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Resumo

Estete estudo avaliou a incorporagdo de um extrato fermentado de folhas de
tramazeira (Sorbus aucuparia) como ingrediente funcional no pao, visando reforgar valor
nutricional, actividade antioxidante e estabilidade microbioldgica. As folhas secas de
tramazeira revelaram contagens microbianas reduzidas (~3 log UFC mL™) e teor lipidico
de 0,37 %, dominado por &acido palmitico; os indices de aterogenicidade (1,86) e
trombogenicidade (0,70) indicaram perfil gordo moderadamente saudavel.

A extraccdo de fitoquimicos foi optimizada por metodologia de superficie de
resposta, variando etanol (24-95 %) e pH (0,9-5,1). A condi¢ao 6ptima (60 % etanol, pH
3,0) forneceu 244 mg EAG g' de fendis totais, 67 mg EQ g' de flavonoides e capacidade
antioxidante de 84 umol Trolox g'. Ensaios FRAP e Mfec corroboraram o elevado poder
redutor, e o extracto inibiu Bacillus cereus, evidenciando potencial conservante.

A fermentacdo alcodlica do extracto com Saccharomyces cerevisiae foi
delineada experimentalmente. O ensaio ideal (5 g folhas, 0,20 g glicose, 1,4 g NH4NOs,
10° mL indculo) gerou taxa especifica de crescimento de 0,15 h™'. O extrato fermentado
apresentou 844 mg EAG g de fendis, 199 mg EQ g de flavonoides e actividade
antioxidante de 351 mg eq. Trolox g™' (DPPH) e 8,8 mg eq. acido ascoérbico g' (FRAP).

Produziram-se paes com farinha Barbela: controlo e formula¢des com 0,5 % e
2,0 % de extrato. Durante 96 h de armazenamento, ndo houve crescimento de bolores,
leveduras nem patogénicos nas amostras enriquecidas, ao contrario do controlo. O valor
energético manteve-se estavel (~245 kcal 100 g ') e o teor proteico aumentou, sobretudo
com 2,0 %. Perfis de acidos gordos (palmitico, estearico, oleico, linoleico, linolénico) nao
agravaram indices de risco cardiovascular.

A adicdo do extrato reduziu a luminosidade (L*) e conferiu tom avermelhado,
efeito atribuido a pigmentos fenolicos. A textura mostrou endurecimento; contudo, a
formulagdo com 0,5 % preservou maciez proxima do pao fresco. Na prova sensorial, esta
formulac¢do obteve melhor aceitacdo, conciliando funcionalidade e agradabilidade.

Conclui-se que o extrato fermentado de folhas de tramazeira ¢ um aditivo natural
promissor, capaz de desenvolver paes mais saudaveis, de rotulo limpo e maior vida util
comparado ao pao controlo, alinhados com as atuais tendéncias de consumo e com a

valorizagdo de recursos silvestres.

Palavras-chave: tramazeira; trigo Barbela; pao; extrato hidroetandlico; fermentagdo;

aditivos naturais.



Abstract

This study evaluated the incorporation of a fermented extract of rowan leaves
(Sorbus aucuparia) as a functional ingredient in bread, aiming to enhance nutritional
value, antioxidant activity and microbiological stability. The dried leaves showed low
microbial counts (~3 log CFU mL-') and a lipid content of 0.37 %, dominated by palmitic
acid; the atherogenicity (1.86) and thrombogenicity (0.70) indices indicated a moderately
healthy fat profile.

The extraction of phytochemicals was optimized by response surface
methodology, varying ethanol (24-95 %) and pH (0.9-5.1). The optimum condition (60 %
ethanol, pH 3.0) provided 244 mg EAG g-' of total phenols, 67 mg EQ g-' of flavonoids
and an antioxidant capacity of 84 umol Trolox g-'. FRAP and Mfec tests corroborated the
high reducing power, and the extract inhibited Bacillus cereus, showing preservative
potential.

The alcoholic fermentation of the extract with Saccharomyces cerevisiae was

experimentally designed. The ideal test (5 g leaves, 0.20 g glucose, 1.4 g NHiNOs, 10°
mL inoculum) generated a specific growth rate of 0.15 h-'. The fermented extract showed
844 mg EAG g-' of phenols, 199 mg EQ g-! of flavonoids and antioxidant activity of 351
mg eq. Trolox g-' (DPPH) and 8.8 mg eq. ascorbic acid g-' (FRAP).
Breads were produced with Barbela flour: control and formulations with 0.5% and 2.0%
extract. During 96 h of storage, there was no growth of molds, yeasts or pathogens in the
enriched samples, unlike the control. The energy value remained stable (~245 kcal 100
g-') and the protein content increased, especially with 2.0 %. Fatty acid profiles (palmitic,
stearic, oleic, linoleic, linolenic) did not worsen cardiovascular risk indices.

The addition of the extract reduced luminosity (L*) and gave a reddish hue, an
effect attributed to phenolic pigments. The texture showed hardening; however, the 0.5%
formulation preserved softness close to that of fresh bread. In the sensory test, this
formulation was better accepted, combining functionality and pleasantness.

It can be concluded that the fermented extract of rowan leaves is a promising natural
additive, capable of developing healthier breads with a clean label and a longer shelf life,

in line with current consumer trends and the valorization of wild resources.

Keywords: rowan; Barbela wheat; bread; hydroethanolic extract; fermentation; natural

additives.
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1.1. Enquadramento

A presente dissertagdo realizou-se no ambito da tese do mestrado em Qualidade
e Seguranca Alimentar, no Instituto Politécnico de Braganga.

Num cendrio global de crescente preocupagdo com a saude e o bem-estar, a busca
por alimentos mais saudaveis e nutritivos tornou-se uma prioridade para consumidores,
produtores e industria. E cada vez mais evidente que optar por alimentos que promovam
a saude e a sustentabilidade ¢ essencial ndo apenas para o bem-estar individual, mas
também para a prote¢do do planeta.

A sustentabilidade na produ¢@o e no comércio de alimentos ¢ um dos maiores
desafios atuais e exige uma abordagem abrangente e integrada. Nesse contexto, as plantas
destacam-se como fontes valiosas de compostos bioativos, enquanto os subprodutos
agricolas emergem como recursos relevantes para a obtencao de substancias naturais que
contribuam para a preservagao da qualidade e seguranca dos alimentos.

Uma das grandes dificuldades na producao de alimentos ¢ a manutencao do
tempo de vida de prateleira do produto sem comprometer a saide do consumidor. As
alteracdes causadas por microrganismos deteriorantes e patogénicos, para além de
reduzirem a qualidade do produto, também apresentam riscos para a seguranca alimentar.
Tradicionalmente, para contornar estes problemas eram utilizados, principalmente,
aditivos sintéticos, no entanto, estas substancias estdo associadas a potenciais prejuizos
para a saude, como alergias, toxicidade a longo prazo ou efeitos adversos quando
ingeridas em excesso. Além disso, muitos consumidores tém demonstrado preocupagao
com o impacto dos aditivos quimicos no meio ambiente. Neste contexto, ha uma procura
crescente por alternativas naturais que preservem as propriedades organoléticas dos
alimentos, garantindo sabor, textura e aroma, sem comprometer a sua seguranca.

A tramazeira (Sorbus aucuparia), que estd presente principalmente no Parque
Natural de Montesinho, atualmente ¢ mais conhecida pelos frutos ricos em compostos
bioativos, no entanto as folhas também tém uma composi¢cdo em compostos biologicos
promissora. Esses atributos tornam os frutos e as folhas um recurso promissor para a
formulagdo de aditivos naturais, capazes de substituir total ou parcialmnte os
conservantes artificiais em alimentos, originando produtos mais atrativos saudaveis. Nao
sao do nosso conhecimento estudos efetuados sobre a caracterizagdo fisico-quimica e
capacidade bioldgica das folhas de tramazeira.

O trigo Barbela, uma variedade tradicional de trigo cultivado no norte de

Portugal, ¢ valorizado por sua adaptacdo as condigdes desfavoraveis e pela sua



composi¢do nutricional e caracteristicas organolépticas que o tornam ideal para a
produgdo de paes diferenciados tradicionais, que conjugam tradi¢do e inovagao.

A utilizagdo de ingredientes com propriedades funcionais, como as folhas de
tramazeira (praticamente nao estudadas) e do trigo Barbela, uma variedade tradicional,
destaca a importancia de valorizar recursos agricolas locais, favorecendo a producao de
alimentos mais equilibrados e ambientalmente responsaveis. Essa estratégia ndo apenas
responde as exigéncias atuais por maior diversidade e qualidade dos alimentos, mas
também resgata e mantém vivas as herancas culturais.

Também, o pao, alimento amplamente consumido em Portugal e importante na
dieta mediterranica, permite inovar conjugando o respeito pelas tradi¢des locais com as
praticas alimentares mais saudaveis e sustentaveis. A integra¢do de ingredientes naturais
e funcionais reforcam a importincia do pado como um componente essencial da
alimentacdo, combinando valores culturais, avancos tecnologicos e beneficios para a
saude.

O trabalho desenvolvido nesta tese insere-se nos projetos TRAMONTE
(Financiado pela Fundagao 'la Caixa', com apoio do BPI e em parceria com a Fundagao
para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT) e CERTRA (financiado pela Unido Europeia, através

do Next Generation EU, e pelo PRR (Plano de Recuperacdo e Resiliéncia da Republica).

1.2. Estrutura do trabalho

O trabalho encontra-se organizado em cinco capitulos, o primeiro apresenta a
“Estrutura, enquadramento e objetivos da tese”, onde se destaca a crescente busca por
alimentos saudaveis e sustentaveis. Utilizou-se o pao produzido a partir do trigo barbela
(Triticum aestivum L.em. Thell) para avaliar o efeito a incorporagdo de ingredientes
funcionais como as folhas da tramazeira fermentadas na melhoria nutricional e na
valorizacao de recursos locais, alinhando-se a praticas agricolas mais responsaveis e a
preservagdo da biodiversidade.

No segundo capitulo apresenta-se a introducdo ao tema, com a fundamentagao
tedrica, que retine as informagdes obtidas através de pesquisa bibliografica, necessaria
para a realizagdo do estudo. Inclui a caracterizagdo quimica e bioativa da tramazeira, a
aplicacdo de extratos naturais em alimentos, as propriedades antioxidantes e
antimicrobianas de compostos fenolicos, e informagdes relevantes sobre tecnologia de

panificacao.



No terceiro capitulo sdo apresentados os “Materiais e métodos”, descrevendo as
metodologias utilizadas para avaliar as propriedades bioativas das folhas secas e das
folhas fermentadas de tramazeira, processo de formulacdo dos pdes com diferentes
concentragdes de extrato, e técnicas que nos permitiram avaliar a qualidade
microbiologica, as propriedades fisico-quimicas e a apreciagdo sensorial dos produtos
desenvolvidos.

No quarto capitulo “Resultados e Discussdes”, apresentam-se os resultados
obtidos ao longo do trabalho, interpretando-os e discutindo-os com base noutros trabalhos
similares encontrados na bibliografia.

No quinto e altimo capitulo, “Conclusdo”, apresenta-se de forma sumaria uma
reflexdo sobre os pontos cruciais do trabalho. Sdo destacados os principais resultados
alcancados, bem como as limitagdes e as contribui¢des do estudo para a investigacao e a
industria. S3o também sugeridas perspetivas para trabalhos futuros que possam

aprofundar ou expandir os nossos resultados.

1.3. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo global avaliar a capacidade de utilizar as folhas
de tramazeira fermentadas, como conservante e aditivo natural num produto alimentar
(pao produzido com cereais tradicionais). Pretende-se valorizar os recursos bioldgicos
locais e a promogado de praticas agricolas sustentaveis com foco na criagdo de produtos

inovadores.

1.3.1. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho consistem em:

e (Com base num desenho experimental, iremos avaliar o melhor solvente para
extrair os compostos fenolicos do extrato de folhas de tramazeira;

e Otimizar o processo fermentativo das folhas de tramazeira conduzida por
Saccharomyces cerevisae, utilizando um desenho experimental;

e Determinar os fenois e flavonoides totais das folhas “in natura” e no extrato
fermentado,

e Estudar as propriedades bioativas (antioxidante e antimicrobiana) das folhas “in

natura” e antioxidante do extrato fermentado;



Produzir pao, utilizando um trigo tradicional (trigo barbela tipo 150);

Avaliar o efeito do extrato fermentado das folhas no tempo de vida de prateleira
do pao, realizando andlises quimicas, fisico-quimicas, microbiologicas e
caracteristicas sensoriais;

Utilizar técnicas colorimétricas para analisar as propriedades fisicas das varias
formulacdes de pao variando a concentragdo de extrato de folhas de tramazeira
fermentadas;

Avaliar a textura das amostras de pao;

Avaliar o efeito da incorporagdo das folhas de tramazeira fermentadas na
bioatividade do pao;

Verificar a aceitabilidade do produto através de analise sensorial por painel de

consumidores.
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2.1. Tramazeira

2.1.1. Descri¢ao botanica

A Sorbus aucuparia ¢ uma arvore do género Sorbus, pertencente a familia
Rosaceae, conhecida vulgarmente como tramazeira, sorveira ou freixo da montanha
(Sottys, 2020; McAllister, 2005). E uma das espécies mais importantes do género Sorbus,
devido a sua resisténcia a condigdes adversas, tem uma vasta distribui¢ao natural em areas
com altitudes baixas e elevadas, desde as costas atlanticas da Europa até a Peninsula de
Kamchatka (Yousefzadeh et al., 2021). Esta arvore encontra-se espalhada por toda a
Europa, desde as regides articas, tais como, Islandia, Russia, Fenoscandia, até¢ ao sul da
Europa: Espanha, Italia, Balcas. Também pode ser encontrada na Asia Menor (C4ucaso)
e no norte da Europa, Norte da Asia (Sibéria, Norte da China), bem como nos Estados
Unidos e no Canada como arvore ornamental (Réty et al., 2016; Raspe et al., 2000).

Em Portugal, esta arvore ¢ considerada autoctone, cresce tipicamente nas orlas
de florestas de caducifdlias e pinhais e, ocasionalmente em matos densos. E comumente
observada na Beira Alta, particularmente em areas de relevo montanhoso no Noroeste, na
Beira Baixa, na Serra da Estrela, no Minho e em Tras-os-Montes (Terra Fria, no Centro-
Norte e em zonas do Centro-Oeste com relevos calcarios) (ICNF, 2020, Portela-Pereira

et al., 2023) (Figura 1).

Figura 1. Mapa da distribuicao da Sorbus aucuparia em Portugal Continental
(Fonte: 1. Jardim botdnico UTAD)

Esta arvore ¢ composta por raizes robustas e fibrosas e apresenta numerosas
flores brancas dispostas em inflorescéncias, que brotam na primavera. Quando cultivada
em condigdes favoraveis, pode atingir uma altura média de 12 a 15 metros. No entanto,

em regides com recursos limitados para o crescimento, pode permanecer sempre como



arbusto (Portela-Pereira et al., 2023; Réty et al., 2016).

O tronco possui casca lisa, de coloragao cinzenta acastanhada e rugosa. Os frutos
tém forma arredondada e sdo geralmente vermelhos ou laranja. A arvore possui copa
circular e folhas caducas de aspeto pinado, medindo cerca de 10 a 25 cm de comprimento.
Normalmente, as folhas sao compostas por 9 a 19 pares de foliolos de forma alongada,
sem peciolo percetivel, medindo cada um deles aproximadamente 2 a 6 cm. Apresentam
apice pontiagudo, margens serrilhadas e cor verde-escura, tornando-se alaranjadas no
outono (Réty et al., 2016; Fay et al., 2022; Sarv., 2020).

A tramazeira ¢ uma espécie importante para a biodiversidade, pois fornece
alimento e abrigo para muitos animais, nomeadamente aves, mamiferos e insetos e
contribui também para a restauragdo ecologica, favorecendo a revitalizagdo de areas
degradadas (ICNF, 2020; Rity et al., 2016).

Na Figura 2 podem-se observar as arvores da tramazeira com folhas e frutos

maduros.

Figura 2. Arvores de tramazeira

2.1.2. Importancia etnobotanica e etnofarmacologica

As plantas tém sido utilizadas desde a antiguidade em todo o mundo pelas suas
propriedades terapéuticas. Estas propriedades estdo associadas aos seus compostos
fitoquimicos, especialmente os metabolitos secundérios, que sdo fontes extraordinarias
de compostos bioativos de valor acrescentado (Chandran et al., 2020). Na medicina
tradicional eram utilizadas no tratamento de varias doencas o que permitiu avaliar a sua
aplicacdo em etnofarmacologia (Vinagre et al., 2019).

A importancia etnofarmacologica e etnobotanica da tramazeira destaca a
interagdo entre as comunidades locais e a planta, explorando as suas aplicagdes
tradicionais para a saude, alimentacdo, artesanato e promovendo a preservagdo e

sustentabilidade.



De acordo com Neves et al. (2009) a folha de tramazeira, ¢ utilizada
popularmente pelos habitantes locais, nos concelhos de Tras-os-Montes, Norte de
Portugal, para o tratamento de tosse, problemas digestivos, distirbios gastrointestinais, e
como diurético.

ICNF (2020), Sottys, (2020), Kiiltiir, (2007) e Shikov et al. (2014) reportaram
que as flores, folhas e frutos comestiveis da S. aucuparia eram tradicionalmente utilizados
pelas suas propriedades diuréticas, antidiabéticas, anti-inflamatorias, antiaterogénicas,
vasoprotectoras, vasorelaxantes e antidiarreicas. Kavak et al. (2019), utilizaram as folhas
de tramazeia para o tratamento da prostatite, cancro e diarreia, indicando efeito citotoxico
nestas patologias.

Um estudo efetuado sobre a utilizagdo de plantas silvestres e cultivadas na area
da montanha Konjuh (nordeste da Bosnia e Herzegovina) revelou que a tramazeira era
utizada com sucesso para o tratamento de doengas do estdmago, obstipagao, hemorragia
uterina, doengas renais, caréncias em vitaminas C e E, e para a preven¢do da gota e das
hemorréidas O ché da casca da arvore era empregado na Estonia como remédio natural
para tratar doengas cancerosas (Sak, 2014). Na Grécia, os frutos desta planta t€ém sido
aplicados como agentes antidiabéticos (Savikin et al., 2017).

Convém salientar, que os dados sobre os efeitos das folhas de Sorbus aucuparia
para a satide humana s3o escassos ou inexistentes, no entanto os estudos preliminares
efetuados sdo promissores e sugerem que esta planta pode atuar como um coadjuvante

natural no tratamento de diversas doencas.

2.1.3. Compostos bioativos das folhas de Sorbus aucuparia

Krivoruchko et al. (2013) demonstrou que as folhas de S. aucuparia
apesentavam 30 acidos carboxilicos, dos quais 19 eram acidos gordos e 4 aromaticos. Os
acidos dominantes (mg/kg) foram o palmitico (3793,5), o citrico (1929,5), o malico
(1825,5) e o oxalico (1288,0) (Tabela 1).

Sarv et al. (2020), reportaram que as folhas e as inflorescéncias de Sorbus spp.
contém, geralmente quantidades mais elevadas de fenois totais (CFT) do que os frutos.
Estes investigadores também identificaram o acido fertlico e o kaempferol nas folhas

desta planta.
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Tabela 1. Teor de 4cidos carboxilicos nas folhas de tramazeira, mg/kg

(Fonte: Krivoruchko, E. V. et al., 2013)

Acido Quantidade em folhas
Caproico 44,8
3-Hexendico 28,3
2-Hexenoico -
Caprilico 48,0
Oxalico 1288,0
Pelargonico 23,3
Maloénico 176,9
Fumarico 25,2
Succinico 174,5
Caprico -
Benzoico 232,1
Metoxisuccinico -
Fenilacético 13,2
Salicilico 18,7
Laurico 83,9
3-hidroxi-2- 3
metilglutarico
Miristico 365,0
Malico 1825,5
Pentadecanoico 39,8
Azelaico 372,0
Palmitico 3793,5
Palmitoleico 207,1
Margérico 4239
Citrico 1929,5
Estearico 305,4
Oleico 303,1
Vacénico 25,9
Linoleico 248,2
Linolénico 825.,5
Isocitrico -
Vanilico -
Araquico 136,4
11-icosénico -
11,13-Eicosadienoico -
Heneicosanoico 23,6
Beénico 58,2
Eracico -
Lignocerinico 63,3
Ferulico 45,4
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Os resultados obtidos por Olszewska & Michel (2009) e Olszewska et al. (2010),
para os compostos bioativos e para a capacidade antioxidante presentes nos extratos de
folhas de Sorbus aucuparia, utilizando como solvente de extracdo uma solug¢do hidro-

metanolica 70% (v/v), apresentam-se na Tabela 2.

Tabela 2. Compostos bioativos identificados nos extratos de folhas de tramazeira

(Fonte: Olszewska & Michel, 2009, Olszewska et al., 2010)

Parametros identificados Dados 2009 Dados 2010
Acidos fenélicos QT:9.09 QT: 8,23
QT em GAE (%) ou Acido neoclorogénico: 1,15 Acido neoclorogénico: 0,51
conforme especificado Acido clorogénico: 2,75 Acido clorogénico: 1,90
Flavonéides: Flavonéides:
PAC em CyE (%) ou Quercetina: 0,835 Quercetina: 0,903
conforme especificado Kaempferol: 0,188 Kaempferol: 0,157
PAC: 3,84 PAC: 3,59
Atividade Antioxidante
EC50 (ng/mL) ou conforme DPPH: 24,10 DPPH: 27,47
especificado
TEAA, mmol/g ou LPO% TEAA: 0.628 TEAA 054
LPO: 58,69

FRAP, mmol Fe2+/g ou
2,148 -
conforme especificado

QT — Quantidade total; GAE — Expresso em acido galico; PAC - Flavonoides/Proantocianidinas;
DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; CyE - Cianidina Equivalente; EC50 - Concentragdo Efetiva
50%; TEAA - Atividade antioxidante equivalente ao trolox; LPO - Inibi¢do da Peroxidacdo
Lipidica; FRAP - Poder Antioxidante de Redugao Férrica.

