras), quer no gque respeita a qualidade sanitaria
(coliformes totais) e seguranca alimentar (Salmonella e Staphylococus aureus). A
auséncia de E.coli, coliformes totais e Salmonella spp, evidenciaram que este tipo de
produto é seguro para 0s consumidores.

Com os resultados preliminares deste estudo, podemos concluir que a baga de
sabugueiro € um bom aditivo natural e pode substituir totalmente e sobretudo
parcialmente o aditivo sintético, sorbato, no iogurte quer como conservante quer como

composto bioativo.
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Perspetivas Futuras:
v’ Efetuar a analise sensorial com um painel de consumidores;
v Avaliar parametros fisico-quimicos (pH, gordura e proteina);

v' Efetuar analises ao iogurte com maior vida de prateleira;
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