Sottys et al. (2020) em seus estudos, reportaram nas folhas de tramazeira a
presenga de 4cidos organicos simples, principalmente malico, citrico e oxalico.

Olszewska (2011) demonstrou que os extratos de folhas de tramazeira
mostraram uma relagdo positiva entre o potencial antioxidante e a quantidade de fendis
totais. Além disso, estudos realizados por Bobinaité et al. (2020) e Liepina et al. (2013)
reforcaram a relevancia dessa planta, evidenciando que a sua atividade antimicrobiana
estava correlacionada com os seus metabolitos secundarios.

No nosso estudo iremos comparar a importancia para a saude das folhas da

tramazeira “in natura’ e fermentadas, uma vez que nao existirem estudos sobre os efeitos
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da utilizagcdo de um produto fermentado nas carateristicas do pao, nomeadamente na
conservacdo e bioatividade. Adicionalmente, como reportado na literatura iremos ainda
avaliar o efeito da fermentacdo na bioatividade dos compostos fenolicos presentes nos

produtos naturais.

2.2. Fermentacao

A fermentagdo ¢ um processo biologico natural amplamente estudado e
explorado ao longo dos anos, utilizado principalmente para a producdo de bebidas e
alimentos. Além disso, cumpre uma func¢do essencial no tratamento de residuo de aguas
e na producdo de biocombustiveis. Trata-se de um procedimento simples, com baixo
consumo de energia e custos operacionais reduzidos (Freitas, 2021; Maicas, 2020).

O processo fermentativo pode ocorrer de forma espontanea ou ser conduzido por
microrganismos especificos, como leveduras (fermentagdo alcoolica), e bactérias acido-
laticas (LAB) na fermentacdo latica. Nesse estudo, iremos dar particular relevancia a
fermentagdo alcoodlica, um processo que, geralmente ¢ conduzido por leveduras
pertencentes ao género Saccharomyces, sendo S. cerevisiae a mais utilizada. Esta
levedura tem grande importancia para varias aplicagdes biotecnoldgicas devido as suas
caracteristicas Unicas, destacando-se pela capacidade de fermentar uma ampla variedade
de agucares, incluindo glicose, frutose, sacarose, maltose e maltotriose, além disso,
conseguem crescer em ambientes acidos, com pH aproximadamente 3,5 (Seixas, 2022;
Parapouli et al., 2020; Maicas, 2020).

O processo fermentativo inicia-se pela via glicolitica (Figura 3) em que a glucose
¢ convertida em duas moléculas de piruvato. Durante esta reagdo, os eletroes da glucose
sdo transferidos para a coenzima NAD™, que atua no transporte de moléculas, resultando
na formacgdo de NADH (Freitas, 2021).

Nas etapas seguintes, os elétrdes transportados pelo NADH participam em varias
reagoes que culminam na produg¢do de ATP. As leveduras, como microrganismos
anaerdbios facultativos, podem produzir ATP quer na presenca quer na auséncia de
oxigénio. Na auséncia de oxigénio, os eletrdes do NADH sdo utilizados para converter o
piruvato em etanol e dioxido de carbono, completando o processo fermentativo. O
metabolismo fermentativo das leveduras, além de assegurar a producdo de energia em
condi¢gdes limitantes de oxigénio, € importante para a manutengdo do equilibrio das

reacdes de oxidagao-redugdo, enquanto direciona os fluxos metabolicos para a producao
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de diversos produtos secundarios, fundamentais em processos biotecnologicos e

industriais (Duncan et al., 2023; Freitas, 2021; Maicas, 2020).

2 ADP
20
Glicose -\c1do
CsHi>05 pmmco
2 NAD' 2 NADH* 2 NAD' 2NAD

CeH1206 = 2CO; + CH3CH20H + Energia

Figura 3. Processo de fermentacéo alcodlica
(Fonte: Freitas, 2021)

No entanto, quando ha disponibilidade de oxigénio, em condi¢des aerobias, as
leveduras utilizam um metabolismo alternativo, a respira¢ao celular. Nesse processo, o
piruvato produzido durante a glicolise ¢ convertido em acetil-CoA e entra no ciclo de
Krebs, resultando na producdao de NADH e FADHo.. Estes transportadores alimentam a
cadeia de transporte de eletrdes mitocondrial, onde o oxigénio atua como aceitador final,
permitindo a formacao de ATP por fosforilagao oxidativa. Este metabolismo aerobio pode
produzir até 38 ATP por molécula de glicose (Pires et al., 2015).

Além das diferengas metabolicas, a fermentagao pode ocorrer de duas formas
principais, dependendo do meio utilizado: em meio liquido ou em meio solido. Na
fermentagdo em meio liquido, ha a presenca de agua livre, enquanto na fermentacdo em
meio solido a disponibilidade de dgua ¢ reduzida, sendo o proprio substrato responsavel
por fornecer a humidade necessdria para o crescimento e sobrevivéncia dos
microrganismos (Erskine et al., 2023).

Assim, a escolha do meio de cultura e a dindmica do processo fermentativo,
influenciam diretamente as caracteristicas dos produtos finais obtidos. Neste contexto, a
fermentagdo ¢ importante em diversas aplicagdes industriais e biotecnologicas, mas
também contribui para melhorar as propriedades nutricionais e funcionais dos alimentos,

trazendo beneficios a saude.
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2.2.1. Beneficios da fermentacao

Durante a fermentagdo, a digestibilidade dos compostos bioativos dos alimentos
aumenta traduzindo-se na melhoria das capacidades antioxidante, antimicrobiano e anti-
inflamatorio (Mariod & Fatima, 2022). A libertacdo de compostos bioativos, a conversao
enzimdtica conduzida por microrganismos € a atividade probidtica sdo 0s principais
responsaveis por estas propriedades benéficas. Além disso, os produtos fermentados
ajudam a equilibrar a microbiota intestinal, reduzindo a presenca de bactérias prejudiciais,
contribuindo assim para regular a flora intestinal. O seu consumo também pode aliviar
problemas como prisao de ventre e dores estomacais.

A fermentagdo destaca-se ainda pelo facto de reduzir o poder alergénico de
determinados alimentos, como mariscos, soja ¢ leite. De acordo com o reportado por Pi
et al. (2022), este efeito pode ser potencializado combinando a fermentagdo com
tratamentos adicionais, como, por exemplo aquecimento e ultrassom.

Convém salientar, que os efeitos benéficos da fermentagao alcoolica podem ser
reforcados utilizando culturas iniciadoras, como as bactérias LAB. Estas bactérias
produzem acidos latico e acético, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas, que contribuem
favoravelmente para a saide do consumidor e para a conservacdo dos produtos
alimentares (Stoll et al., 2021; Pi et al., 2022).

Apesar de potenciais vantagens da fermentacdo, os estudos sobre a
biodisponibilidade e a bioacessibilidade dos compostos resultantes deste processo sao
escassos, carecendo de estudos adicionais.

Neste trabalho efetuaram-se as fermentagdes das folhas da tramazeira para
verificar se aumenta a disponibilidade de compostos fendlicos, permitindo obter um
extrato com melhores propriedades bioativas. Uma segunda fermentacao, ocorre com a
produgdo de pao com e sem extrato das folhas fermentadas com o objetivo de verificar as

suas potencialidades, através da avaliacao do tempo de prateleira e propriedades bioativas.

2.3. Pao

Com efeito, conhecido como "a esséncia da vida", o pao ja ¢ fabricado desde
10.000 a.C., durante o periodo neolitico e da expansdo da agricultura, sendo as sementes
o principal ingrediente. Alguns dos papiros Egipcios mais antigos faziam referéncia ao
primeiro pao com uma forma semelhante ao atual, e incluiam também instru¢des sobre o

processo de fabrico (Kourkouta et al., 2017).
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Tal como referido anteriormente, o pao ¢ considerado um alimento base na
alimentagdo humana em todo o mundo, especialmente na Europa, Africa e Sudeste
Asiatico. E um alimento multifuncional e pratico que pode ser incorporado numa dieta
saudavel e equilibrada (Bortoluzzi, 2020).

Na cultura portuguesa, o pao ¢ mais do que um alimento, ¢ um simbolo de
tradicao e identidade. Presente nas refeicdes didrias e em celebragdes, desempenha um
papel essencial na manuteng@o dos lagos comunitarios e sociais (Soares, 2014).

Segundo Martinez-Monz¢ et al., (2013), as principais tendéncias para o consumo
de pao estdo ligadas a saude, ao prazer e a conveniéncia. Neste contexto, Baleia et al.
(2021), reporta que se verificou um aumento no consumo de pao de forma, de cerca de
19,4%, pelas criancas e um aumento de 21,9% de pao tradicional pelas familias, durante
o periodo de pandemia da COVID-19. Segundo anélise da Informa D&B, o setor de
panificagdo e pastelaria industrial teve um crescimento de 12,8% em 2023, alcancando

uma faturagao e 1.060 milhdes de euros (IAlimentar, 2023).

2.3.1. Processo de fabrico do pao

As novas tendéncias na panificagdo focam-se no desenvolvimento de produtos
funcionais, isto porque os consumidores procuram alimentos saudaveis, com um periodo
de vida alargada, considerando a qualidade microbiologica e a preservagao da qualidade
(Mitelut et al., 2021).

De acordo com as diretrizes da Portaria n.® 52/2015, “o pao ¢ produzido através
da amassadura, fermentacao e cozedura, em condi¢gdes apropriadas, de farinhas de trigo,
centeio, triticale ou milho, separadas ou misturadas, conforme os tipos definidos pela
legislacdo. Além disso, o pao ¢ preparado com agua potavel e fermento (levedura),
podendo também incluir sal e outros ingredientes, como aditivos e auxiliares tecnologicos
(enzimas), respeitando as condigdes estabelecidas por lei”. E um processo que envolve
acoes mecanica e térmica, intervindo uma série de reacdes fisico-quimicas,
microbiologicas e bioquimicas complexas (Della et al., 2014).

A farinha ¢ o principal ingrediente e a sua qualidade depende do tipo de grao e do
grau de moagem. Moagens mais finas tendem a reduzir o amido e aumentar componentes
da casca como fibras insoluveis e minerais (Kourkouta et al., 2017). No sistema portugués,
as farinhas sdo classificadas por numeros que indicam o grau de refina¢ao. Quanto maior

o nimero, menos refinada ¢ a farinha e mais fibras contém. Assim, o pao integral
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auténtico deve conter farinha de trigo tipo 150 ou de centeio tipo 170 (Portaria n.°
52/2015).

A fermentagdo ¢ a fase mais critica do fabrico, pois determina a qualidade final
do pao. A levedura de padeiro Saccharomyces cerevisiae ¢ a mais utilizada devido a sua
capacidade de produzir gas uniformemente, adaptar-se a variagdes de pH, temperatura e
concentragdes de sal e agucar, bem como formar compostos aromaticos (Heitmann et al.,
2018). Esta levedura, considerada segura pela EFSA (Panel & Herman, 2023), apresenta
30-33% de matéria seca, 40,6-58% de proteinas, 35-45% de carboidratos, 5-7,5% de
minerais, 4-6% de lipidos e vitaminas. Além da levedura convencional, podem ser
utilizados sourdoughs (massas 1évedas naturais), compostos por leveduras e bactérias
acido-lacticas (LAB), que conferem caracteristicas sensoriais especificas, como aroma e
sabor (Carbonetto et al., 2018). Durante a fermentagao (1-2 h), as leveduras consomem
os hidratos de carbono da farinha, produzindo CO:, alcool e compostos aromaticos,
influenciando diretamente o perfil sensorial do pao (Hernandez-Parada et al., 2022;
Maicas, 2020).

A cozedura ocorre entre 160 e 250 °C e ¢ determinante para a textura e estrutura
do pao. Técnicas inadequadas de cozedura podem comprometer todo o processo anterior
(Cappelli, 2021). Apos a cozedura, o pao arrefece e pode ser embalado a temperatura
ambiente, em atmosfera modificada, refrigerado ou congelado, o que influencia
diretamente o seu prazo de validade (dos Santos, 2020).

Neste contexto, ¢ de salientar o uso de variedades tradicionais de trigo como o trigo
Barbela (Triticum aestivum L. em. Thell), utilizado neste trabalho na sua forma integral.
Esta variedade ¢ cultivada sobretudo em Tras-os-Montes e apresenta boa adaptagdo a
solos pobres e acidos (Carvalho, 1933). O interesse crescente por cereais antigos esta
relacionado com a preservacao da biodiversidade e com as propriedades sensoriais

diferenciadas dos seus produtos (Cappelli et al., 2021).

2.3.2. Composi¢cao quimica e nutricional

Este produto tem um elevado valor nutritivo. Os hidratos de carbono sdo o
principal macronutriente no pao, desempenhando, principalmente, a funcao de fornecer
energia ao organismo. A maioria dos hidratos de carbono presentes no pao sao complexos,
principalmente na forma de amido. Esses hidratos de carbono complexos sdo absorvidos

mais lentamente do que os simples (APN, 2018).
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A maioria dos paes contém proteinas vegetais e baixo teor de gordura. Contém
fibras e vitaminas essenciais, como a tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina e o acido
folico, possui ainda minerais, por exemplo, fésforo, magnésio, calcio e potassio, enquanto
0 soédio, o ferro e o iodo também estdo disponiveis, mas em quantidades menores
(Shanmugave et al., 2020; Demirtas et al., 2018; Kourkouta et al., 2017). Na Tabela 3,

encontra-se a composi¢do nutricional do pao de trigo e do pao de centeio.

Tabela 3. Composi¢do nutricional dos paes de trigo e pao integral
(Fonte: Adaptado de Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (2023)

Por 100(g) Pao de trigo Pao de Centeio
Energia [kcal] 290 232
Lipidos [g] 2,2 3
Acidos gordos saturados [g] 0,5 0,7
Acidos gordos monoinsaturados [g] 0,3 0,4
Acidos gordos polinsaturados [g] 0,8 1,1
Acido linoleico [g] 0,8 1,1
Hidratos de carbono [g] 57,3 39.9
Acucares [g] 2,1 2,2
Fibra [g] 3,8 7,4
Proteinas [g] 8,4 7,6
Sal [g] 1,5 1,2
Agua [g] 26,2 40,3
Folatos [ug] 29 32
Cinza [g] 2,09 1,78
Sédio [mg] 610 500
Potassio [mg] 120 220
Calcio [mg] 43 55
Foésforo [mg] 160 250
Magnésio [mg] 31 93
Ferro [mg] 2,2 3

A composi¢do nutricional do pdo varia com o tipo de farinha (refinadas ou
integral) e dos ingredientes adicionais, como oleaginosas, frutas secas, sementes,
azeitonas, entre outros. Paes feitos com farinhas menos refinadas, como o pao de centeio
integral e o pao de trigo integral, t€m um maior contetdo de fibras, acidos gordos poli-

insaturados, vitaminas do complexo B e minerais (APN, 2018; Seixas, 2022).
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2.3.3. Qualidade microbioldgica do pao

Para assegurar a qualidade microbioldgica do pao, ¢ essencial adotar praticas
rigorosas de higiene e controle de qualidade em todas as etapas da producdo, desde a
selecdo da matéria-prima até o armazenamento final (Rahman et al., 2022).

Os graos de cereais e seus produtos estdo expostos a contaminagao pds-colheita,
durante o armazenamento, pré e pos-processamento. Os géneros de fungos mais comuns
relacionados com perdas em produtos de padaria pertencem aos géneros: Aspergillus,
Cladosporium, Endomyces, Fusarium, Monilia, Mucor, Penicillium e Rhizopus. Na
pratica normal de panificacdo, os bolores ndo sobrevivem ao processo de cozedura do pao.
Ao contrario, as micotoxinas produzidas por agentes patogénicos das culturas e fungos
de deterioracao alimentar sao relativamente estaveis ao calor (Axel et al., 2017; Garcia et
al., 2019). Tendo em vista os riscos para a saude publica, o Regulamento (UE) 2023/915
estabelece os teores maximos permitidos de micotoxinas em cereais e produtos
transformados.

Geralmente, os paes possuem teores de humidade relativamente elevados e
atividade de dgua (aw) que oscila entre 0,94 a 0,97, o valor de pH ¢ de aproximadamente
de 6,0, sendo que paes fatiados, pré-embalados e embalados pertencem aos produtos de
padaria mais suscetiveis a deterioracao por fungos. Isto deve-se ao facto da embalagem
impedir a perda de humidade das fatias de pao, criando condigdes de multiplicacao
adequadas para os fungos. Os paes embalados logo apds a cozedura, sem adicdo de
conservantes, t€ém uma vida de prateleira de apenas alguns dias, quando armazenados, a

temperatura ambiente (Axel et al., 2017; Seixas, 2022).
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3.1. Folha da tramazeira

3.1.1. Amostragem e tramento das amostras

O presente trabalho foi realizado no laboratério de microbiologia da Escola
Superior Agraria (ESA) do Instituto Politécnico de Braganca, na cidade de Braganga em
Portugal. As amostras utilizadas, consistiram em folhas de tramazeira, coletadas na regido
do Polis (Figura 6), na cidade de Braganga, Norte de Portugal. A colheita ocorreu durante

os meses de setembro, outubro e novembro do ano de 2023.
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Figura 4. Localizag¢ao do Polis de Braganga no mapa

(Fonte: Google maps)

De cada arvore, com auxilio de uma tesoura de poda, foram recolhidas amostras
de folhas juntamente com o peciolo. As amostras foram ensacadas e encaminhadas para
o laboratorio, onde se realizou a separacao das folhas, selecionando apenas as folhas que
ndo apresentassem dano aparente, como possiveis ataques de pragas ou doengas (Figura
7). Descartaram-se os peciolos ¢ as folhas selecionadas foram divididas em dois grupos
(um deles para o controlo de secagem), pesadas e secas em estufa com ventilagao (modelo
INCU-Line VWR) a temperatura de 40°C, durante o periodo de 62 horas, conforme se
pode observar na Figura 8. Para controlar o processo de secagem separou-se uma por¢ao
de folhas (7,0 g) que foram pesadas periodicamente para acompanhar a perda de agua.
No primeiro dia, pesou-se de 20 em 20 minutos, deixando sempre 10 minutos para esfriar
no excicador, apos retirar da estufa. Nos dias seguintes foram tiradas e pesadas amostras

de hora em hora, até peso constante.
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Figura 6. Sele¢do das folhas de tramazeira

Apo0s o processo de secagem, as folhas foram moidas no moinho (IKA TUBE-
MILL) até se obter um po6 fino (Figura 9), que ¢ descrito como folhas de tramazeira secas
(FTS). O po6 obtido foi colocado em sacos pléasticos com fecho Zip e armazenado no

congelador a -24 °C, até posterior utilizagao.

Figura 7. Processo de trituragdo das folhas e ensacamento.

Analise de humidade: A determinagdo do teor de humidade das folhas de tramazeira foi
realizada através da técnica de perda de peso por secagem em estufa a 105°C, conforme
o método oficial da AOAC n°® 925.10. Inicialmente, pesaram-se 5 g de folhas, que foram
transferidas para placas de Petri previamente secas em estufa a 105°C por uma hora,

resfriadas em dessecador até atingirem a temperatura ambiente e, em seguida, pesadas.
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As amostras foram entdo colocadas na estufa a 105°C e pesadas periodicamente até que
atingissem peso constante. O teor de humidade foi calculado em percentagem, de acordo

com a Equagdo 1.

Equacio 1. Determinagdo do percentual de humidade

] massa inicial — massa seca
% humidade = — x 100
massa inicial

A partir do valor obtido da percentagem de humidade, o rendimento de secagem

foi obtido entre a relacdo a massa final e a massa inicial (Equagdo 2).

Equacio 2. Percentual de rendimento de secagem

Rendimento(%) = 100 — % de humidade

3.1.2. Analises microbiologicas

Para avaliar a qualidade microbioldgica das FTS foram analisados os seguintes
parametros: contagem total de bolores e leveduras, contagem total de aerébios mesofilos,
pesquisa e contagem de coliformes totais e Escherichia coli (Figura 10), bem como,
pesquisa e contagem de esporos de clostrideos sulfitos redutores. Para a realizagao das
analises, pesou-se 1 g da amostra de FTS e misturou-se com 9 mL de agua peptonada
estéril em tubo de Falcon estéril, obtendo assim a diluigdo 10~'. A partir desta primeira
diluigdo, realizaram-se dilui¢des sucessivas, adequadas para cada pardmetro a analisar.

Todas as analises foram realizadas em duplicado.

bot

|
I |
e

Figura 8. Placas de Petri e tubos de ensaio com diferentes meios de cultura utilizadas para efetuar
as analises microbiologicas
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Contagem total de bolores e leveduras: A contagem total de bolores e leveduras foi
realizada através do método de contagem em placa, conforme a descrito na norma ISO
21527-2 (2008). A técnica consiste na utilizagao do meio de cultura seletivo e diferencial
Agar Rosa Bengala, previamente esterilizado e distribuido em placas de Petri estéreis. Foi
inoculado, 0,1 mL de cada dilui¢do (descrito no inicio da secc¢ao 3.1.2.) nas placas de
Petri contendo o meio de cultura. O in6culo foi espalhado a superficie das placas com um
espalhador de vidro. As placas foram incubadas a 25°C por 48 horas para a contagem de
leveduras e por até¢ 120 horas para a contagem de bolores. Os resultados foram expressos
em unidades formadoras de colonias por grama de amostra (UFC/g), calculados a partir

da Equagado 3.

Equacio 3. Contagem de Microrganismos de cada amostra

Xc
V x(nl+01xn2)x d

log UFC/g oumL =

2c- soma das colonias em todas as placas contadas;
V- volume de inoculo semeado em cada placa;

nl- numero de placas da primeira dilui¢do contada;
n2- numero de placas da segunda dilui¢do contada;

d- dilui¢do a partir da qual se obtiveram as primeiras contagens.

Contagem total de aerdbios mesoéfilos: A contagem total de bactérias aerdbias mesofilas
foi efetuada seguindo a Norma Portuguesa 4400-1 (2002,) através do método de contagem
em placa por incorporagio do inéculo utilizando o meio de Plate Count Agar (PCA). Foi
colocado 1 ml de cada diluicdo de FTS (ver inicio da sec¢do 3.1.2.), em placas de Petri
estéreis, posteriormente adicionou-se o meio de cultura e agitou-se. De seguida, as placas
foram incubadas a 30°C durante 48 a 72 horas. ao fim desse tempo contaram-se as

colonias formadas e os resultados foram expressos em UFC/g.

Pesquisa e contagem de coliformes totais e Escherichia coli: Para esta andlise, foi
utlizado o kit Simplate desenvolvido pela empresa Bio Control e aprovado pelo método

AOAC 2005.03 (2005). O meio desidratado foi reconstituido com 100 mL de agua

destilada estéril. Posteriormente, 9 mL desse meio foram transferidos para tubos de ensaio
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estéreis, onde se adicionou 1 mL de cada dilui¢ao das amostras FTS (ver inicio da sec¢ao
3.1.2.). Apds homogeneizagdo, a solucdo de cada tubo foi vertida para uma placa
SimPlate (Figura 11). Os 84 pogos de cada placa foram preenchidos com movimentos
circulares, o excesso de liquido foi absorvido pela esponja lateral. As placas foram
incubadas a 37°C por um periodo de 24 horas. Apds incubagdo, a identificacdo de
coliformes totais foi realizada através da contagem dos pogos com alteracao de cor do
meio (azul para rosa). A placa SimPlate foi entdo exposta a uma camara UV de 365 nm e
contaram-se 0s pocos que emitiam fluorescéncia. Os resultados foram calculados com

base numa Tabela de conversao fornecida pelo fabricante e expressos em UFC/g.

Figura 9. Placas SimPlate

Pesquisa e contagem de esporos de clostrideos sulfito redutores: A pesquisa e
quantificagdo de esporos de clostridios sulfito-redutores foi realizada de acordo com a
norma ISO 15213 (2003), pelo método de incorporagdo, num meio de cultura seletivo e
diferencial Iron Sulphite Agar. Num primeiro passo, para inativar a amostra, 1 mL de
cada diluigao (ver inicio da seccdo 3.1.2.) foi colocado em tubos de ensaio estéreis que
foram incubados a 80°C, em banho-maria, durante 10 minutos. Apds arrefecimento das
amostras, foram adicionados 15 mL do meio de cultura a cada tubo e apos solidificacao
do meio, adicionou-se mais 5 mL do meio. De seguida, os tubos foram incubados a
temperatura de 37°C, durante 5 dias. A presenca de esporos de clostridios sulfito-

redutores foi avaliada pela detecao de coldnias negras ou escuras.

3.1.3. Analises fisico-quimicas

Analises de gorduras: O teor de gordura total das amostras foi determinado pelo método
AOAC 920.85 (1920), que se baseia na extragao continua de lipidos pelo método Soxhlet,
utilizando hexano como solvente de extracao. Para a analise, 5 g da amostra de FTS foram

pesadas para cartuchos de papel filtro de Watman que foram colocados no extrator
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Soxhlet. Adicionaram-se 170 mL de hexano num baldo de fundo achatado, previamente
tarado e seco a 105°C. O baldo foi acoplado ao Soxhlet. O sistema foi mantido sob
aquecimento a 50°C, permitindo que o solvente evaporasse e condensasse continuamente,
promovendo a extracdo das gorduras da amostra por aproximadamente 6 horas. Apds o
periodo de extracdo, o balao com o residuo de gordura extraida foi transferido para uma
estufa, onde permaneceu a 105°C por uma hora para garantir a evaporagdo completa do
solvente residual. Posteriormente, o baldo foi resfriado em exsicador a temperatura
ambiente e pesado novamente para determinar a quantidade de gordura extraida. Para o

calculo da percentagem de gordura presente na amostra foi utilizada a Equagao 4.

Equacio 4. Determinagdo teor de gordura

mf —mb
Teor de gordura (%) = fm

—) 100
l

mf = massa final da amostra
mb = massa do baldo vazio

mi = massa inicial da amostra

Determinacio do perfil de acidos gordos por cromatografia gasosa: A determinagao
do perfil de acidos gordos foi realizada por cromatografia gasosa, de acordo com a
metodologia reportada por Shingfield et al. (2006). Para tal, pesou-se cerca de 0,1 g da
amostra de gordura obtida no ensaio descrito no ensaio de andlise de gorduras (secc¢ao
3.1.3.), para um tubo de ensaio, registrando-se a massa. Em seguida, foram adicionados
2 mL de n-hexano e 0,3 mL da solugcdo metandlica de KOH 2 mol/L. A mistura foi
deixada em repouso durante 45 minutos. Apds esse periodo, adicionou-se sulfato de sodio
anidro para secar a fase organica. A fase organica (n-hexano) seca foi filtrada, através de
uma seringa com filtro de nylon, para um vial de vidro. As amostras foram armazenadas
a 0°C até serem analisadas por cromatografia gasosa (GC). Para anélise por GC usou-se
o equipamento da marca DANI modelo GC1000 com injetor split/splitless e um detetor
FID. A coluna usada foi uma Zebron ZB-FAME de tamanho 30 m x 0,25 mm com 0,20
um de espessura de fase estacionaria com 5 m de pré-coluna. O programa do gradiente de
temperatura do forno foi o seguinte: durante 2 minutos, manteve-se a temperatura inicial
da coluna de a 100°C; subiu a 10°C/min até aos 140°C; de seguida, subiu a 3°C/min até

aos 190°C e depois subiu a 30°C/min até aos 260°C; mantendo a temperatura constante

26



durante 2 min. O fluxo do gas de arrasto (H>) foi de 1,1 mL/min, medido a 100°C. A
temperatura do injetor foi 250°C e a do detetor 260°C. Relativamente ao detetor temos
uma pressao de make-up com o gas nitrogénio de 0,6 bar e de ar reconstituido tipo K de
0,91 bar. A amostra (1 pL) foi injetada na coluna com um “split” de 1:40. A analise dos
resultados foi efetuada com recurso ao programa CSWDataApex versao 1.7. A
identificacdo dos acidos gordos no cromatograma foi efetuada por comparacdo dos
tempos de retencdo com os obtidos com uma mistura padrdo de ésteres metilicos (37-

Component FAME Mix da Supelco).

Indice de aterogenicidade e indice de trombogenecidade: A avaliacio do indice de
aterogenicidade (IA) e indice de trombogenicidade (IT) permitem entender os efeitos dos
acidos gordos (AG) na saude cardiovascular, auxiliando na identificacdo de fatores de
risco para doencas como aterosclerose e trombose. Esta abordagem permite avaliar a
qualidade nutricional dos lipidos, refor¢ando a importancia da escolha de alimentos ricos
em fontes lipidicas sauddveis na alimentagdo (Tilami & Koufimska, 2022). Os indices
foram calculados a partir dos dados obtidos na se¢gao anterior de determinagao do perfil
de acidos gordos (seccao 3.1.3). O IA relaciona os principais adcidos gordos saturados pro-
aterogénicos, como o C14:0 (dcido miristico), C16:0 (acido palmitico) e C18:0 (acido
estedrico), com os acidos gordos monoinsaturados (MUFAs), e polinsaturados (PUFAs
n-6 e n-3), que possuem efeito protetor contra a aterosclerose. Valores baixos de 1A
indicam uma maior propor¢do de acidos gordos insaturados, que favorecem a saude
cardiovascular. O célculo foi realizado de acordo com Ulbricht e Southgate (1991),

seguindo a Equagdo 5.

Equacao 5. Calculo do indice de aterogenicidade

C12:0+4 x C14:0 + C16:0

4= IMUFA +XPUFAn—6+XPUFAn—3

O IT expressa a relacdo entre acidos gordos saturados e os principais
antitromboticos, incluindo MUFAs ¢ PUFAs. Valores mais baixos de IT indicam uma
menor predisposicao a formacao de trombos (coagulos sanguineos formados nas veias ou

artérias). O calculo foi expresso com a Equacao 6.
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Equacio 6. Caculo do indice de trombonenicidade

_ C14:0+C16:0+C18
~ 0,5XMUFA+0,5xPUFA-n6+3xPUFA-n3+PUFA-n3/PUFA-n6

IT

3.1.4. Otimizacao de extracdo de compostos fendlicos
3.1.4.1. Desenho experimental

Para otimizar a composi¢ao da solugao hidroetandlica extrativa de compostos
fendlicos das folhas, foi adotada a metodologia de superficie de resposta (RSM). Para
estudar a influéncia da percentagem de etanol e do valor de pH utilizou-se um desenho
experimental composto por 14 ensaios diferentes. O intervalo de pH variou entre 0,87 e
5,14 (ajustado com diferentes concentracdes de acido cloridrico), enquanto a percentagem
de etanol oscilou entre 60,0 e 95,4%, conforme indicado na Tabela 4. O tratamento de
dados obtidos segundo a metodologia de superficie de resposta (RSM) foi realizado com

o software R para determinar o ponto 6timo para os fatores estudados.

Tabela 4. Desenho experimental para determinar condi¢gdes 6timas para extragdo hidroetanodlica

Ensaios Etanol (%) pH
1 60 3,01
2 60 3,01
3 85 4,50
4 60 3,01
5 35 1,50
6 35 4,50
7 85 1,50
8 60 3,01
9 24 3,01
10 95,4 3,01
11 60 0,87
12 60 5,14
13 60 3,01
14 60 3,01
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O procedimento de extracdo foi conduzido adicionando 2,5 g de FTS a 25 mL
de solugdo hidroetanoélica, conforme o desenho experimental, sob agitacdo continua por
24 h a temperatura ambiente. De seguida, a mistura foi filtrada com papel de filtro, e a

solucdo obtida foi armazenada em tubos Falcon sob refrigeracao a -24°C (Figura 12).
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Figura 10. Solugoes filtradas dos ensaios realizados com o desenho experimental

Como variaveis de resposta, foram utilizados os resultados obtidos nas solugdes
do desenho experimental aplicando os métodos analiticos para a determinagdo dos
compostos fendlicos totais, flavonoides totais, atividade antioxidante pelo método DPPH
e cromatografia por camada fina (TLC). As andlises foram realizadas em triplicado. Com
base nos resultados, definiram-se as condi¢des experimentais Otimas para obtencdao do

extrato mais promissor, conforme o modelo de superficie de resposta (RSM).

Determinacao dos compostos fendlicos totais: A determinagao dos compostos fendlicos
totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu, conforme descrito por Singleton et al.
(1999), com adaptacgdes. Para a analise dos fendis totais pipetaram-se 0,5 mL de cada
extrato obtido no desenho experimental, 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu a 10% (v/v),
e 2,0 mL de carbonato de so6dio a 10%. A solugdo resultante foi mantida no escuro a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Apds esse intervalo, foi medida a absorvancia
das solugdes a 760 nm em espetrofotometro (UV-3100PC VWR). Os calculos foram
realizados com base numa curva de calibracdo obtida utilizando o padrdo acido galico
(AG), sendo os resultados expressos em miligramas de equivalentes de AG por g de

amostra.

Determinacio de flavonoides totais por método AICIs: A analise dos flavonoides totais
das folhas, foi realizado conforme descrito por Woisky & Salatino. (1998). Adicionou-se
em tubos de ensaio 2,5 mL de cada extrato obtido no desenho experimental, preparadas a
partir de 1 mL de extrato reidratado com solugao hidroetanolica em balao de 10mL, com

2,5 mL de AICI3 a 2%. Agitou-se os tubos em vortex e deixou-se repousar por 1 hora, a
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temperatura ambiente. A absorvancia foi medida em tubo de quartzo em
espectrofotometro (UV-3100PC VWR) a 425 nm. Os célculos foram realizados com base
em uma curva de calibracdo construida utilizando quercetina (Q) como padrdo. Os

resultados foram expressos em miligramas equivalentes de quercetina por g de amostra.

Determinacio da atividade antioxidante por método DPPH: O método DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo), descrito por Hatano et al. (1988), foi utilizado para determinar
a atividade antioxidante. Para realizar a analise, pipetaram-se 0,3 mL de cada extrato
obtido no desenho experimental 2,7 mL do reagente DPPH (2.0 x10* M). As solugdes
foram mantidas no escuro durante 60 minutos e posteriormente leram-se as absorvancias
em espectrofotometro (UV-3100PC VWR) a 517 nm. Os resultados expressaram-se em

miligramas equivalentes de trolox por g.

Cromatografia por camada fina (TLC): Com o objetivo de visualizar as diferencas
entre os extratos obtidos pelo desenho experimental efetuou-se a andlise por TLC de
acordo com a metodologia descrita por Sherma et al. (2003). Foram utilizadas placas
cromatograficas de silica gel 60 com indicador de fluorescencia UV254 (20x20 cm, da
Macherey-Nagel). Para aplicagdo das amostras na placa, foi tragada uma linha fina a 1,5
cm da base e marcaram-se pontos, espacadas de 1cm, para determinar o local da aplicacao
das amostras. De seguida. marcou-se uma linha adicional a 8,5 cm da base, indicando o
limite de migracao da fase movel (frente do solvente) e aplicou-se 4 pL de amostra com
uma seringa de vidro. Depois preparou-se um eluente (fase movel) composto por
cloroférmio, acetato de etilo e acido formico (15:45:5). Esta solugdo foi transferida para
a camara cromatografica, que foi saturada com papel de filtro embebido na fase movel
para manter a humidade constante. A placa TLC, contendo as solugdes aplicadas, foi
colocada na cdmara com a linha de aplicacdo voltada para a fase mével. A camara foi
fechada para garantir um ambiente controlado, e deixada em repouso até se observar a
migracao dos adequada dos componenters ao longo da placa. Apos a separagao, a placa
foi retirada da camara e colocada numa estufa a 50°C durante 5 minutos para secagem
completa, posteriormente, observou-se a luz ultravioleta (UV) a um comprimento de onda
de 365 nm, utilizando a camara UV (CN-15LL). A fluorescéncia dos compostos permitiu
visualizar e identificar qualitativamente manchas relacionadas comgrupos de compostos

separados.
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3.1.4.2. Analise das propriedades bioativas do extrato otimizado

Para a preparagdo do extrato, pesou-se 5 g de FTS, adicionou-se 50mL da
solucdo hidroetanolica otimizada, sob agitacdo constante durante 24 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, o extrato foi filtrado e o solvente evaporado num evaporador
rotativo (IKA HB10), resultando na obtencdo do extrato seco das folhas (ESF) na
concentragdo de 1,6mg/mL. O extrato (ESF) foi utilizado para quantificar os compostos
fendlicos totais, flavonoides totais, avaliagdo da atividade antioxidante pelo método
DPPH, conforme descritos na sec¢do 3.1.4.1. Para estas analises, o ESF foi reidratado
com 10 mL da solu¢do hidroetandlica otimizada. No entanto, devido a alta concentracao
da amostra reidratada, foi necessario realizar uma dilui¢do adicional, pipetando 1 mL
dessa solugao para um baldao de 25 mL cujo volume total foi ajustado com solugao endlica.

Também, foi determinada a capacidade antioxidante pelos métodos FRAP e
ferrocianeto modificado (Mfec), a atividade antimicrobiana e a citotoxicidade. Todas as

analises foram realizadas em triplicado.

Determinacdo da atividade antioxidadante pelo método FRAP: A atividade
antioxidante pelo método FRAP foi avaliada conforme descrito por Berker et al. (2007).
Para a preparacdo do reagente FRAP, misturou-se a solu¢do tampao acetato 0,3 M (pH
3,6), TPTZ 10 mM [2,4,6-Tri(2-piridil)-1,3,5-triazina] e FeCls 20 mM, na propor¢ao de
10:1:1, respetivamente. A amostra do ESF foi preparada de acordo com as diluigdes
realizadas na seccdo 3.1.4.1., sendo pipetado 0,1 mL em tubo de ensaio, seguidas da
adicao de 3 mL do reagente FRAP e 0,3 mL de agua desionizada. As solu¢des foram
mantidas no escuro durante 6 minutos, €, posteriormente, as suas absorvancias foram
medidas num espectrofotometro a 595 nm. Os resultados foram expressos em mg

equivalente de acido ascorbico com base numa curva de calibragio para o 4cido ascérbico.

Determinacido da atividade antioxidante pelo método de ferricianeto modificado
(Mfec): A determinagdo da capacidade antioxidante pelo método do ferricianeto
modificado (MFec), foi efetuada conforme descrito por Paula et al. (2023). Para isso, foi
preparado a amostra do EFS de acordo com as dilui¢des apresentada na seccdo 3.1.4.1.
Posteriormente foi adicionado 1,0 mL da amostra em tubos de ensaio, 5,0 mL de agua
deionizada, 1,5 mL de HCI (IM), 1,5 mL de solucdo de ferricianeto de potassio
(Ks[Fe(CN)s] (1%), 0,5 mL do reagente SDS (1%) e 0,5 mL da solugao de cloreto férrico
hexahidratado (FeCl3-6H20) (0,2%). Incubou-se a mistura em banho-maria a 50°C por
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20 minutos. Apos a incubacdo, a solu¢dao foi resfriada a temperatura ambiente, e a
absorbancia foi medida a 750 nm utilizando um espectrofotometro (UV-3100PC VWR).
Os resultados foram expressos em mg equivalente de acido ascorbico, através da

realiza¢dao de uma curva de calibragdo utilizando como padrao o acido ascérbico.

Atividade antimicrobinana: Para avaliar a atividade antimicrobiana do ESF, foi
utilizada a técnica de microdiluicdo em placa de 96 pogos, desxrito por Paula (2012), com
ligeiras modificagcdes. Como material bioldgico utilizou-se Bacillus cereus (Gram-
positiva) e Escherichia coli (Gram-negativa). Para a preparacdo das suspensdes
bacterianas, as estirpes foram previamente cultivadas em 50 mL de meio liquido de
Mueller-Hinton (MH) e incubadas a 37°C com agitacdo por aproximadamente 4 horas,
até atingirem a fase logaritmica de crescimento, numa concentragao padrao de 0,5 na
escala de McFarland (1 x 107 UFC/mL). O extrato das folhas secas foi diluido diretamente
na placa de 96 pogos (diluicdes seriadas). Inicialmente, 100 uL. de meio Muller Hinton
(MH) foram adicionados a cada pogo. Nos primeiros pogos, foi adicionada a concentragdo
mais alta do extrato seco otimizado (4 mg/mL, dissolvido em DMSO 10%), que foi
diluida em série até alcancar a menor concentracdo. Em seguida, foram adicionados 50
nL da suspensdo bacteriana a cada pogo. Para controlo do ensaio, foram incluidos um
controlo positivo, contendo meio de cultura e indculo para garantir o crescimento
bacteriano, ¢ um controlo negativo, contendo apenas meio de cultura para verificar
possiveis contaminagdes. A microplaca foi incubada numa incubadora orbital (Orbital
Incubator SI500) a 37°C com agitagdo continua por 24 horas. Apds esse periodo, a
absorbancia foi medida a 540 nm em um leitor de microplacas Thermo Scientific
Multiskan GO. O parametro utilizado para avaliar o efeito do ESF foi a Concentracao
Minima Inibitoria (CMI), definida como a menor concentragao do extrato capaz de inibir

visivelmente o crescimento do microrganismo em estudo.

Atividade citotoxica: A atividade citotoxica foi avaliada por meio do ensaio
colorimétrico de sulforodamina B (SRB), utilizando a linhagem de células de
adenocarcinoma de célon humano (Caco-2), conforme descrito por Abreu et al. (2011).
O ensaio teve como objetivo determinar a toxicidade do ESF, uma vez que a incorporagdo
de produtos naturais em alimentos deve ter o estatuto GRAS (ingredientes geralmente
reconhecido como seguro para 0o Homem e para os animais), de acordo com a legislagao

da FDA (Food and Drugs Adminstration), ingredientes considerados GRAS nao exigem
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aprovacao prévia, desde que sua seguranca seja suportada por dados cientificos
disponiveis publicamente e amplamente reconhecida por especialistas qualificados.
Assim, a avaliag@o da toxicidade ¢ essencial para garantir que o ingrediente ndo cause
danos a humanos e animais, atendendo ao mesmo padrao de seguranga exigido para
aditivos alimentares.

A técnica baseia-se na cultura de células em fase de crescimento exponencial, as
quais sdo inoculadas em placas de 96 pocos e expostas a seis diluigdes seriadas de cada
composto testado, utilizaram-se 8 mg de extrato otimizado de folhas secas diluidos em 1
mL de agua destilada, nas concentracdes finais de 125,00, 31,25, 7,81, 1,95, 0,49 ¢ 0,12
uM. Apo6s 72 horas de exposicdo, as células foram fixadas pela adi¢cdo de 25 pL de acido
tricloroacético (TCA) frio a 50% (p/v), sendo posteriormente incubadas por 60 minutos a
4°C. Em seguida, as placas foram lavadas com agua desionizada e secas. Para a coloragao,
foi adicionada uma solugdo de vermelho sulforodamina B 0,1% p/v (SRB) em éacido
acético a 1%, 50 pL a cada poco, e incubou-se durante 30 minutos a temperatura ambiente.
O corante ndo ligado foi removido através de lavagens com acido acético a 1%, as placas
foram novamente secas ao ar. Posteriormente, o corante aderido foi solubilizado com 100
uL de uma solucao de base Tris a 100 mM. A densidade otica foi avaliada num leitor de
placas automatizado (Biotek EIx800) a um comprimento de onda de 540 nm.
Posteriormente, construiram-se curvas de dose-resposta relacionando o teor do composto

com linhagem celular testada.

3.2. Fermentacao das folhas de tramazeira

3.2.1. Otimizacao da fermentacio

A otimizacdo da fermentacdo das folhas de tramazeira foi efetuada com base
num desenho experimental utilizado o programa R para o tratamento de dados. A
fermentagao foi conduzida por Saccharomyces cerevisiae segundo o reportado por Dulf
et al. (2016). Foram realizados 15 ensaios distintos, variando os seguintes parametros:
teor em nitrato de amonio (NHaNOs), quantidade glicose, propor¢ao de amostra de folhas
de tramazeira secas e concentragdo inicial de inoculo de levedura (Tabela 5). Os ensaios
foram conduzidos em Erlenmeyers de 25 e 50 mL. Apds a pesagem, foram adicionados
os sais, 25 mL de NaCl a 0,003%, autoclavou-se a 121°C por 15 minutos. As amostras
das folhas secas (FTS) foram pesadas e pasteurizadas em banho-maria (Julabo SW23) a

85°C por 15 minutos. Apds resfriamento a temperatura ambiente dos Erlenmeyers
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contendo os diferentes meios de cultura, foi adicionada a amostra. Apos o arrefecimento
dos Erlenmeyers, foram adicionadas as concentragdes de indculo descritas na Tabela 5.
Os frascos foram entdo vedados com rolhas de borracha, nas quais estavam acoplados
dispositivos “airlock” tipo S, permitindo a liberacdo dos gases produzidos durante a
fermentagao e evitando a contaminagdo pelo meio externo. A incubagao foi realizada em
uma incubadora orbital (Incubated Shaker SIF6000R) a 25°C. As fermentacdes foram
monitorizadas diariamente durante 72 horas, avaliando as unidades formadoras de

colonias (UFCs).

Tabela 5. Desenho experimental da fermentacdo das folhas

Ensaio Inéculo NH4NO3(g) Glicose(g) Amostra(g)

1 10¢ 0,8 0,80 7
2 107 1,4 1,40

3 10° 1.4 0,20 5
4 107 0,2 0,20 5
5 107 1,4 0,20 2,5
6 10° 1,4 1,40 2,5
7 10° 0,2 0,20 2,5
8 10¢ 0,8 0,80 7
9 107 0,2 1,40 2,5
10 107 1.4 0,20 2,5
11 10° 0,2 0,20 2,5
12 107 0,2 1,40 5
13 10° 0,2 0,20 5
14 10° 1,4 1,40 5
15 10¢ 0,8 0,80 7

Com base nos valores obtidos nos diferentes ensaios foi determinda a taxa de
crescimento pc (Equacdo 7). Posteriormente, para obter o produto fermentado a
incorporar no pao, utilizaram-se as condigdes experimentais mais adequadas para
crescimento da levedura, e posteriormente esta foi efetuada em maior escala, de modo a

obter os extratos que seriam incorporados a pao.
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Equacao 7. Calculo da taxa de crescimento

In(UFCf) — In (UFCi)
C = :
tf —ti

u = taxa especifica de crescimento (h™');
UFCi = contagens de colonias no tempo inicial
UFCf = contagem no final da fase exponencial

tf - ti = intervalo de tempo correspondente

3.2.2. Analises ao produto fermentado
3.2.2.1 Analises microbioldgicas

Para a avaliagcdo microbioldgica do produto fermentado (PF), a contagem total
de bolores e leveduras, contagem total de aerdbios mesoéfilos, esporos de clostridios

sulfito-redutores foi realizada conforme descrito na Secc¢ao 3.1.2.

Pesquisa e contagem de coliformes totais e Escherichia coli: Esta analise foi realizada
em meio seletivo, cromogenico CHROMagar™ para detecgdo e contagem de Coliformes
e E. coli, segundo a norma ISO 9308-1 (2014). O meio foi hidratado e esterilizado
conforme indicagdo do fabricante. Foram realizadas dilui¢des seriadas decimais do PF,
como descrito na sec¢do 3.1.2. Inoculou-se 0,1 mL de cada dilui¢do das amostras nas
placas de Petri contendo meio e incubou-se a 30°C durante 24 horas. A contagem foi
realizada com base na coloracao das coldnias, uma vez que o meio contém um substrato
cromogénico para a enzima [-galactosidase, normalmente produzida por coliformes. A
hidrélise desse substrato origina um produto de cor rosada ou avermelhada, permitindo a
detecdo visual dos coliformes. Além disso, o meio inclui um segundo substrato
cromogénico especifico para a enzima f-glucuronidase, presente na maioria das estirpes
de Escherichia coli. A hidrolise desse substrato resulta em um produto de coloragdo azul

ou violeta, diferenciando E. coli dos coliformes totais.

3.2.2.2. Analises de gorduras

A analise de gordura do PF, a identificagdo do perfil de acidos gordos, por
cromatografia gasosa e o calculo dos indices de IA e IT, seguiram as metodologias

descritas na sec¢ao 3.1.3.
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3.2.2.3. Analises das propriedades bioativas do produto fermentado

Para as analises quimicas do produto fermentado, a amostra foi inicialmente
congelada e posteriormente submetida a liofilizagdo. ApoOs este processo, o PF foi
submetido a extracao de compostos fendlicos de acordo com o descrito na sec¢ao 3.1.4.1.
A partir do extrato seco, definido como extrato de folhas de tramazeira fermentadas
(EFTF), 1 g foi reidratado com 10 mL da soluc¢do hidroetandlica otimizada, sendo esta
solucao utilizada para as analises quimicas, incluindo determinacdo dos compostos
fendlicos totais, flavonoides totais, atividade antioxidante pelos métodos DPPH, FRAP e
ferricianeto modificado, conforme as metodologias apresentadas na sec¢do 3.1.4.2. com
ligeiras modificac¢des. Para o tempo inicial (TO0), foi utilizada uma aliquota de 1 mL da
solucdo reidratada, diluida em 10 mL da solu¢ao hidroetanolica otimizada. Para o tempo

final (T72), as amostras foram diluidas em 25 mL da mesma solugao otimizada.

Atividade citotéxica: A atividade citotoxica no produto fermentado foi avaliada

seguindo o procedimento descrito na secgao 3.1.4.2.

3.3. Pao

3.3.1. Producao das amostras

A farinha utilizada para a confecdo do pao foi da variedade Portuguesa trigo
barbela T150 organico, foi adquirida a empresa Farinhas Paulino Horta, LDA, localizada
em Alenquer. As demais matérias-prima foram obtidas em comércio local.

Produziram-se nove amostras de pao, cada uma de aproximadamente 140 g. A
formulacao utilizada para cada amostra incluiu 100 g de farinha de trigo da variedade
Barbela, 1,0 g de fermento biologico seco, 0,7 g de sal e 70 mL de 4gua. As amostras de
pdo foram diferenciadas sendo 3 amostras controlo (PC), sem adi¢do de extrato
fermentado, 3 amostras com incorporagao de 0,5% de EFTF (P0,5) e 3 amostras com 2,0%
de EFTF (P2,0), conforme apresentado na Figura 13. Apos a preparacao, os paes foram
armazenados em sacos de papel, simulando condi¢des de armazenamento tipicas do

mercado.
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Figura 11. Amostras de PC, P0,5% de EFTF ¢ P2,0% de EFTF

3.3.2. Analises microbioldgicas

Para avaliar a qualidade microbioldgica do pao, foram pesados 5 g de cada
amostra em cada tempo avaliado (TO, T48 e T96), transferidos para um saco plastico
estéril e homogeneizados com 45 mL de 4gua peptonada, para obter a dilui¢do 101, A
suspensao obtida foi utilizada para a realiza¢dao das analises microbioldgicas.

As andlises foram conduzidas, a excecdo da pesquisa e contagem de Bacillus
cereus, pesquisa de Salmonella e contagem de Staphylococcus aureus coagulase positiva,

conforme descrito na sec¢ao 3.1.2. Todas as andlises foram realizadas em triplicado.

Pesquisa e contagem de Bacillus cereus: A quantificacdo de Bacillus cereus foi
realizada pela técnica de contagem em placa, de acordo com a norma ISO 7932 (2004).
As amostras foram submetidas a diluigdes decimais, conforme indicado na sec¢ao 3.1.2.
Posteriormente 0,1 mL de cada diluicdo foi transferido para a superficie de placas de Petri
contendo meio de cultura (MYP), meio seletivo para B. cereus. As placas foram
incubadas a 30°C por 24 a 48 horas, e os resultados foram expressos em unidades

formadoras de coldnias por grama de amostra de pao (UFC/g).

Pesquisa e contagem de Staphylococcus aureus: A metodologia NP 4400-1 (2002) foi
utilizada para a quantificacao de Staphylococcus aureus, recorrendo ao meio de cultura
Baird-Parker (BP) enriquecido com gema de ovo. As amostras foram submetidas a
dilui¢des decimais, conforme indicado na sec¢do 3.1.2., ¢ 0,1 mL de cada dilui¢ao foi
inoculado em placas de Petri contendo o meio de cultura. As placas foram incubadas a
37°C por um periodo de 24 a 48 horas. As colénias de S. aureus apresentam caracteristicas
especificas, formando coloragdo preta com um halo claro ao redor, o que facilita sua

identificacdao. Apds a incubagdo, as colonias foram contadas para determinar a quantidade
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de unidades formadoras de coldnias (UFC), permitindo uma quantificagdo precisa e
confidvel para o controlo microbioldgico dos alimentos. Para a identificagdo de
estafilococos coagulase positiva, uma pequena amostra de cada coldnia foi retirada e
inoculada em tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI), incubados a 37°C por 24
horas. Apds esse periodo, 0,1 mL de cada cultura foi transferido para um novo tubo estéril,
ao qual foram adicionados 0,3 mL de plasma de coelho. Os tubos foram incubados
novamente a 37°C por mais 4 a 6 horas. No final foi avaliada a coagulagdo do plasma,
considerando-se coagulase positiva (S aureus) quando o coagulo formado ocupava mais

de trés quartos do volume inicial do liquido.

Pesquisa de Salmonella: Para detetar Salmonella spp utilizou-se o método 1-2TEST,
homologado pela AOAC 989.13 (2000) e desenvolvido pelas empresas BioControl e
Ambifood (Figura 14). Para esta andlise, foi realizado um pré-enriquecimento da amostra
em agua peptonada a 37°C durante 24 horas. Posteriormente, foram realizadas as diluigdes
seriadas conforme descrita na seccdo 3.1.2. Seguidamente, preparou-se o kit 1-2TEST. O
teste foi considerado positivo quando se verificou a formagdo de uma banda de
imunoprecipitacao, resultante da reacdo entre anticorpos especificos € os antigénios de

Salmonella spp.

3.3.3. Analises fisico-quimicas

Foram determinados os teores de humidade, cinzas, pH, proteinas, gordura,
hidratos de carbono e valor energético. As analises foram realizadas nos tempos Oh (TO)

e 96h (T96), em duplicado.

Analise de humidade: A determinacdo do teor de humidade foi realizada conforme

descrito na sec¢ao 3.1.1, com algumas adaptacdes. A principal alteracdo consistiu na
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utilizag¢ao de 2 g de amostra, colocados em cadinhos para a secagem. O teor de humidade

foi calculado em percentagem, de acordo com a Equacao 1 (sec¢do 3.1.1).

Analise do teor de cinzas: A analise de cinzas ¢ um método utilizado para quantificar a
quantidade total de minerais e outros compostos inorganicos presentes numa amostra. O
principio baseia-se na queima completa da matéria organica, deixando apenas o residuo
inorganico, correspondente as cinzas. A determinagdo do teor de cinzas foi realizada de
acordo com o método oficial da AOAC n°® 923.03 (1923).

Para esta analise, os cadinhos vazios foram calcinados numa estufa a 105°C
durante 1 hora, resfriados em excicador até atingirem a temperatura ambiente e,
posteriormente, pesados para determinacdo da sua massa e identificacdo. Em seguida,
aproximadamente 2 g de cada amostra de pao (massa inicial) foram pesadas e transferidas
para os respetivos cadinhos, sendo posteriormente incineradas em mufla a 550°C por 12
horas, tempo necessario para que a amostra fique de cor cinza-clara a branca, indicando
que toda a matéria organica foi eliminada.

Apo6s esse periodo, os cadinhos foram retirados da mufla e colocados num
dessecador para arrefecimento e pesados. O teor de cinzas foi calculado através da

seguinte Equagao 8.

Equacao 8. Teor de cinzas (%)

mf—-mc

Cinzas (%) = * 100

mi—-mc

mf= massa do cadinho com a amostra apos secagem
mc = massa do cadinho vazio

mi = massa inicial do cadinho com a amostra

Determinacio do pH: A determinagdo de pH das amostras foi realizada de acordo com
o método oficial da AOAC n°® 943.02 (1943). Para esta andlise, foram pesadas 3 g de cada
amostra de pao e adicionados 30 mL de agua desionizada. A mistura foi submetida a
agitacdo continua em placa agitadora durante 30 minutos a temperatura ambiente. Apos
esse periodo, a solugdo foi deixada em repouso por 10 minutos e, em seguida, filtrada. A
medicao do pH foi realizada utilizando um elétrodo acoplado a um potenciometro,

previamente calibrado com solugdes tampao de pH 4,00 e 7,00.
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Determinacio do teor de proteinas: Para determinar o teor de proteina total nas
amostras de pao, foi seguido o método aprovado pela AOAC n° 950.36 (1950).
Inicialmente, 2 g de cada amostra de pao foram transferidas para tubos de digestdo
Kjeldahl. Adicionou-se 12 mL de acido sulfurico concentrado e duas pastilhas de
catalisador (99,9% K2SO4 e 0,1% Se) por tubo. Os tubos foram entdo colocados num
bloco digestor a 420°C por 60 minutos. Apos o arrefecimento das amostras até
aproximadamente 50°C, procedeu-se a destilacdo numa unidade destiladora
semiautomatica. Seguidamente realizou-se a titulacdo com uma solucao de HCI 0,2 N,
anotando-se o volume consumido para o calculo do teor de azoto, que foi posteriormente

convertido em proteina (Equagdo 9).

Equacao 9. Teor de azoto (%)

V * [HCI]x0,014
Azoto (%) = = x100

v = volume (mL) gasto na titulagdo
[HCI] = concentra¢do de HCI utilizado (0,2m)
0,014 = fator de conversdo de azoto

m = massa da amostra

Analises de gorduras: A analise de gordura das amostras de pao, a identificagao do perfil
de acidos gordos, e o calculo de IA e de IT, seguiram as metodologias descritas na sec¢ao

3.1.3. As andlises foram realizadas em duplicado.
Determinacdo de hidratos de carbono e valor energético: O teor de hidratos de
carbono, foi calculado pela diferenga dos componentes humidade, cinzas, gordura e

proteina, utilizando a Equacao 10.

Equacao 10. Hidratos de carbono (%)

Hidratos de carbono (%) = 100 — humidade + cinzas + proteina + gordura

O valor energético foi calculado de acordo com o descrito pelo Regulamento
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(UE) n° 1169/2011 do Parlamento Europeu e do Conselho (2011), sendo determinado
com base nos teores de macronutrientes (proteinas, lipidios e carboidratos) presentes nas
amostras de pao, utilizando os valores de conversdo padrio para cada um desses
componentes. A energia foi calculada pela soma das energias fornecidas por cada
macronutriente, utilizando os seguintes fatores de conversdo: 4 kcal/g para proteinas, 4

kcal/g para carboidratos e 9 kcal/g para lipidos, conforme a Equacdo 11.

Equacio 11. Valor energético (Kcal)

Valor energético (Kcal) = 4 X (proteina + hidratos de carbono) +

9 X (gordura)

3.3.4. Analises quimicas ao extrato do pao

Para efetuar estas analises, as amostras foram trituradas, depois, pesou-se 1 g da
amostra para um gobel¢, e adicionou-se 25 mL da solugdo hidroetandlica otimizada
anteriormente. A mistura foi colocada em placa de agitagdo, a temperatura ambiente,
durante aproximadamente 24 horas. Apo6s este periodo, a solu¢do foi filtrada e
concentrada em evaporador rotativo.

A partir do extrato foram determinados o teor de compostos fendlicos totais,
flavondides totais, atividade antioxidante pelos métodos DPPH, FRAP e ferricianeto
modificado, seguindo as metodologias descritas nas sec¢des 3.1.4.2., com ligeiras

modificagdes.

3.3.5. Analise colorimétrica

A andlise de cor das amostras de pao foi realizada com um colorimetro Konica
Minolta, modelo CR-400. O procedimento foi realizado em triplicado para todas as
amostras, utilizando uma fatia de pao por medigdo, sendo avaliado a crosta € o miolo,
colocando-as sobre fundo branco para garantir uniformidade. Os resultados obtidos foram
expressos nos sistemas CIELAB. Foram avaliadas as coordenadas L*, a*, b*, C* e h(C)
(CIELAB). A coordenada L* (ou L) representa a luminosidade, a* indica o contetdo de
vermelho (+) a verde (-), e b* refere-se ao conteudo de amarelo (+) a azul (-), o C* que
indica a intensidade ou pureza da cor e o parametro h que indica a tonalidade ou a cor

propriamente dita e fornece uma visao tridimensional da cor. O aparelho foi previamente
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calibrado com um padrao branco de referéncia.

3.3.6. Analise de textura

Utilizou-se um texturometro TA.XT Plus — Stable Micro Systems (Vienna Court,
Godalming, Reino Unido), equipado com uma célula de carga de 30 kgf. O perfil de
textura (TPA), que simula a mastigacdio humana por meio de duas compressdes
consecutivas da amostra, foi realizado com a sonda cilindrica de aluminio P/36R. A
velocidade de aproximacao e afastamento da sonda foi ajustada para 3 mm/s, e a posi¢ao-
alvo definida para 30% de compressdo, com inicio a partir de uma for¢a de 10 g. Os
resultados foram integrados e processados por meio de uma macro desenvolvida para
quantificar os principais parametros de textura, incluindo dureza, fraturabilidade,
adesividade, flexibilidade, coesividade, viscosidade e resiliéncia. Todas as analises foram

realizadas em triplicado.

3.3.7. Analise sensorial

Com o objetivo de avaliar a aceitacdo e a preferéncia das trés amostras de pao:
uma amostra controlo (sem adi¢do do extrato fermentado), outra com 0,5% e 2% de
extratos fermentados realizou-se a analise sensorial por consumidores ndo treinados. As
amostras foram apresentadas aos participantes de forma aleatdria, sendo codificadas para
evitar viés de reconhecimento. Os participantes preencheram um questionario que incluia
perguntas sobre dados demograficos (nacionalidade, idade, género e nivel de escolaridade)
e habitos de consumo de pao (frequéncia e tipo de pao consumido). Em seguida, avaliaram
as amostras quanto a intensidade percebida de atributos sensoriais (aparéncia, aroma,
textura e sabor) utilizando uma escala hedonica de cinco pontos. Por fim, os avaliadores
indicaram a sua amostra favorita e a sua inten¢do de compra. O estudo foi conduzido
garantindo a privacidade dos participantes, que foram informados sobre o inquérito

apresentado (ver inquérito em anexo).
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Capitulo 4

Resultados e discussoes
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4.1. Folhas de tramazeira

4.1.1. Secagem das folhas

Durante o processo de secagem das folhas da tramazeira na estufa a 40°C, realizou-
se o controlo do peso de uma amostra de folhas (7,0 g) ao longo do tempo (horas) (Figura.

15).

Peso (g)
(¢)]

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (horas)

Figura 13. Perda de peso das folhas em fung¢do do tempo durante a secagem de folhas da tramazeira

Observou-se que, nas primeiras 9 horas, houve uma diminui¢ao acentuada no peso,
indicando uma rapida perda de agua. Apods este tempo, a redugdo de peso estabilizou-se,
mantendo-se quase constante nas horas subsequentes, sugerindo que a maior parte da agua foi
eliminada nas 30 horas iniciais. Este comportamento foi observado por Kaveh et al. (2024),
num estudo efetuado com folhas de hortela, demonstraram que a perda dgua no inicio do
processo de secagem foi elevada. O teor humidade final das folhas foi de 55,25% e rendimento

de secagem de 44,75%.

4.1.2. Analises microbiologicas

Os resultados das andlises microbioldgicas realizados na amostra de folhas de

tramazeira secas estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados obtidos nas microbioldgicas das amostras de folhas secas (FTS)
Bolores e Mesofilos Coliformes

Amostra leveduras totais totais (o %F?él/lmL) ?ll;;?s(tjr/llilz;
(log UFC/mL) (log UFC/mL)  (log UFC/mL) g
FTS 3,02+0,05 3,42+0,05 4,61+0,01 <10 <10

FTS — Folhas de tramazeira secas; UFC — Unidade formadora de coldnias

A amostra de folhas de tramazeira secas (FTS) apresentaram contagem de bolores e
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leveduras de 3,02 £ 0,05 log UFC/mL e de mesofilos totais de 3,42 + 0,05 log UFC/mL,
valores compativeis com a microbiota tipica de materiais vegetais expostos ao meio ambiente.
Segundo reportado por Milani (2017), € comum os tecidos vegetais serem colonizados por
bactérias epifitas e endofiticas, as quais podem desempenhar fungdes benéficas como
promocdo de crescimento vegetal ou controle bioldgico de patogenos. A contagem de
coliformes totais observada (4,61 = 0,01 log UFC/mL), sugere possivel contaminagdo por
fontes ambientais como solo, agua ou contato com animais. Resultados semelhantes foram
observados por por Carrijo et al. (2024), que observaram a presenga de coliformes totais e
termotolerantes em 50% das amostras de plantas medicinais analisadas, salientando a
importancia do controle microbioldgico na garantia da qualidade sanitaria desses produtos.
Apesar da presenca de coliformes totais, E. coli ndo estava presente na amostra analisada, a
auséncia de esporos de clostridios, indica que ndo houve condi¢des favoraveis ao

desenvolvimento de microrganismos anaerdbios esporulados.

4.1.3. Gordura total e perfil de acidos gordos

Teor total de gordura: O teor total de gordura presente na amostra de folhas da tramazeira
secas (FTS) foi de 0,37+0,06%, um resultado inferior ao reportado para as folhas de Piper
betle L. nas variedades Banarasi (0,80 £+ 0,04%) e Meetha (0,78 + 0,02%), conforme descrito
por Sarma et al. (2018). Esta diferenca pode ser atribuida a fatores como a diversidade entre

espécies.

Perfil de acidos gordos: O perfil de acidos gordos das FTS foi determinado por cromatografia
gasosa, utilizando o perfil cromatografico padrao - FAME Supelco (Figura 16). Foram
identificados os seguintes acidos gordos: dcido decanoico (C10:0), &cido undecanoico (C11:0),
acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), 4cido estedrico (C18:0), acido oleico
(C18:1n9c), acido linoleico (C18:2n6¢) e acido a-linolénico (C18:3n3). Este perfil representa
tanto os compostos saturados quanto os insaturados (monoinsaturados e polinsaturados)

presentes na fragdo lipidica
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Figura 14. Perfil cromatografico padrao (FAME Supelco) de 4cidos gordos por cromatografia gasosa

C6:0 (Acido hexanoico), C8:0 (Acido octanoico), C10:0 (Acido decanoico), C11:0 (Acido undecanoico), C12:0 (Acido dodecanoico), C13:0 (Acido
tridecanoico), C14:0 (Acido miristico), C14:1 (Acido miristico insaturado), C15:0 (Acido pentadecanoico), C15:1 (Acido pentadecanoico insaturado), C16:0
(Acido palmitico), C16:1 (Acido palmitoleico), C17:0 (Acido heptadecanoico), C17:1 (Acido heptadecanoico insaturado), C18:0 (Acido estearico), C18:1n9t
(Acido elaidico), C18:1n9¢ (Acido oleico), C18:2n6t (Acido trans-linoleico), C18:2n6¢ (Acido linoleico), C18:3n6 (Acido gamalinolénico), C18:3n3 (Acido
alfa-linolénico), C20:0 (Acido araquidico), C20:1 (Acido eicosenoico), C20:2 (Acido eicosadienoico), C21:0 (Acido heneicosanoico), C20:3n6 (Acido dihomo-
gamma-linolénico), C20:4n6 (Acido araquidonico), C20:3n3 (Acido eicosatrienoico), C22:0 (Acido behénico), C20:5n3 (Acido eicosapentaenoico), C22:1

(Acido erucico), C22:2 (Acido docosadienoico), C23:0 (Acido tricosanoico), C24:0 (Acido lignocerico), C22:6n3 (Acido docosahexaenoico)
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O 4cido palmitico foi o componente predominante. Resultados semelhantes foram
apresentados por Kumar et al. (2021) em folhas de manga, destacando a presenca de acidos
miristico (C14:0), palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1n9c), linoleico
(C18:2n6c¢) e a-linolénico (C18:3n3), sugerindo que a composi¢do lipidica, que caracteriza
por uma combinacdo de acidos saturados e insaturados, que pode contribuir para potenciais

aplicacdes nas industrias alimentar e nutrac€utica.

Indice de aterogénicidade e indice de trombogencidade: O valor calculado de IA foi de
1,86 indicando uma presenca consideravel de acidos gordos saturados em relagdo aos
insaturados. O valor calculado de IT foi de 0,7, o que sugere um potencial moderado para a
formacao de trombos (Menotti et al., 2024). A razao PUFA/SFA de 0,49 demonstra que os
acidos gordos polinsaturados estdo em menor propor¢do do que os saturados, sendo que a
baixa razao n-6/n-3 de 0,2, indica um perfil lipidico rico em acidos gordos dmega-3, o que
esta associado a potenciais efeitos positivos anti-inflamatorios e cardiovasculares (Soares et
al., 2023). No estudo de Usman et al. (2024), sobre as caracteristicas fisico-quimicas ¢ a
composi¢do de acidos gordos de vegetais folhosos da Nigéria, foram analisadas cinco
amostras, das quais a amostra Solanum macrocarpon apresentou valores proximos aos obtidos
para as FTS, observando uma razao PUFA/SFA de 0,50 e uma razao n-6/n-3 de 1,22, valores

idénticos aos encontrados no nosso estudo, isto ¢ uma semelhanga no perfil lipidico.

4.2. Otimizacao da extracio de compostos fendlicos nas folhas secas

4.2.1. Resultados da metodologia de resposta por superficie

No estudo de otimizagdo da extracdo de compostos fenolicos utilizando a
metodologia de resposta por superficie (RSM) avaliou-se como respostas, a extracao de
compostos fendlicos totais, o teor de flavonoides totais e a atividade antioxidante usando o
desenho experimental descrito na sec¢do 3.1.4.1. A Figura 17 apresenta a representagdo 3D
de cada uma destas respostas em funcao dos fatores em estudo (pH e % de etanol na solucao
extratora; variaveis independentes). O modelo RSM revelou que as varidveis independentes,
representadas pelo teor de etanol (%) (X1), na faixa de 24,0 a 95,4, e pelo pH (Xz), variando

de 0,87 a 5,14, influenciaram os resultados.
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Figura 15. Representacdo 3D dos resultados dos compostos fendlicos totais (TPC), compostos
flavonoides totais (TFC) e atividade antioxidante (DPPH) para o desenho experimental RSM

x1 = concentragdo de etanol (%) e x2 = pH. Na legenda lateral: termos do modelo RSM com indicagio
da sua significancia: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001

Os niveis de significancia das varidveis independentes do modelo apresentadas nas
legendas de cada grafico da Figura 17, inferiores a 0,05, sugerem que as relacoes identificadas
sdo estatisticamente robustas e fiaveis. A solu¢ao hidroetanolica extratora 6tima foi definida
como a mistura de 60% de etanol e 40% de dgua desionizada, que correspondeu ao valor do
ponto central do desenho experimental definido. Nestas condi¢des, a solugdo extratora
hidroetanodlica 6tima indica um elevado teor de TPC e de atividade antioxidante, bem como,
um valor médio de fenois totais. Os resultados obtidos confirmam a hipotese inicial de que,
quer a percentagem de etanol quer o pH influenciaram significativamente a extra¢do de
compostos fenolicos totais e flavonoides, no entanto a atividade antioxidante apenas esteve
dependente da % de etanol. A RSM permitiu visualizar a interacdo entre estas variaveis e

identificar as condi¢des 6timas para a obtencao dos melhores resultados.

Cromatografia de camada fina: Na Figura 18 podemos observar os resultados do TLC do
extrato de folhas de tramazeira obtidos em cada ensaio do desenho experimental referido
anteriormente (14 ensaios; sec¢do 3.1.4.1.). A Figura permitiu a visualizacao dos grupos de
compostos extraidos em diferentes condi¢des de pH e % de etanol, verificando-se que os
extratos apresentam variabilidade quer na intensidade das manchas quer no numero de
manchas presentes. A presenga de multiplas bandas com diferentes intensidades e posigdes
indica a separacao de compostos fendlicos e outras substancias bioativas presentes no extrato.
De referir, que a intensidade de uma mancha estd relacionada com a concentracdo de
compostos com propriedades semelhantes. No entanto, ndo se tem qualquer indica¢do de quais
0os compostos com maior impacto na analise de compostos fenolicos totais flavonoides e
atividade antioxidante. De referir que, no ponto 6timo (ensaios 1, 2, 4, 8, 13 e 14), os

compostos extraidos podem ser aqueles que influenciam mais as trés respostas analisadas.
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Figura 16. Analise de TLC de gel de silica dos extratos obtidos em cada ensaio do desenho

experimental (14 extratos hidroetanolicos). Na analise usou-se o eluente Tolueno — Acetato de etila —
Acido formico (60:30:5), visualizado a 365 nm

4.2.2. Extrato das folhas secas nas condicoes 6timas

Caraterizacdo quimica: Os pardmetros avaliados nas andlises quimicas do extrato
hidroetanolico 6timo do extrato de folhas (ESF) incluem o teor de compostos fendlicos totais
teor de flavonoides, capacidade antioxidante, avaliada pelo método DPPH, bem do poder
redutor, utilizando dois métodos diferentes: FRAP e ferricianeto modificado (Mfec). Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Teor de fenodis totais, flavonodides, atividade antioxidante DPPH, poder redutor FRAP ¢
Mfec, no extrato de FTS

Fenois Flavonoides DPPH FRAP Mfec
Amostra mg EAG/ g mg EQ/ g ETrolox/ g mg EAA/ g mg EAA/ g
FTS FTS FTS FTS FTS
ESF 244,16+1,17 67,246%1,01 84,32+0,77 3,00+0,12 0,47+0,04

DPPH - 2,2-Difenil-1-picril-hidrazila, FRAP - Poder Antioxidante de Reduc¢do do Ferro; Mfec -
ferricianeto modificado; EAG — equivalente acido galico; EQ — equivalente a Quercetina; ETrolox —
equivalente a Trolox; EAA — equivalente acido ascorbico; ESF - Extrato seco de folhas

A amostra de ESF revelou uma quantidade consideravel de compostos fenolicos e
flavonoides. As analises realizadas demonstraram que o extrato possui capacidade
antioxidante, sendo eficaz tanto na eliminag¢do de radicais livres, observada pelo método
DPPH, quanto no seu poder redutor, indicado pelo ensaio FRAP e pelo método Mfec,
demonstrando o potencial do extrato como uma fonte natural de antioxidantes, mostrando-se
promissor para aplicagdes como aditivo alimentar funcional. Sarv et al. (2020) reportaram

valores de DPPH entre 24,10 e 27,47g/g para extratos metandlicos de folhas de tramazeira.
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Observou-se que o EFT apresentou atividade antioxidante consideravelmente superior. Essa
diferenca pode ser atribuida a fatores como a localizacdo geografica, época da colheita,

técnicas de extracao e padrdo de referéncia utilizado.

Atividade antimicrobiana: A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada conforme
descrito na sec¢do 3.1.4.2, em que foi avaliado o efeito do extrato seco das folhas de tramazeira
contra as bactérias Escherichia coli (bactéria Gram negativa) e Bacillus cereus (bactéria Gram
positiva). Na Figura 19 observa-se a microplaca utilizada nos ensaios, na qual a primeira linha
corresponde ao ensaio com E. coli e a segunda, com B. cereus. Constata-se que o primeiro
poco da linha referente ao B. cereus nao apresentou turbidez visivel, comportamento
compativel com o controlo negativo, uma vez que a presenca de turbidez indica crescimento
microbiano. Esta observagdo estd de acordo com os controlos utilizados (CN - controlo
negativo e CP - controlo positivo) e foi confirmada pela leitura da densidade 6tica num leitor

de microplacas, que permitiu quantificar o efeito inibitorio do extrato.
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Figura 17. Microplaca do ensaio de atividade antimicrobiana do EFT contra E. coli (linha superior)
e B. cereus (linha inferior). CN - Controle Negativo; CP — Controle Positivo

Os resultados obtidos a partir da leitura da densidade oOtica revelaram
comportamentos distintos entre os microrganismos testados (Figura 20). Verificou-se que E.
coli apresentou um aumento da densidade 6tica nesse periodo, indicando que o extrato ndo foi
capaz de inibir o seu crescimento nas concentragdes testadas. Em contraste, o crescimento de
Bacillus cereus foi inibido, o que estd em concordancia como reportado por Motlhatlego et al.
(2018), que relataram acao inibitdria de extratos de folhas de Newtonia spp. contra B.cereus,
evidenciando o potencial de extratos vegetais no controlo de microrganismos patogénicos

Gram-positivos.

A inibi¢do do crescimento de B. cereus pode ser explicada pelas diferencas estruturais

das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, especialmente ao nivel da membrana celular.
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Figura 18. Grafico de crescimento de Escherichia Coli e Bacillus cereus para avaliar a atividade
antimicrobiana. T0O — tempo Oh; T24 — tempo 24h

Por ser Gram-positiva, B. cereus apresenta uma Unica membrana citoplasmatica,
envolvida por uma parede constituida por uma camada espessa de peptidoglicano, que confere
rigidez a célula, com &cidos lipoteicoicos aderidos a essa camada. E. coli, por sua vez, ¢ Gram-
negativa e possui duas membranas lipidicas (citoplasmadtica e externa), com uma camada fina
de peptidoglicanos entre elas, além de lipopolissacarideos (LPS) na membrana externa. Essa
estrutura complexa atua como uma barreira seletiva, o que dificulta a rutura da membrana

(Tavares et al., 2020).

4.3. Fermentaciao das folhas de tramazeira

4.3.1. Otimizacao das condicoes de fermentacao

A otimizag¢do das condi¢des de fermentacdo € importante para garantir a eficiéncia e
a reprodutibilidade do processo. A Figura 21 sumaria a cinética de crescimento da levedura
(resposta) nos 15 ensaios defenidos pelo desenho experimental, sendo as varidveis
independentes: quantidade de indculo, concentragcao de NH4NOs, teor de glicose e quantidade
amostra.

Observa-se uma variabilidade considerdvel entre os ensaios, no que diz respeito ao
efeito das diferentes combinacdes de parametros testados no crescimento da levedura.

Na tabela 8 apresentam-se os valores da taxa especifica de crescimento microbiano

(uc) em trés intervalos consecutivos de 24 horas, bem como respetivos tempos de duplicacao
celular (TD).
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Figura 19. Fermentagdo conduzida por Saccharomyces cerevisiae utilizando diferentes concentragdes
de in6culo e nutrientes, para os tempos 0, 24, 48 ¢ 72 horas

Os resultados obtidos refletem a variacao no desempenho da levedura em resposta as
diferentes condi¢des experimentais utilizadas.

Os ensaios 1, 8 e 15, efetuados nas mesmas condi¢des experimentais (ponto central),
apresentaram a mesma taxa de crescimento, o que demonstra a estabilidade e reprodutibilidade
dos ensaios, refor¢ando a confianga nos dados obtidos e na adequagao do modelo estatistico.

Observou-se que os ensaios com alta concentracao de indculo (107 UFC/mL) (ensaios
9 e 4), apresentaram taxas de crescimento mais baixas e alcancaram a fase estacionaria logo
nas primeiras 24h ap6s inoculacdo, sugerindo uma possivel limitagdo de nutrientes devido a
alta densidade celular inicial. Nestas condi¢des, o crescimento pc foi influenciado pelo teor
de amostra, sendo o fator limitante o nitrato de amonio.

Os ensaios com concentragdes elevadas de glicose (1,4 g), como os ensaios 6 ¢ 14,
apresentaram crescimento exponencial por um periodo mais prolongado, embora sem
apresentar, necessariamente, uma taxa especifica elevada. Nos ensaios 3, 7, 11 e 13 com
in6culo mais baixo (10° UFC/mL), baixa concentracao de glicose e quantidade moderada de
amostra, observou-se que a taxa especifica de crescimento (pc) foi geralmente elevada (entre
0,13 ¢ 0,15 h™'), mesmo sob condi¢des com baixa disponibilidade de nutrientes. O que sugere
que, a combinagdo destes parametros pode ter minimizado efeitos inibitorios dos produtos
resultantes dos metabolitos secundarios da levedura aumentando a biodisponibilidade de

nutrientes.
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Tabela 8. Taxa especifica de crescimento da Saccharomyces cerevisiae

Ensaio Lag (h) pc(h™) dull;‘lailzlz?c(;(c)l‘Zh)
1 0 0,13 5,30
2 0 0,16 4,39
3 0 0,15 451
4 0 0,08 8,88
5 0 0,12 5,55
6 0 0,18 3,77
7 0 0,15 4,61
8 0 0,10 6,63
9 0 0,04 3,00
10 0 0,10 8,67
11 0 0,13 2,99
12 0 0,08 6,97
13 0 0,15 4,47
14 0 0,09 7,41
15 0 0,13 5,28

Para avaliar a influéncia combinada das varidveis independentes sobre a taxa
especifica de crescimento da levedura, foi aplicada a Metodologia de Superficie de Resposta
(RSM), utilizando um modelo quadratico com termos lineares (fatores individuais),
quadraticos (quantidade de fatores) e interativos (fatores combinados). O modelo apresentou
um R? = 0,968, explicando 96,8% da variabilidade observada na resposta. Os fatores mais
significativos foram o inoculo (p = 0,003), a amostra (p = 0,020) e suas interagdes com o
NH4NOs, bem como entre si. Além disso, os termos quadraticos correspondentes ao indculo,
a glicose e a amostra revelaram-se estatisticamente significativos indicando um
comportamento ndo linear, em que valores muito elevados dessas varidaveis podem
comprometer o desempenho da levedura. Nesse contexto, o ensaio 3 destacou-se por
apresentar uma das taxas especificas de crescimento mais elevadas, correspondendo a um
tempo de duplicacao de 4,51 horas, evidenciando a eficiéncia da levedura sob as condigdes
testadas. Estes resultados estdo de acordo com as observagdes de Walker e Stewart (2016),
que salientam a importancia da disponibilidade de nutrientes, como o NH4NOs, para o
crescimento de Saccharomyces cerevisiae. A analise da RSM corrobora esta influéncia
positiva, ao passo que niveis excessivos de inoculo e glicose indicaram possiveis efeitos

inibitorios em concentragoes elevadas.

4.3.2. Analises ao produto fermentado nas condi¢des 6timas

No seguimento do trabalho efetuou-se a fermentacdo de FTS nas condi¢des 6timas
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selecionadas. Para o produto fermentado (PF) foram realizadas andlises microbiologicas,
determinagdo do teor de gorduras, perfil de acidos gordos, indice e aterogenicidade e indice
de trombogenicidade.

O PF sofreu o processo de extracdo hidroetandlico otimizado definido na sec¢do
3.1.4.1. O extrato seco obtido, definido como EFTF, foi submetido a analises quimicas para

avaliar a bioatividade e atividade citotoxica.
Analises microbiologicas: Na Tabela 9 apresentam-se os valores médios obtidos na
fermentacdo otimizada para os tempos TO e T72 horas. Estes resultados foram comparados

com os obtidos para as folhas FTS apresentados na sec¢do 4.1.2.

Tabela 9. Analise microbiologica das amostras de FTS e PF em diferentes tempos

Amostra 112 3::::;; Mesoéfilos totais Coliformes totais E. coli Clostridios
(log UFC/mL) (log UFC/mL)  (log UFC/mL) (log UFC/mL) (log UFC/mL)
FTS 3,0240,05° 3,42+0,05% 4,61+0,01 <10 <10
PF TO 3,77+0,01? 3,55+0,08* <10 <10 <10
PF T72 2,92+0,04° 2,58+0,007° <10 <10 <10

FTS — Folhas de tramazeira secas; PF — Produto fermentado; TO — Tempo 0; T96 — Tempo 96; UFC —
Unidade formadora de colonias. As letras junto aos valores (a-b) indicam diferengas estatisticas
significativas entre os valores, determinadas pelo teste ANOVA (p<0,05). Valores com letras
diferentes sdo significativamente diferentes entre si

Com base nos resultados da analise de bolores e leveduras, a ANOVA apresentou
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p = 0,001) verificando-se que a
fermentagdo provocou inicialmente um aumento da contagem de bolores e leveduras (T0), o
que era previsivel uma vez que a fermentagao foi conduzida por leveduras, seguido de uma
reducdo significativa ao final de 72 horas (T72), aproximando-se dos valores iniciais das
folhas de tramazeira secas, sugerindo que o processo fermentativo inibiu o crescimento destes
microrganismos Relativamente a contagem de microrganismos mesoéfilos totais verificam-se
diferencas altamente significativas entre os grupos (p = 0,001) e, de acordo com o teste de
Tukey, a fermentagdo provocou uma reducao significativa dos microrganismos mesoéfilos ao
fim de 72 horas, indicando um possivel efeito antimicrobiano da fermentagdo possivelmente
associado a produc¢do de acidos e/ ou etanol, por S. cerevisiae.

Além disso, na amostra fermentada ndo foi detetada a presenca de coliformes totais,
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E. coli, bem como de esporos de clostridios sulfito redutores em nenhuma. Este efeito
corrobora os resultados obtidos por Santana Filho (2018), que demonstrou que, na
fermentacao de folhas de Tabaco, a contagem microbiana também diminuiu progressivamente.
Desta forma, a fermentag@o pode constituir uma estratégia benéfica para melhorar a qualidade
microbioldgica das folhas, reduzindo microrganismos indesejaveis contribuindo para uma

maior seguranca ¢ estabilidade do produto final.

Analise da gordura total: O teor de gordura total na amostra do produto fermentado foi de
0,35+0,02%. Comparando com os valores obtidos nas amostras de folhas secas, apresentados

na sec¢ao 4.1.3, constata-se que foram estatisticamente iguais (p = 0,866).

Perfil de acidos gordos: A Figura 22 sumaria a comparagdo entre a folhas de tramazeira
(resultados apresentados na sec¢do 4.1.2), e o produto fermentado.

Os principais acidos gordos identificados nas amostras foram: acido palmitico
(C16:0), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1n9c), acido linoleico (C18:2n6c¢) e acido
linolénico (C18:3n3). Constatou-se também quantidade moderada de 4cido miristico.

No produto fermentado, o 4cido palmitico foi também o predominante, mas a
concentracdo foi mais baixa do que a observada nas folhas. Observou-se um aumento na
concentracdo de acido linolénico, enquanto o teor de dacido estearico diminuiu
significativamente.

Apesar das variacdes observadas, a analise estatistica indicou que as diferengas entre
as concentracdes individuais dos acidos gordos do fermentado e das folhas nao foram
estatisticamente significativas, uma vez que os valores de p obtidos nas ANOVAs foram
superiores a 0,05. Estes resultados sugerem que a fermentagao ndo provocou alteragdes
expressivas na composic¢ao lipidica das folhas, indicando que as variagdes detetadas podem

ser provavelmente atribuiveis a variabilidade natural da amostra.
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indice de Aterogenicidade e indice de Trombogenicidade: foram calculados no produto

fermentado e apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Indices de aterogenicidade e trombogenicidade, razdo PUFA/SFA e razao n-6/n-3 do
produto fermentado

Amostra 1A IT PUFA/SFA n-6/n-3

Produto fermentado 1,53 0,52 0,67 0,21

IA — Indice de aterogenecidade; IT - Indice de trombogenicidade; PUFA - Acidos gordos
polinsaturados; SFA - Acidos gordos saturados; n-6/n-3 - Relagio entre 4cidos gordos émega-6 e
omega-3

Comparando os resultados da FTS, apresentados na sec¢do 4.1.3, com os do produto
fermentado, observa-se que a fermentacdo reduziu ligeiramente os indices de IA (1,53) e IT
(0,70), sugerindo uma composi¢ao mais favoravel para a satde cardiovascular do consumidor
fermentado. Além disso, a relagdo PUFA/SFA (4acidos gordos poli-insaturados/acidos gordos
saturados) aumentou de 0,49 para 0,67, indicando uma maior propor¢ao de acidos gordos poli-
insaturados no produto fermentado. A razdo n-6/n-3 foi praticamente idéntica nos dois
produtos analisados (0,20 para FTS e 0,21 para PF). Importa destacar que os indices
PUFA/SFA e n-6/n-3 obtidos estao dentro dos limites recomendados pela OMS (2003), isto

¢: acima de 0,45 e abaixo de 4,0, respetivamente.

4.3.3. Extrato do produto fermentado

Analises quimicas: A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos para o extrato fermentado
nos diferentes tempos (TO e T72), possibilitando uma comparagcdo com os dados do ESF
apresentados anteriormente na se¢do 4.2.2 (Tabela 7). S3o analisados o teor de fendis totais,
flavonoides, capacidade antioxidante pelo método DPPH e o poder redutor equivalente em
acido ascorbico (Mfec).

Os dados demonstram uma variagdo nos parametros analisados entre as amostras
EFT, EFTF TO e EFTF T72. Observa-se um aumento nos teores de fenois, flavonoides e na
capacidade antioxidante (DPPH, FRAP e MFEC) ao longo do tempo. A amostra EFTF T72
apresentou os maiores valores para todos os parametros, indicando um aumento significativo
na concentragdo de compostos bioativos. A atividade antioxidante também aumentou,
evidenciada pelo aumento do DPPH, FRAP e Mfec. O teor deste ultimo triplicou. Estes
resultados indicam que a fermentagdo favoreceu a libertacdo e/ou modificacdo quimica de

compostos bioativos, o que pode ter implicagdes positivas para aplicagdes funcionais e
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nutricionais.

Tabela 11. Teor de fenodis totais, flavonoides e atividade antioxidante DPPH, FRAP e poder redutor
(g/de folhas secas)

Fenéis Flavonoides DPPH FRAP Mfec,
Amostra mg eq. AG mg eq. Q mg eq. Trolox ™8 ¢4: AC. mg eq. Ac.
8 &ed £¢q. ascorbico ascérbico/g
EFT 244,16+1,17°  67,246+1,01°  84,3240,77°  3,00£0,12°  0,47+0,04°

EFTFTO  343,79+4,40° 79,43+0,79° 146,13+ 1,61°  3,76+0,24° 0,75+ 0,04°

EFTF T72  844,17+1,27° 198,75+2,23*  351,10+4,03* 8,83+0,23* 1,74+0,01*

EFT — extrato de folhas de tramazeira; EFTF - extrato de folhas de tramazeira fermentado; DPPH -
2,2-Difenil-1-picril-hidrazila; FRAP - Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro; Mfec - ferricianeto
modificado; eq - equivalente; AG — Acido galico; Q — Quercetina; Ac — Acido. As letras junto aos
valores (a-c) indicam diferengas estatisticas significativas entre os valores, determinadas pelo teste
ANOVA (p<0,05). Valores com letras diferentes sao significativamente diferentes entre si

Freitas (2021), avaliou folhas de videira fermentadas, os valores observados foram
inferiores, com fenois totais de 32,32 + 3,64 mg eq. acido galico/g, flavonoides totais de 17,41
+ 26,79 mg eq. quercetina/g e capacidade antioxidante medida pelo método DPPH de 37,65
+ 2,18 mg eq. Trolox/g, indicando uma capacidade de elimina¢do de radicais livres
relativamente baixa. O método FRAP revelou um valor de 79,34 + 6,74 mg eq. Fe (II)/g,
sugerindo um potencial antioxidante moderado comparativamente com as folhas de
tramazeira. De acordo com Ivanovi¢ et al. (2022), os extratos metandlico e etandlico de
Achillea millefolium apresentaram fenois entre 27,69-28,92 mg GA/g e FRAP entre 22,44—
22,50 mg Fe**/g. Em comparacdo, valores iniciais do extrato de folhas de tramazeira (EFT)
foi mais reduzido. No entanto, a fermentacdo em T72 aumentou significativamente esses
valores (fenois: 844,17 mg eq. AG/g; FRAP: 8,83 mg eq. acido ascorbico/g), evidenciando a
intensificacdo dos compostos bioativos. Ziemlewska et al. (2021), avaliou o efeito do tempo
de fermentacdo no conteido de compostos bioativos com propriedades cosméticas e
dermatologicas de extratos de Kombucha de llex paraguariensis, demonstrou que a
fermentacdo aumentou significativamente o teor de compostos bioativos, incluindo acidos
fenolicos, xantinas e flavonoides. Além disso, os extratos fermentados apresentaram maior
atividade antioxidante e propriedades benéficas para a pele, como inibicdo de enzimas
degradativas e aumento da hidratacdo. Estas observagdes reforgam que o processo
fermentativo pode potenciar a libertagdo de compostos fenolicos e melhorar as sua
bioatividade, o que estd em concordancia com os resultados obtidos no produto fermentado

das folhas de tramazeira.
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Citotoxicidade: Os ensaios realizados para avaliar a citotoxicidade dos extratos de folhas de
tramazeira e do extrato de folhas fermentadas, demonstram que o valor de Glso (concentragao
do extrato necessaria para inibir 50% do crescimento celular), para os extratos de folhas de
tramazeira ¢ de tramazeira fermentada foi superior a 400 pg/mL, indicando que, até a
concentracdo maxima testada (400pug/mL), ndo ocorreu inibicdo da proliferacdo celular,
sugerindo que os extratos parecem nao demonstrar citotoxicidade para as células testadas. Na
Figura 23 pode-se observar a cor rosada, nos pogos da microplaca, em todas as concentragdes

testadas, indicando viabilidade celular.
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Figura 21. Ensaio utilizando a linha celular Caco-2, extratos de folhas de tramazeira e extrato de
folhas de tramazeira fermentadas

Estes resultados contrastam com os de Esghaei et al. (2018), que relataram
citotoxicidade celular do extrato hidroetanodlico de Camellia sinensis em concentragoes
superiores a 400pg/mL. O mesmo foi observado por de Reda et al. (2017) em extratos aquosos
de folhas de Moringa oleifera, estes reportam citotoxicidade em células da linhagem Caco-2,
com ICso entre 200 e 500 pg/mL. Estas diferencas podem estar relacionadas as diferentes
composigoes quimicas dos extratos, refletindo a variabilidade nos compostos bioativos, as

suas potenciais atividades citotoxicas, bem como as concentracdes testadas.

4.4. Caracterizacio do pao

4.4.1. Analises microbiologicas

A analise microbiologica do pao ¢ essencial para avaliar a sua qualidade e seguranga
ao longo do tempo de armazenamento. Os resultados presentes na Tabela 12 indicam que
bolores e leveduras comegaram a ser detetados a partir de T48 (0,17 + 0,21 log UFC/g), com
ligeiro aumento até T96 (0,47 + 0,21 log UFC/g). No entanto, nas amostras contendo extrato
de folhas de tramazeira fermentada (PEFT 0,5% e PEFT 2,0%), ndo se verificou crescimento
destes microrganismos em nenhum dos tempos analisados, sugerindo um possivel efeito

fungicida do extrato.
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A andlise estatistica dos resultados de mesoéfilos totais, indicam que a amostra
controle apresentou uma contagem significativamente superior de microrganismos mesofilos
ao longo do tempo, enquanto nas amostras com extrato de tramazeira fermentada a contagem
foi mais baixa mantendo-se constante ao longo do armazenamento, indicando um possivel
efeito inibitdrio no crescimento destes microrganismos. Camboa (2019) também constatou a
presenca de mesofilos totais em paes, relatando valores de <102 UFC/g.

Em relacdo aos coliformes totais, E. coli, esporos de clostridios sufito redutores, B.
cereus, S. aureus coagulase positiva e Salmonella spp, ndo foram detetados (dentro do limite
de detecdo do método utilizado) em nenhuma das amostras analisadas. Isso indica que, tanto
o processo de fabrico, quanto os ingredientes utilizados garantiram boas condi¢des de higiene
e seguranga.

Assim, os resultados obtidos sugerem que a adi¢do de extrato de folhas de tramazeira
fermentado (0,5% e 2,0%), exerce um efeito inibitoério na multiplicacdo de bolores e leveduras
e de aerobios mesofilos. Esse efeito pode ser atribuido a presenga de compostos bioativos no
extrato, como fendis e flavonoides, conhecidos por suas propriedades antimicrobianas.

Conforme referido por Vermelho et al. (2024), os ingredientes do pao podem
favorecer a proliferacdo de microrganismos durante as etapas de preparagdo, processamento,
embalagem e armazenamento. ApOs o cozimento, a carga microbiana ¢ reduzida,
sobrevivendo principalmente microrganismos formadores de esporos, como algumas
bactérias e fungos resistentes ao calor. Segundo Eliseeva et al. (2021), as contagens de
microrganismos aerobios mesofilos em paes enriquecidos com quinoa variaram entre 25 e 60
UFC/g, enquanto os bolores foram detetados em teores que oscilaram entre de 20 a 48 UFC/g,
Comparativamente, no presente estudo, as contagens de meso6filos foram significativamente
menores, variando entre 1,10 e 1,26 log UFC/g (=12,6—18 UFC/g), e mantiveram-se estaveis
ao longo do tempo. Além disso, ndo houve crescimento de bolores nas amostras com extrato
fermentado, contrastando com os valores mais elevados observados no estudo com quinoa.
No nosso estudo B. cereus estavam ausentes no pao controlo € no pao adicionado o extrato de
folhas de tramazeira fermentadas, no entanto os autores referidos anteriormente no pao com

extrato de quinoa, observaram contagens de Bacillus spp. que variaram de 20 a 60 UFC/g.
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Tabela 12. Analise microbioldgica do pao: controlo, pao com 0,5% de extrato de folhas fermentadas de tramazeira e pao com 2,0% de extrato de folhas fermentadas
de tramazeira

Tempo Bolores e Mes()tjllos Colifor.mes E. coli Clostridios B. cereus S. aureus
Amostra (horas) leveduras totais totais (log UFC/g) (log UFClg) (log UFClg) coag.u.lase Salmonella
(log UFC/g)  (log UFC/g)  (log UFC/g) positiva
TO <10 3,26 +0,08" <10 <10 <10 <10 <10 Ausente
PC T48 0,17+021  3,69+0,01° <10 <10 <10 <10 <10 Ausente
T96 0,47+021  3,77+0,01° <10 <10 <10 <10 <10 Ausente
TO <10 3,10+ 0,10° <10 <10 <10 <10 <10 Ausente
P0,5% T48 0 3,10+ 0,14° <10 <10 <10 <10 <10 Ausente
T 96 0 3,16 +0,02" <10 <10 <10 <10 <10 Ausente
TO 0 3,16 +0,02" <10 <10 <10 <10 <10 Ausente
P2,0% T48 0 3,19+ 0,02 <10 <10 <10 <10 <10 Ausente
T96 0 3,21+0,01° <10 <10 <10 <10 <10 Ausente

PC — Pao controlo; P0,5% — Pdo com 0,5% de extrato de folhas fermentadas de tramazeira; P2,0% — Pao com 2% de extrato de folhas fermentadas de tramazeira;
UFC — Unidades formadoras de colonias. As letras junto aos valores (a-b) indicam diferencas estatisticas significativas entre os valores, determinadas por ANOVA.
Valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes entre si (p < 0,05)
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4.4.2. Analises quimicas

Os resultados das andlises quimicas das amostras de pdo estdo apresentados na
Tabela 13 Verificou-se um aumento de pH de todas as amostras analisadas ao longo do
armazenamento. O pao controle apresentou um aumento de pH de 5,84 para 5,99, enquanto
as amostras com PEFT (0,5 e 2%) variaram de 5,97 para 6,02 e de 6,03 para 5,98,
respetivamente. Em comparagao, paes funcionais contendo farinha de polpa de tomate (TPF)
apresentaram valores de pH entre 5,4 ¢ 6,2 (Brighina et al., 2024). A humidade do pao controlo
aumentou de 34,07% para 38,38%, enquanto as amostras com PEFT mostraram variagdes
menores, indicando maior retencdo de humidade, possivelmente devido aos compostos
bioativos do extrato. O teor de cinzas também variou entre as amostras ao longo do tempo de
armazenamento A amostra controlo apresentou uma reducdo, enquanto as amostras com
extrato fermentado de tramazeira evidenciaram variagdes: um aumento de 1,11% para 1,75%
em PEFT 0,5% e uma reducdo de 1,64% para 1,52% em PEFT 2,0%. Cacak-Pietrzak et al.
(2019) observou um aumento no teor de cinzas com a adi¢ao de Cistus incanus L., alcangando
valores maximos de 1,10% no pao suplementado com de 5% do extrato. Os teores de proteina
permaneceram relativamente estaveis em todas as amostras ao longo do tempo, com uma
ligeira reducdo nas amostras controle e nas amostras com 0,5% e 2,0% de extrato em TO e
T96.

O teor de gordura também apresentou uma pequena reducao ao longo do tempo em
todas as amostras analisadas. Seixas (2022) avaliou a incorporacdo de bagas de sabugueiro
fermentadas no pao, tendo obtidos teores de proteina inferiores (entre 7,93% e 8,44%) aos
valores observados no presente estudo (entre 8,34% e 9,81%). Adicionalmente, a adi¢do de
PEFT 2,0% resultou na maior estabilidade proteica, com uma reducdo minima as 96 horas
(9,81% para 9,72%), enquanto nas formulacdes de Seixas (2022) os teores de proteina
apresentaram maior variagdo ao longo do tempo de armazenamento. Em relag¢do ao teor de
gordura, os paes enriquecidos com EFTF apresentaram valores ligeiramente superiores. No
entanto, ambos os estudos indicam teores abaixo da recomendacdo da APN (2016), que
estabelece um limite de 3 g de gordura por 100 g de pao. Esses valores podem ser justificados
pela auséncia de fontes adicionais de gordura, como azeite, 6leo ou manteiga, na formulagao

do pao.
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Tabela 13. Resultados da caracterizag@o nutricional dos paes

Amostra Tempo H Humidade Cinzas Proteina Gordura HDC VE
(horas) P (%) (%) (%) (%) (g/100g) (Kcal/100g)
TO 5,84+0,01° 34,07+0,33° 1,73+£0,02* 8,84+0,33%® 0,43+0,03% 54,92° 260,34°
PC

T96 5,99+0,01* 38,38+0,18" 1,64+0,00° 8,34+0,46" 0,39+0,01%° 51,61° 243,17¢
TO 5,97+0,02° 37,91+0,72° 1,11+£0,90° 9,25+0,37% 0,48+0,04* 50,61° 245,35

P0,5%
T 96 6,02+0,06* 37,89+0,50° 1,75+0,01* 8,80+0,19% 0,41+0,03% 51,15° 245,08
TO 6,03+0,01* 36,47+0,01° 1,64+0,27* 9,81+0,12" 0,36+0,03 51,91° 251,28°

P2,0%
T96 5,98+0,01* 36,93+0,22° 1,52+0,47* 9,72+0,25" 0,34+0,03° 51,16 247,70

PC — Pao controlo; PEFT- Pao com 0,5% de extrato de folhas de tramazeira fermentadas; Pao com 2,0% de folhas de tramazeira fermentadas; TO — Tempo 0;
T96 — Tempo 96; HDC - Hidratos de carbono; VE — Valor energético. As letras junto aos valores (a-c) indicam diferengas estatisticas significativas entre os
valores, determinadas pelo teste deANOVA. Valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes entre si (p < 0,05)
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As amostras de pao com extrato fermentado de folhas de tramazeira
apresentaram variacdes nos hidratos de carbono e no valor energético ao longo do tempo.
Para a amostra PEFT 0,5%, os hidratos de carbono aumentaram de 50,61 g/100 g para
51,15 g/100 g, enquanto o valor energético sofreu uma leve reducao, de 245,35 Kcal/100
g para 245,08 Kcal/100 g. Na amostra PEFT 2,0%, houve uma ligeira diminui¢cdo nos
hidratos de carbono, de 51,91 g/100 g para 51,16 g/100 g, e no valor energético, de 251,28
Kcal/100 g para 247,70 Kcal/100 g.

Comparativamente, Takwa, et al. (2018), que avaliou a adicao de extratos de
folhas de Ocimum basilicum (manjericao) no pao, demonstrou um aumento nos hidratos
de carbono(de 57 g/100 g para 59 g/100 g) e no valor energético (274 Kcal/100 g para
285 Kcal/100 g), da amostra apds 7 dias de armazenamento. Essa diferenca pode estar
relacionada formulag¢dao utilizada em cada estudo, desta forma, fatores como os
ingredientes basicos, o tipo e a concentracao de aditivos naturais ou sintéticos, bem como
diferengas nos métodos de preparo, podem justificar as variagdes observadas.

A andlise estatistica dos nossos resultados indica que apenas se verificaram
diferencas estatisticamente significativas entre as do TO do controlo e as restantes

amostras para os parametros: pH, HDC e VE.

4.4.4. Analise de gordura e perfil de acidos gordos:

Os cromatogramas da analise por cromatografia gasosa, estdo representados na
Figura 24. Os principais acidos gordos identificados nas amostras foram C16:0 (acido
palmitico), C18:0 (4cido estearico), C18:1n9c¢ (4cido oleico), C18:2n6¢ (acido linoleico)
e C18:3n3 (4cido linolénico).
Da comparacao do perfil de acidos gordos do pdo com e sem extrato fermentado, com
base nas analises realizadas no tempo zero (T0), observou-se que:

o O pao controlo apresentou C18:2n6¢ como o acido gordo predominante,
seguido por C16:0;

. As amostras P0,5 e P2,0 de extrato apresentaram perfis distintos, com a
maior presenca de C18:2n6c¢;

o Na amostra P2,0 TO, observou-se um aumento de C16:1 ¢ C17:1 em
comparag¢do ao pao controlo.

Os resultados obtidos das anélises apos 96 horas (T96) mostraram que:

. O pao controlo sofreu uma alteracdo consideravel no seu perfil lipidico,
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com um aumento expressivo de C16:0 (51,48%) e uma redugdo de C18:2n6c (19,64%);

. Nas amostras de pdo com extrato, observou-se um decréscimo de C16:0
(36,35% em P0,5 ¢ 28,22% em P2,0 T96) ¢ um aumento de C18:2n6¢ (38,86% ¢ 48,34%,
respetivamente).

Globalmente, verificou-se que a fermentagao influenciou o perfil lipidico do pao,
com um aumento da fracdo saturada no pao sem extrato (PC) e uma maior preservagao
dos acidos gordos insaturados nas amostras com extrato fermentado (P0,5 e P2,0). A
presenca do extrato fermentado parece estar associada a manutencao de acidos gordos
essenciais, como C18:2n6¢, possivelmente devido as suas propriedades antioxidantes.

A Tabela 14 apresenta a média e o desvio padrao dos acidos gordos identificados
nos paes, com e sem extrato fermentado, avaliados nos tempos TO e T96. As diferencas
estatisticas entre as formulagdes sao indicadas por letras distintas na mesma coluna (p <
0,05). Verifica-se que, ao longo do tempo, ocorreram mudancas nos teores de acidos
gordos, com destaque para uma melhor preservagdo dos acidos insaturados nas amostras
enriquecidas com extrato fermentado.

A andlise estatistica por ANOVA de 2 fatores permitiu verificar que nao houve
diferencas significativas nos extratos obtidos (FT e PF) para o perfil de 4acidos gordos
obtidos. Este resultado justifica-se pela elevada variabilidade encontrada nas repeti¢des
das andlises cromatograficas, mostrando que as réplicas dos extratos estdo dependentes
da amostra usada indicativo que as amostras apresentam grande variabilidade.

A mesma situacao foi observada na analise do perfil de acidos gordos obtido nas
réplicas efetuadas. Nos diferentes ensaios a variabilidade foi elevada que se justificou
pela variabilidade da amostra e do processo extrativo/derivativo de preparagao dos acidos
gordos metilados. No global verificou-se que nao foi possivel tirar conclusdes do efeito
dos extratos no perfil dos acidos gordos, quer para o ensaio FT versus PF, quer para o
ensaio do pdo com e sem extrato (controlo, com 0,5% ou 2,0% de EFTF) nos dois tempos

de armazenagem (0 e 96 horas).

indice de aterogenicidade e Indice de trombogenecidade: Na Tabela 15 observa-se
uma alteracao nos indices de aterogenicidade e trombogenicidade ao longo do tempo. O
IA foi menor no TO para o pao controle (1,13) e aumentou para 6,16 apds 96 horas,
sugerindo uma alteracdo na composi¢do lipidica, com possivel degradacdo dos acidos

gordos insaturados e maior propor¢ao de saturados.
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Figura 22. Perfil de acidos gordos ao longo do tempo: comparagio entre PC, P0,5% e P2,0% em TO e T96.

C10:0 (acido decanoico ou acido caprilico); C11:0 (4cido undecanoico); C16:0 (4cido palmitico); C16:1 (Acido palmitoleico); C17:1 (Acido heptadecandico
insaturado); C18:0 (acido estearico); C18:1n9c¢ (acido oleico); C18:2n6¢ (4cido linoleico); C18:3n3 (acido alfa-linolénico — ALA). As letras (a-¢) junto aos
valores indicam diferengas estatisticas significativas entre os valores (p < 0,05), determinadas por ANOVA.
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Tabela 14. Composigao de acidos gordos em folhas de tramazeira e produtos fermentado (FTS e PF) e paes com diferentes percentuais de extrato fermentado

em TO e T96
Amostras C10:0 C11:0 C14:0 C16:0 C16:1 C17:1 C18:0 C18:1n9c¢ C18:2n6¢ C18:3n3
Analise das folhas sem e com fermentac¢ao
FTS 1,01+0,562 1,0£0,778  3,7244,12% 49,67+9,922 nd nd 9,92+1,81*  2,81+0,722 5,2240,85*  26,65+15,62%
PF 1,04+0,47*  1,05+0,40° 4,33+0,85* 46,76+6,60* nd nd 4,90+0,332  2,71+0,90° 6,70+0,472 32,50+6,622
Analise do pao com e sem extrato das folhas fermentadas
TO  0,62+0,428  1,04+0,152 nd 20,67+0,25¢  1,51+0,26° nd 3,87+0,16*  11,32+0,21%  58,80+0,09 2,774+0,09a
re T96 1,57+0,55*  4,02+0,63? nd 51,47+£2,32* nd nd 9,48+0,16*  13,79+1,04®  19,63+2,62° nd
. TO  3,52+2,882  5,76+4,882 nd 20,52+3,08¢  11,02+11,32% nd 4,96+0,18  9,67+2,07°  38,38+20,46%®  6,14+6,70a
el T96 1,17+0,59*  1,82+0,372 nd 36,35+0,22° nd nd 6,59+0,53*  15,19+0,95*  38,85+0,33% nd
. TO  3,96+0,28*  5,86+1,192 nd 17,251,634 25,59+£8,37¢  7,24+0,47 12,53£5,66*  1,31+1,14¢ 23,79+2,15% nd
F20% T96 1,11+0,11*  2,63+0,74? nd 28,21+1,94¢ nd nd 6,83+0,09*  12,84+0,42%  48,34+1,41% nd

FT — Folhas de tramazeira “in natura”; PF — Produto fermentado; TO — Tempo 0 horas; T96 — Tempo 96 horas; nd — nao detetado; Acido caprico (C10:0), Acido
undecandico (C11:0), Acido misristico (C14:0), Acido palmitico (C16:0), Acido palmitoleico (C16:1), Acido heptadecenoico (C17:1), Acido estearico (C18:0),
Acido oleico (C18:1n9¢), Acido linoleico 6mega-6 (C18:2n6¢), Acido alfa-linolénico dmega-3 (C18:3n3), As letras junto aos valores (a-c) indicam diferencas
estatisticas significativas entre os valores, determinadas por ANOVA. Valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes entre si (p < 0,05).
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J& para o pao enriquecido com 2,0% de extrato fermentado, o IA diminuiu ao
longo do tempo (2,75 para 1,84), indicando um efeito positivo da incorporagao do extrato

na manutencao do perfil lipidico.

Tabela 15. indices de aterogenicidade (IA), trombogenicidade (IT), Razio PUFA/SFA e Razio
n-6/n-3 em amostras de extrato e paes com diferentes concentragdes e tempos de armazenamento

Amostra IA IT PUFA/SFA n-6/n-3
PC TO 1,13 0,38 2,51 21,23
T96 6,16 3,44 0,32 -
TO 1,51 0,52 1,75 6,25
P0,5%
T96 2,69 1,53 0,90 -
TO 2,75 2,20 0,80 -
P2,0%
T96 1,84 1,11 1,38 -

IA — Indice de aterogenecidade; IT - Indice de trombogenicidade; PUFA - Acidos gordos
polinsaturados; SFA - Acidos gordos saturados; n-6/n-3 - Relagio entre dcidos gordos 6mega-6 e
omega-3; PC — Pao controlo; P0,5% - Pao com 0,5% de extrato fermentado de folhas de
tramazeira; Pao com 2,0% de extrato fermentado de folhas de tramazeira; TO — Tempo Oh; T96 —
Tempo 96h.

O IT também aumentou no pao controlo ao longo do tempo (0,38 para 3,44),
evidenciando um aumento da fracdao de acidos gordos saturados. No entanto, nos paes
com extrato fermentado, esse aumento foi menos expressivo, € no caso da formulagao
com 2,0%, houve uma redugdo de 2,20 para 1,11, sugerindo uma melhor estabilidade dos
acidos gordos com a adi¢do do extrato.

A razao PUFA/SFA diminuiu no pao controle (2,51 para 0,32 em 96 horas),
reforgando a perda de acidos gordos poli-insaturados ao longo do tempo. No entanto, nos
paes com extrato, essa redugdo foi menos drastica, e na formulacdo com 2,0% de extrato
fermentado, houve até um aumento ao longo do tempo (0,80 para 1,38), o que pode
indicar um efeito protetor contra a degradacao lipidica.

A razao n-6/n-3 foi muito alta no pao controle no tempo 0 (21,23), mas nao pdde
ser calculada ap6s 96 horas, possivelmente devido a degradagdo dos acidos gordos n-3.
Nos paes enriquecidos com extrato fermentado, essa razdo ndo pdde ser determinada na
maioria das amostras, indicando varia¢des na composi¢ao dos acidos gordos essenciais.
Essas variagdes sugerem modificagdes no perfil lipidico durante o armazenamento,
provavelmente devido a oxidacao dos acidos gordos insaturados, que sdo mais suscetiveis
a degradacdo. A oxidagdo lipidica pode afetar significativamente os efeitos dos acidos

gordos na saude, reduzindo os beneficios dos acidos n-3 e n-6. O estado de oxidagdo
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desses acidos geralmente nao ¢ relatado em estudos nutricionais, o que pode levar a

diferengas nos resultados obtidos (Cao et al., 2024).

4.4.5. Analise de cor

A avaliacdo da cor da crosta e miolo do pao preparado revelou diferengas
significativas nos parametros de luminosidade (L), cromaticidade (a, b, ¢) e tonalidade
(h), dependendo quer da formulagdo utilizada quer do tempo de armazenamento (Tabela

16).

4.4.5.1. Crosta do pao

A analise desses parametros fornece informagdes sobre os efeitos da composicao e do
tempo na aparéncia da crosta do pao, contribuindo para a compreensao dos fatores que
influenciam a qualidade visual do produto:

Luminosidade (L): A andlise do parametro L indicou que a luminosidade da crosta do
pao diminui significativamente ao longo de 96 horas de armazenamento, o que pode estar
associado a processos oxidativos e a degradagdo de compostos responsaveis pela cor. A
amostra controle (PC) apresentou a maior luminosidade, enquanto os ensaios com adig¢ao
de extrato (P0,5% e P2,0%) evidenciaram valores de L inferiores, o que sugere que a
composicao das formulagdes influenciou diretamente a cor da crosta. A interacdo entre
os fatores "Ensaio" e "Tempo" ndo foi estatisticamente significativa, embora a tendéncia
de redugao da luminosidade ao longo do tempo tenha sido observada em todas as amostras.
Cromaticidade — Parametros “a”, “b” e “c”: O parametro "a" revela que a crosta do
pao controle apresentou maior tonalidade avermelhada em comparacdo com as
formulagdes P0,5% e P2,0%, o que reflete uma diferenca nas reagdes de Maillard ou na
presenca de compostos coloridos nas diferentes formulagdes. A estabilidade da cor foi
semelhante entre os tempos TO e T96 para todas as amostras, indicando que o tempo de
armazenamento ndo teve um impacto significativo na coloragdo vermelha da crosta. A
interagdo entre "Ensaio" e "Tempo" foi significativa, sugerindo que a formulag¢ao do pao
pode afetar a estabilidade da cor da crosta durante o armazenamento. No parametro "b",
que esta relacionado a tonalidade amarela, a amostra P0,5% apresentou os valores mais
baixos, indicando uma coloragdo mais palida, enquanto as amostras PC e P2,0%
mantiveram valores mais elevados e estaveis. Observou-se uma ligeira reducdo nos

valores de "b" ao longo do tempo, mas nao foi estatisticamente significativa.

69



Tabela 16. Analise da cor das amostras de pao (crosta ¢ miolo) nos tempos TO ¢ T96

Amostra L* a* b* C* h(C)*
CROSTA
c TO 60,77+0,21° 8,13+0,02° 26,94+0,38" 28,05+0,47° 73,79+0,56"
P
T96 58,72+0,12% 7,65+0,37% 25,28+0,46" 26,42+0,46" 72,71£0,30°
TO 59,12+0,97% 7,24+0,33° 24,32+1,09% 26,01+0,19% 73,41£0,58°
P0,5%
T96 58,86+0,33%® 7,06+0,03° 23,31£1,03° 24,36+0,98° 73,48+0,35%®
20% TO 58,60+0,14° 7,18+0,23° 26,27+1,04° 27,23+1,06 74,71+0,16°
P2,0%
T96 58,16+0,73° 7,68+0,01%° 26,19+0,50" 27,30+0,48" 73,65+0,29%
MIOLO
TO 61,29+0,09% 6,58 + 0,04 22,09+0,20" 22,75+0,54* 73,42+0,04"
PC
T96 57,42+0,11% 5,80 + 0,43 17,46+0,36" 18,20+0,48° 72,41+0,49¢
0.5% TO 61,29+0,09° 6,63 +0,02° 22,88+0,18% 23,67+0,38* 73,68+0,29°
P0,5%
T96 57,42+0,11> 6,35 +0,26° 21,83+0,30° 22,93+0,48" 72,26+0,12
2.0% TO 59,72+1,27* 6,01 +0,23° 23,07+0,11° 23,84+0,05° 75,06+0,26"
P2,0%
T96 59,69+0,31°¢ 5,87 +0,20° 23,00+0,43® 23,90+0,59° 75,18+0,06*

L — Luminosidade; A — Componente de cor no eixo vermelho-verde; B — Componente de cor no eixo amarelo-azul; C — Chroma ou saturagdo da cor; h(C) —
Angulo de matiz (hue angle); PC — Péo controlo; P0,5% - Pdo com 0,5% de extrato fermentado de folhas de tramazeira; Pdo com 2,0% de extrato fermentado
de folhas de tramazeira; TO — Tempo Oh; T96 — Tempo 96h. As letras junto aos valores (a-d) indicam diferencas estatisticas significativas entre os valores,
determinadas pelo teste de ANOVA. Valores com letras diferentes sao significativamente diferentes entre si (p < 0,05).
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Esses resultados sugerem que a formulacao P0,5% pode levar a uma crosta mais palida,
enquanto PC e P2,0% mantém uma cor mais intensa ao longo do armazenamento. O
parametro "c” revelou uma reducdo significativa na intensidade da cor saturada nas
amostras PC e P0,5% ao longo do tempo, enquanto a amostra P2,0% manteve a
intensidade de cor estdvel. Isso sugere que a formulacdo P2,0% proporciona maior
resisténcia as alteragdes de cor durante o armazenamento, provavelmente devido a
presenga de componentes que estabilizam a crosta. Esse comportamento pode ser
vantajoso para o aspeto visual do produto, ao longo do tempo de vida de prateleira.
Tonalidade (h): A tonalidade da crosta, medida pelo parametro "h", apresentou uma
ligeira redugdo ao longo do tempo, o que indica um leve escurecimento da crosta. A
adicao de 2,0% do extrato de folhas fermentadas (P2,0%) resultou numa crosta com uma
tonalidade mais amarelada ou avermelhada, possivelmente devido a reagdes de Maillard
mais intensas ou a diferengas na composi¢ao quimica das formulagdes. A interagdo entre
os fatores "Ensaio" e "Tempo" mostrou que, enquanto o tempo reduziu ligeiramente a
tonalidade, a formulacao P2,0% esta associada a uma cor inicial mais intensa.

Em termos gerais, os resultados indicam que tanto a formulagao do pao quanto
o tempo de armazenamento influenciam significativamente os parametros de cor da crosta.
A luminosidade (L) apresentou uma redugdo ao longo do tempo, refletindo possiveis
processos de escurecimento ou oxidagdo, enquanto as variaveis cromaticas "a", "b", e "c"
demonstraram variagoes que dependem da composi¢ao das formulagdes e da estabilidade
da crosta durante o armazenamento.

O controle de cor na crosta do pao ¢ fundamental ndo so6 para a estética do produto,
mas também para a aceitagdo do consumidor. Os ingredientes adicionados nas
formulacdes P0,5% e P2,0% alteraram de forma significativa a cor da crosta, com P2,0%
mostrando uma maior estabilidade ao longo do tempo em comparagao com PC e P0,5%.
Em contraste, a amostra P0,5% apresentou uma maior variacao na tonalidade amarela e
vermelha, indicando um impacto potencialmente indesejado na coloragao.

Estes resultados sugerem que o tempo de armazenamento e a formulacao dos
ingredientes t€ém um impacto consideravel na aparéncia da crosta do pao, e que estratégias
para otimizar esses fatores podem melhorar a estabilidade da cor e a aceitagao visual do

produto final.
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4.4.5.2. Miolo do pao

Na andlise dos parametros de cor do miolo do pao preparado ao longo do tempo
de armazenamento e entre as diferentes formulagdes, obtiveram-se os seguintes
resultados:

Luminosidade (L): O pardmetro "L", que indica a luminosidade do miolo do pao,
apresentou diferencgas significativas entre as formulagdes ao longo do tempo de
armazenamento. Inicialmente (T0), a formulacdo com 0,5% de aditivo (P0,5%)
apresentou a maior luminosidade, sugerindo um efeito clareador, enquanto a formulagao
com 2,0% (P2,0%) apresentou um valor inferior, embora com maior variabilidade. Ao
longo do tempo (T96), verificou-se uma redugdo generalizada na luminosidade, com a
formulacao P2,0% mostrando o maior decréscimo. Esta reducdo acentuada em P2,0%
sugere uma maior suscetibilidade a processos de oxidacao ou reacdes de escurecimento.
Os resultados da ANOVA e dos testes de Tukey confirmaram a influéncia significativa
tanto da formulagdo como do tempo de armazenamento, refor¢ando que a escolha do
aditivo pode influenciar diretamente a aceitagao visual do pao.

Cromaticidade — Parametros “a”, “b” e “c”: Na componente Vermelha (a) do miolo
do pao verificou-se que, inicialmente, a formulagdo P0,5% apresentou os valores mais
elevados, seguida do controle (PC) e P2,0%. Contudo, ap6s 96 horas de armazenamento,
houve uma diminuigdo significativa em todos os ensaios, com a maior perda observada
na formulagao de controle. A redugdo da intensidade da cor vermelha ao longo do tempo
sugere que a presenca de aditivos pode contribuir para uma melhor preservacao da
tonalidade avermelhada, especialmente na formulacdo P0,5%. A andlise estatistica
reforgou que tanto a formulacdo como o tempo de armazenamento tiveram efeitos
significativos sobre este parametro, evidenciando a importancia do aditivo na estabilidade
da cor.

A componente amarela da cor, representada pelo pardmetro "b", também
apresentou diferencas significativas entre as formulagdes. A maior intensidade amarela
foi observada na formulacdo P2,0%, tanto inicialmente quanto apds 96 horas de
armazenamento. Nos ensaios com P0,5% e P2,0%, a tonalidade amarela manteve-se mais
estavel, enquanto o controle sofreu uma redugdo acentuada. Os resultados indicam que a
adicdo de 2,0% de aditivo contribui para uma cor mais intensa e estavel ao longo do tempo,
sugerindo que este extrato pode ajudar a preservar a cor amarela do miolo, ao contrario
do controle que perdeu significativamente essa tonalidade.

O parametro "C", que reflete a intensidade geral da cor, evidenciou uma
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estabilidade relativamente maior nas formulagdes P0,5% e P2,0% ao longo do tempo,
enquanto o controle (PC) apresentou uma diminuicao significativa. A incorporagdo dos
extratos testados nas formulagdes P0,5% e P2,0% parece ter conferido maior resisténcia
as alteragdes de cor provocadas pela oxidagao ou outros processos de envelhecimento. A
analise de Tukey confirmou que as formulagdes modificadas mantiveram a intensidade
da cor mais estavel em comparag@o com o controle, indicando que os aditivos podem ter
propriedades antioxidantes que retardam as alteragdes cromaticas.

Tonalidade (H): O parametro "H", que representa a tonalidade, indicou que a formulagao
P2,0 manteve os valores mais elevados de tonalidade ao longo do tempo, sugerindo uma
maior estabilidade desta caracteristica cromatica. A maior variacao foi observada no
controle, que apresentou uma redugdo significativa na tonalidade apos 96 horas. Este
resultado indica que a formulacao do pao influencia a tonalidade, sendo que a adi¢do do
extrato em maior concentragdo favoreceu a estabilidade deste parametro.

Os resultados globais indicam que a formula¢do do pao tem um impacto
significativo na cor do miolo, com diferentes concentracdes do extrato testado
apresentando efeitos distintos sobre a luminosidade, intensidade das componentes
vermelha e amarela, e estabilidade geral da cor. A formulacdo P0,5% parece ser mais
eficaz em preservar a tonalidade vermelha, enquanto a formulagao P2,0% favorece uma
maior intensidade e estabilidade da cor amarela. Em geral, a adi¢do de 2,0% de aditivo
resultou numa maior resisténcia a degradacao da cor ao longo do tempo, sugerindo que
este aditivo pode ter propriedades antioxidantes que contribuem para a manutencdo da
cor do miolo do pao durante o armazenamento.

Em conclusio, a escolha da formulacio pode afetar diretamente a aceitacdo visual
do produto pelos consumidores. A estabilidade da cor, especialmente a tonalidade e
intensidade, pode influenciar a percecao de frescura e qualidade do pao, afetando o seu

tempo de vida de prateleira e atratividade no mercado.

4.4.6. Analise da textura

A andlise da textura do pao foi realizada na crosta e no miolo, permitindo avaliar
as suas propriedades mecanicas ao longo do tempo de armazenamento (Tabela 17). Foram
analisados parametros como elasticidade, coesividade, gumosidade, mastigabilidade e
resiliéncia, os quais fornecem informagdes sobre a estrutura e qualidade sensorial do pao.

A comparagdo entre as diferentes formulagdes possibilita compreender o impacto da
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incorporagdo do extrato de folhas de tramazeira fermentadas, na textura, bem como

possiveis alteracdes ocorridas durante o armazenamento.

4.4.6.1. Crosta do pao

A andlise estatistica realizada sobre a crosta revelou que tanto a elasticidade
quanto a coesividade foram significativamente influenciadas pelo fator Tempo. Com um
valor de p muito baixo (p = 0,00003 para elasticidade e p = 0,004 para coesividade), fica
evidente que a elasticidade da crosta variou substancialmente ao longo do tempo,
indicando que o armazenamento pode afetar as propriedades fisicas. No entanto, o fator
amostra ndo apresentou efeito significativo para ambas as variaveis, sugerindo que as
diferencas entre as amostras de crosta ndo sdo suficientemente pronunciadas para
influenciar a elasticidade e a coesividade. A interagdo entre Tempo e Amostra para a
coesividade também foi significativa (p = 0,0004), indicando que o impacto do tempo
sobre essa propriedade depende do tipo de amostra analisada, o que pode ser explorado
em pesquisas futuras para entender melhor os fatores que afetam a coesividade em
diferentes condigoes.

Na avaliagdo da elasticidade, os resultados apresentaram valores nos produtos
com adicdo do extrato ligeiramente superiores ao pao controle no tempo TO. No entanto,
ao longo do armazenamento (T96), observou-se uma diminui¢ao na elasticidade em todas
as amostras, o que era esperado devido a perda de dgua. Apesar disso, o pao P2,0%
manteve-se com valores de elasticidade iguais ao P0,5% e com o PC ligeiramente superior,
sugerindo que o extrato fermentado pode contribuir para a manutenc¢ao da elasticidade da
crosta durante o armazenamento.

A coesividade apresentou um aumento progressivo no pao incorporado com os
extratos fermentados no tempo TO, indicando que este pode fortalecer as ligacdes internas
da crosta. No tempo T96, a coesividade aumentou no PC e no P2,0%, sendo este o que
apresentou o maior valor. Isso indica que o extrato fermentado, especialmente em
concentragdes mais elevadas, ajuda a manter a integridade estrutural da crosta durante o
armazenamento.

Relativamente a gomosidade observou-se uma menor dureza inicial no pao P0,5% em
comparagdo com o PC e o P2,0% no tempo TO. No entanto, houve um aumento na

gomosidade em todas as amostras no tempo T96, indicando endurecimento da crosta.

74



Tabela 17. Propriedades texturais da crosta e miolo dos pées controlo e enriquecidos com extrato fermentado de folhas em diferentes concentragdes e tempo de

armazenamento
Elasticidade Coesividade Gumosidade Mastigabilidade Resiliéncia
AMOSTRA
CROSTA
TO 0,85+0,02% 0,58+0,03° 4338,21+24¢ 3218,84+137,01% 0,32+0,01°
re T96 0,76+0,00™ 0,61%0,02% 12012,22+15,36° 9390,45+112,44° 0,26+0,01°
. TO 0,84+0,28° 0,60+0,01% 3130,50+47,76" 2656,47+128,27° 0,37+0,01°
po5% T96 0,73+0,02° 0,59+0,01% 10782,75+143,20° 7454,63+347,05° 0,26+0,01°
, TO 0,87+0,03° 0,66+0,01° 4005,84+14,89° 3493,95+116,84¢ 0,32+0,01°
F20% T96 0,73+0,01° 0,50+0,01¢ 8198,54+154,09° 5947,03+124,40° 0,26+0,01°
MIOLO
TO 0,82+0,01° 0,58+0,01° 2689,41+65,30° 2255,48+103,01° 0,38+0,01°
re T96 0,78+0,01° 0,60+0,02¢ 9620,98+476,01° 7476,02+302,61° 0,25+0,00%
. TO 0,78+0,03° 0,75+0,01° 3413,62+172,08% 4389,73+213,62¢ 0,37+0,01%
Fo5% T96 0,65+0,02° 0,64+0,02° 12627,94+519,81° 8585,63+371,52° 0,31+0,01¢
. TO 0,79+0,03° 0,68+0,02° 3638,79+20,75¢ 2883,46+8471,00° 0,33+0,01%
F20% T96 0,67+0,03° 0,67+0,01° 14417,51+£324,87° 9652,22+392,52° 0,32+0,01%

PC — Pido controle; P0,5% - Pdo com 0,5% de extrato de folhas de tramazeira fermentado; P2,0% - Pdo com 2,0% de extrato de folhas de tramazeira fermentado;
TO — Tempo Oh; T96 — Tempo 96h. As letras junto aos valores (a-¢) indicam diferencas estatisticas significativas entre os valores (p < 0,05), determinadas pelo
teste ANOVA
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O pao P2,0% apresentou o menor aumento, sugerindo que o PEFT pode retardar o
endurecimento da crosta. O comportamento do parametro de mastigabilidade foi
semelhante a gomosidade, em que o pao P0,5% apresentou menor mastigabilidade inicial.
No tempo T96, houve um aumento em todas as amostras, sendo o pao P2,0% o que
apresentou o menor aumento, reforcando a ideia de que o extrato fermentado pode
retardar o endurecimento da crosta. A resiliéncia da crosta apresentou pequenas variagdes
no tempo TO, com valores ligeiramente no pao P0,5%. No tempo T96, observou-se uma
diminui¢do na resiliéncia em todas as amostras, sem diferencas significativas entre as

amostras adicionadas de extrato fermentado.

4.4.6.2. Miolo do pao

Os resultados indicaram que as variaveis de elasticidade, gomosidade,
mastigabilidade e resiliéncia foram afetadas pelo fator Tempo, com significancias
estatisticas elevadas (p < 0,001 para gomosidade e mastigabilidade). Isso sugere que a
estrutura e a textura do miolo alteram ao longo do tempo de armazenamento. O facto de
a amostra ter mostrado um efeito significativo também implica que diferentes tipos de
miolo podem apresentar caracteristicas texturais que variaram. A interagdo entre o tempo
e as amostras também foi significativa, indicando que a resposta do miolo ao tempo de
armazenamento pode variar significativamente entre as diferentes formulagdes.

Na avaliagdo da elasticidade, observou-se que os valores iniciais do PC foram
superiores aos das outras amostras, mas com o passar do tempo, todos os valores
diminuiram. A coesividade aumentou com a concentracdo do extrato no tempo TO,
indicando que este fortalece as ligagcdes internas do miolo. No tempo T96, observou-se
uma diminuic¢ao na coesividade do PC e um aumento nos paes com extrato, com estes
mantendo maior coesividade.

A gomosidade apresentou um aumento significativo em todas as amostras, com
o pao P2,0% apresentando o maior valor. Isso pode indicar que o extrato com
concentragdes mais elevadas pode aumentar o endurecimento do miolo. Quanto a
mastigabilidade, a amostra com 0,5% de extrato apresentou maior mastigabilidade no
tempo TO. No tempo T96, houve um aumento acentuado em todas as amostras, sendo
maior para a amostra de pao controle. A resiliéncia apresentou pequenas variagdes no
tempo TO, com o PC apresentando valores ligeiramente superiores. No tempo T96,

observou-se uma diminuicao deste parametro em todas as amostras, sem diferencas

76



significativas entre as amostras com o extrato incorporado.

Estes resultados corroboram parcialmente as observagdes de Pirca-Palomino et
al. (2024), nomeadamente quanto ao aumento da dureza e da mastigabilidade dos paes ao
longo do armazenamento. Contudo, no presente estudo, ndo foi observada uma redugao

tao evidente na coesividade, ao contrario do relatado por aqueles autores.

4.4.7. Propriedades bioativas

Na Tabela 18 estdo sumariados os resultados obtidos nas andlises de
propriedades bioativas das amostras de pao controlo, pdo com 0,5% de extrato de folhas
fermentadas e pao com 2,0% de extrato de folhas fermentadas.

Os resultados demonstram diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05)
entre as amostras e ao longo do tempo. A formulacdo com 2,0% de extrato fermentado
apresentou os maiores teores de fendis totais quer no tempo inicial quer apds 96 horas de
armazenamento. Estes resultados sao semelhantes com o estudo observados por Tian et
al. (2021), que relataram o aumento de compostos fendlicos soluveis durante a
fermentagdo do pao de trigo.

Os flavonoides, metabolitos secundarios abundantes em plantas (Dias et al.,
2021), também demonstraram variacao significativa em funcdo da concentragao do
extrato e do tempo. Inicialmente, a formulacdo PEFT 2,0% apresentou o maior teor,
diferindo estatisticamente das demais amostras (p < 0,05). Apds 96 horas, observou-se
uma reducdo dos flavonoides em todas as amostras, sendo a maior redugdo registada no
pao controle.

A capacidade antioxidante revelou uma tendéncia geral de redugdo ao longo do
tempo, embora as amostras com extrato tenham apresentado valores superiores. Pelo
método DPPH, o P2,0% registou os maiores valores, diferindo estatisticamente das
restantes formulagdes (p < 0,05). No entanto, apds 96 horas, todas as amostras
apresentaram uma diminuicdo acentuada na atividade antioxidante, sendo mais
expressiva na amostra controle e menos intensa em P2,0%. No ensaio FRAP, o P2,0%
também manteve os valores mais elevados ao longo do tempo, enquanto a amostra
controle apresentou uma diminuigdo mais acentuada. O poder redutor seguiu um
comportamento semelhante, sendo significativamente maior nas formulagdes de pao com

extrato fermentado, especialmente na concentragao de 2,0%.
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Tabela 18. Analises dos compostos bioativos e propriedades antioxidantes dos paes

Amostra Tempo Fendis Flavonoides DPPH FRAP Poder redutor
(horas) (mg eq. AG/g) (mg eq Q/g) (mg eq. trolox/ g) (mg eq. ac.asc/ g) (mg eq. ac.asc/ g)
TO 207,66+3,43° 41,10+1,39°¢ 156,49+4,03¢ 5,35+0,12"% 1,23+0,01°
PC

T96 241,63+6,36° 33,40+0,76° 43,99+3,87° 3,70+0,07° 1,02+0,09°
TO 226,833,394 41,47+0,90° 175,88+1,94° 5,01+0,10° 1,17+0,06

PEFT 0,5%
T 96 233,18+6,30% 36,81+1,25¢ 48,51+2,96° 4,39+0,15¢ 1,1440,02"
TO 266,03+0,87° 49,46+0,66° 195,93+£2,96* 6,40+0,14° 1,46+0,02°

PEFT 2,0%
T96 300,11£2,55% 46,05+1,04° 66,62+4,03¢ 5,60+0,37° 1,38+0,04*

PC - Pao controlo; PEFT- Pao com 0,5% de extrato de folhas de tramazeira fermentadas; Pao com 2,0% de folhas de tramazeira fermentadas; TO — Tempo 0

hotas; T96 — Tempo 96 horas; as letras junto aos valores (a-¢) indicam diferengas estatisticas significativas entre os valores, determinadas por ANOVA. Valores
com letras_diferentes sdo significativamente diferentes entre si (p < 0,05)
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Assim, os dados indicam que a incorporagdo do extrato de folhas fermentadas
melhora o contetdo de compostos bioativos e a atividade antioxidante do pdo. Embora a
capacidade antioxidante diminua ao longo do tempo em todas as amostras, as formulagdes
com extrato apresentaram menor degradagao destes compostos. Desta forma, o extrato
fermentado destacou-se como um aditivo funcional, favorecendo ndo apenas o
enriquecimento do pdo com antioxidantes, mas também contribuindo para a sua
estabilidade ao longo do armazenamento.

Resultados semelhantes foram observados por Czaja et al. (2020) em estudos
com extrato de casca de cebola, que também demonstrou aumentar os teores de
flavonoides e a atividade antioxidante em paes. Os teores de fenois e flavonoides nas
nossas formulagdes foram superiores aos observados por Aprodu et al. (2019) em paes
enriquecidos com gengibre. A amostra PEFT 2,0% apresentou valores mais elevadosem
comparagdo com o pao com 1,5% de gengibre. Além disso, a atividade antioxidante
medida pelo método DPPH no pao com PEFT 2,0% superou os valores encontrados no
estudo com gengibre, sugerindo que a tramazeira pode conferir maior capacidade

antioxidante ao pao.

4.4.8. Analise sensorial

A andlise sensorial do pao foi realizada para avaliar sua aceitabilidade pelos
consumidores. De acordo com Oliveira (2018), as propriedades sensoriais do pao sdo
fundamentais para a perce¢do da sua qualidade final e sdo avaliadas pelos sentidos
humanos, incluindo odor e sabor. O questionario esta apresentado no Anexo I.

Foram analisadas amostras de pao controlo e paes enriquecidos com extratos de
folhas fermentadas em concentracdes de 0,5% e 2,0%. Estudos semelhantes efetuados por
Neto (2021) e Murari et al. (2019), indicam que percentagens mais baixas de extrato
mantém o teor de compostos bioativos e a aceitabilidade do produto final, sugerindo que
em produtos alimentares devem ser utilizadas concentragdes baixas extratos vegetais.

A andlise sensorial foi efetuada por 40 provadores ndo treinados. O estudo dos
dados demograficos indica que houve diversidade étnica, sendo que 47,5% dos
participantes se identificaram como brasileiros, 37,5% como portugueses € 2,5% como
pertencentes a outras nacionalidades. Relativamente as faixas etdrias, a maioria dos
participantes refere ter entre 18 e 34 anos, embora também houvesse representatividade

de faixas etarias mais avangadas, incluindo participantes com 65 anos ou mais. No que
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diz respeito ao género, 50% dos participantes eram do sexo feminino. Quanto ao nivel de
escolaridade, 72,5% possuiam formacao ao nivel da licenciatura ou do mestrado.

No que concerne aos habitos alimentares relacionados com o consumo de pao,
avaliou-se a frequéncia de consumo e os tipos de pao preferidos, sendo que apenas um
participante referiu ndo consumidor de pdo. Quanto a frequéncia, 90% dos participantes
relataram consumir pdo durante a semana (diariamente até 6 vezes por semana). Em
relacdo ao tipo de pao habitualmente consumido, 50% indicaram preferéncia por pao
branco, seguido de 35% que preferiam pao tradicional e 12,5% que consomiam pao
integral.

Aos participantes foi pedido para a classificarem a intensidade de cada parametro
(aparéncia, aroma, textura e sabor) sensorial utilizando uma escala hedénica de cinco
pontos. As amostras foram identificadas da seguinte forma: amostra controlo (codigo
789), amostra com 0,5% de extrato de folhas de tramazeira (codigo 456) e amostra com
2,0% de extrato (codigo 123).

Os graficos resultantes da avalia¢do sensorial, obtidos a partir do questionario
aplicado aos participantes, estdo apresentados nas Figuras 25, 26 e 27. A andlise destes
resultados permitiu comparar as percecoes dos consumidores em relacao as caracteristicas

de cada formulagao, proporcionando uma melhor compreensao das suas preferéncias.

Questao: Classifique de acordo com a intensidade percebida para os seguintes
parametros relacionados com a amostra 789

15

10

Aparéncia (Appearance) Aroma Textura (Texture) Sabor (Flavor)

[l Nzo gostei | [l Gostei pouco | [l Nem gostei, nem desgostei | [l Gostei | . Gostei muito

Figura 23. Avaliagdo sensorial da amostra controlo (n°® 789) - parametros de aparéncia,
aroma, textura e sabor
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Questao: Classifique de acordo com a intensidade percebida para os seguintes
parametros relacionados com a amostra 456

[N

Aparéncia (Appearance) Aroma Textura (Texture) Sabor (Flavor)

[ Nzo gostei | [l Gostei pouco | [l Nem gostei, nem desgostei | [ll] Gostei | l Gostei muito

Figura 24. Avaliagfo sensorial da amostra com 0,5% de extrato fermentado incorporado (n° 456)
- parametros de aparéncia, aroma, textura e sabor

Questao: Classifique de acordo com a intensidade percebida para os seguintes
parametros relacionados com a amostra 123

bk

Aparéncia (Appearance) Aroma Textura (Texture) Sabor (Flavor)

[ Nzo gostei | [l Gostei pouco | [ll Nem gostei, nem desgostei | [l] Gostei | [l] Gostei muito

Figura 25. Avaliaggo sensorial da amostra com 2,0% de extrato fermentado incorporado (n° 123) -
parametros de aparéncia, aroma, textura e sabor

Da andlise das Figuras contacta-se que a amostra 789 foi a mais apreciada,
apresentando os melhores resultados em todos os pardmetros sensoriais. A amostra 456
obteve uma boa aceitagdo geral, com resultados consistentes, embora ligeiramente
inferiores aos da amostra controlo, especialmente na textura. Por outro lado, a amostra
123, apesar de bem avaliada, mostrou maior dispersao nas respostas, particularmente nos
parametros de textura e sabor, indicando menor homogeneidade na aceitagdo. A Figura

28 apresenta os dados relativos a preferéncia dos provadores pelas amostras.
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Questao: Qual amostra de pao gostou mais?

@ Amostra 123 (Sample 123)
@ Amostra 456 (Sample 456)
Amostra 789 Sample 789)

Y

Figura 26. Resultado da avaliagao sensorial das amostras de pao

A amostra 789 (controlo) a preferida, seguida pela amostra 456 (0,5% de extrato),
enquanto a amostra 123 (2,0% de extrato) obteve a menor aceitagao.

Bourekoua et al. (2018) relataram que a incorporacdo de 2,5% de Moringa
oleifera reduziu a aceitacao do produto final, tendéncia semelhante a observada no nosso
estudo relativamente ao pao onde foi incorporada maior concentracao de extrato, também
esta amostra foi a menos apreciada, particularmente no que diz respeito aos parametros
de Lim et al. (2020) verificaram também que concentragdes mais elevadas de folhas de
kenaf em pao reduziram a aceitagdo devido ao amargor e a firmeza excessiva.

A boa aceitacdo da amostra com 0,5% de extrato fermentado sugere que as
adicoes moderadas de aditivos vegetais podem equilibrar os beneficios sensoriais e
funcionais sem comprometer as caracteristicas desejaveis. No entanto, concentragdes

mais elevadas, podem comprometer a aceitagdo do produto.
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5. Conclusao

Com base no estudo realizado, pode-se concluir que:

e As folhas secas apresentaram teor de humidade final de 55,25% e rendimento de
secagem de 44,75%;

e As andlises microbioldgicas indicaram qualidade aceitavel, sem detecdo de
patogénicos como Escherichia coli ou Clostridium spp.;

e Os acidos gordos saturados, com destaque para o acido palmitico, foram os
predominantes;

e O perfil nutricional das folhas foi considerado moderadamente saudavel,
apresentando uma relacdo PUFA/SFA de 0,49 e indices aterogénico e trombogénico
reduzidos;

e A melhor condigdo para extragdo de compostos fenolicos, determinadas com base
no delineamento experimental, consistiu na utilizagdo de uma mistura de 60% (v/v)
de etanol e 40% (v/v) de agua desionizada;

e Com este procedimento extrativo, a concentracao de compostos fenolicos totais foi
de 244,16 mg EAG/g de extrato, enquanto a de flavonoides totais foi de 67,25 mg
EQ/g. Adicionalmente, foi observado uma elevada atividade antioxidante,
quantificada por diferentes métodos, nomeadamente DPPH, FRAP e poder redutor.

e A separacdo cromatografica em camada fina (TLC) confirmou a eficicia desta
condi¢do, com maior intensidade e nimero de bandas;

e A composi¢do de ensaio 3 (10° de indculo S. cerevisiae, 5 g de amostra, 1,4 g de
NH4NOs3 e 0,20 g de glicose) foi a que mais favoreceu o processo fermentativo
resultando na maior taxa especifica de crescimento de Saccharomyces cerevisiae
(4,51 h™);

e A auséncia de coliformes totais ¢ E. coli, bem como a ndao detecao de
microrganismos patogénicos nos produtos fermentados refor¢a a seguranca do
processo;

e O extrato fermentado final apresentou um perfil lipidico favoravel a satde (relagao
PUFA/SFA = 0,67) elevada capacidade antioxidante, e teores mais elevados de
fenois e flavonoides totais comparativamente com as folhas secas; a fermentacao
contribuiu para a melhoria da capacidade funcional do produto, conferindo

propriedades antimicrobianas e antioxidantes mais estaveis;
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e A adicdo do extrato fermentado ao pao contribuiu para a melhoria da sua
conservagao a sua funcionalidade;

e O pao enriquecido com extrato apresentou melhor retencdo de humidade, menor
degradacdo de compostos bioativos, maior estabilidade lipidica e melhor
preservacao da textura e cor da crosta;

e A concentracao de 2,0% de extrato revelou-se a mais eficaz em termos de atividade
antioxidante e estabilidade quimica, contudo, comprometeu a aceitagdo sensorial,
especialmente textura e do sabor;

e A formulagdo com 0,5% de extrato demonstrou um bom equilibrio entre
funcionalidade e aceitabilidade, sendo positivamente avaliada pelos testes
sensoriais.

Conclui-se que o extrato fermentado de folhas de tramazeira apresenta potencial
para ser utilizado como conservante e ingrediente funcional natural.

A concentragdo de 0,5% revelou-se a mais adequada para aplicagdo em paes,
uma vez que promoveu a conservacao do produto, além de conferiu beneficios
nutricionais ¢ melhorou as propriedades biologicas, sem comprometer a aceitacao
sensorial por parte dos consumidores.

Assim, o extrato de folhas de tramazeira fermentadas, na concentragao de 0,5%
pode constituir uma alternativa vidvel ao sorbato de potéssio utilizado comumente na

conservagao do pao.
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Perspetivas futuras

e Avaliar a incorporac¢do de extrato de folhas de tramazeira ndo fermentadas em pao
e comparar com o extrato fermentado, analisando as diferencas nas propriedades
bioativas e sensoriais;

e Estudar a estabilidade do pao ao longo de um periodo maior de armazenamento,
verificando a manutengdo de suas propriedades, como cor, textura e conteudo de
compostos bioativos;

e Estudar a durabilidade e a eficiéncia do extrato fermentado como conservante em
paes armazenados sob diferentes condigdes de temperatura e umidade;

e Explorar o uso de diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae ou bactérias LAB

para avaliar o impacto na melhoria das propriedades biologicas e sensoriais do pao.
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Anexo I

Resultado do inquérito da analise sensorial do pao

No ambito da tese de mestrado do curso de Qualidade e Seguranga Alimentar,
foi desenvolvido pao de trigo barbela com adi¢ao de extrato de folhas de tramazeira. Esta
analise sensorial teve como objetivo analisar a aceitabilidade do consumidor perante este

novo produto.

l) Nacionalidade 40 respostas

2% 295 2% , 39

~2 % 39

o 2 — = Argélia
(0

\|

» Arzeibaijao
Portugal

= Brasil

44%

= Bélgica
» Espanha

m [talia

2)

Género (Gender)
40 respostas

@ Feminino (Female)

@ Masculino (Male)

@ Outro (Other)

@ Prefiro ndo informar (prefer not to say)
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3)

Nivel de escolaridade (Level of education)

40 respostas

@ < 12° ano (Basic education)

@ 12° ano (High school)

@ Ensino técnico (Technical education)
@ Licenciatura {Undergraduate degree)
@ Mestrado (Master)

® Doutoramento (PHD)

4)

Idade (Age)

40 respostas

® 18-24

@ 24-34
®35-45

@ 46-54

@ 55-64

@ 65 anos ou mais

5)

E consumidor de pdo? (Are you a bread consumer?)
40 respostas

® Sim (yes)
@ Nao (No)
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6)

Qual tipo de p&do consome habitualmente? (What type of bread do you usually eat?)
40 respostas

@ P30 branco (White bread)

@ Pao integral (Whole wheat bread)
@ P4o tradicional (Tradicional bread)
@ Outro (other):

7)

Qual a frequéncia de consumo de pao? (How often do you eat bread?)

40 respostas

@ Diariamente (Daily)
@ 1 -3 por semana (1-3 times a week)

@ 4 -6 por semana (4 - 6 times a week)
@ Algumas vezes por més (A few times a
Z— | mont)

@ Raramente (Rarely)

8)
Classifique de acordo com a intensidade percebida para os seguintes parametros relacionados
com a amostra 123 (Classify according to perceive...for the following sample-related parameters 123):

B Nzo gostei | [l Gostei pouco | [l] Nem gostei, nem desgostei | [l] Gostei | [l] Gostei muito

10

Textura (Texture) Sabor (Flavor)

Aparéncia (Appearance)
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9)

Classifique de acordo com a intensidade percebida para os seguintes parametros relacionados
com a amostra 456 (Classify according to perceive...for the following sample-related parameters 456):

[ Nzo gostei | [l Gostei pouco | [l] Nem gostei, nem desgostei | [l] Gostei | [l] Gostei muito
20

Aparéncia (Appearance) Aroma Textura (Texture) Sabor (Flavor)

10)

Classifique de acordo com a intensidade percebida para os seguintes parametros relacionados
com a amostra 789 (Classify according to perceive...for the following sample-related parameters 789):

[l No gostei | [l Gostei pouco | [l Nem gostei, nem desgostei | [l Gostei | [lll Gostei muito

Aparéncia (Appearance) Aroma Textura (Texture) Sabor (Flavor)

1)

Qual amostra de pdo gostou mais ? (Which bread sample did you like best?)
40 respostas

@ Amostra 123 (Sample 123)
@ Amostra 456 (Sample 456)
@ Amostra 789 Sample 789)
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12)

Com base na sua experiéncia, estaria disposto a comprar este pao? (Based on your experience,
would you be willing to buy this bread?)

40 respostas

® Sim (Yes)
@ Nao (No)
© Talvez (Maybe)
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