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RESUMO

O fruto da tramazeira € um recurso natural que possui propriedades bioativas gracas
a presenca de compostos fendlicos, como flavonoides e acidos fenodlicos. Investigar este
fruto € importante para potencialmente incorpora-lo na alimentacdo como uma alternativa
natural aos conservantes quimicos amplamente usados nos alimentos comercializados
globalmente. A polpa da tramazeira, devido & presenca de substancias como sorbitol e
acido sorbico, podera substituir aditivos quimicos atualmente usados na conservagédo de
iogurtes. Este enfoque esta alinhado com a demanda crescente por produtos alimentares
mais naturais, atrativos e acessiveis economicamente. O estudo atual investigou a
otimizag&o da extracdo de compostos fendlicos e avaliou o efeito da inclusdo de extrato
de polpa do fruto da tramazeira na formulagé&o de iogurte.

Os resultados da analise incluiram teores de compostos fendlicos totais (TPC),
atividades antioxidantes (métodos DPPH e FRAP) e concentracdes de aclcares por
HPLC, referentes aos 14 ensaios realizados segundo um desenho experimental para a
otimizag&o do extrator hidroetandlico. Os niveis médios de compostos fenolicos variaram
entre 40 e 65 mg/g de polpa liofilizada, com uma média de 56 mg/g. A atividade
antioxidante média foi de 83% pelo método DPPH e 0,43 mg FeCls/g de polpa liofilizada
pelo método FRAP. O sorbitol foi encontrado em concentracBes superiores a frutose,
sendo a glucose, 0 aglcar menos abundante (concentracdo média de 95 g de sorbitol, 27
mg de frutose e 22 mg de glucose por g de polpa liofilizada). A solucdo 6tima de extrato
hidroetandlico foi escolhida com pH 4,9 e 40% de etanol, garantindo elevada extracdo de
compostos fenolicos.

Nos iogurtes, os valores de pH ndo diferiram significativamente entre o controle e os
adicionados com extrato. A adi¢do de extrato de tramazeira ndo afetou a composigédo
fisico-quimica dos iogurtes, mantendo-os dentro dos padrées microbioldgicos europeus.
A andlise sensorial dos iogurtes indicou uma aceitacdo favorével por parte dos
consumidores para ambas as amostras, com o iogurte enriquecido com 0,1% de extrato
de tramazeira demonstrando medias superiores em aparéncia, aroma e sabor geral em
comparagdo com o iogurte com sorbato de potassio. No entanto, o iogurte com sorbato

de potéssio obteve uma classificacdo superior em consisténcia.
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A andlise estatistica mostrou resultados significativos para as propriedades quimicas,
destacando os efeitos do extrato de tramazeira e do tempo de armazenamento nos niveis
de antioxidantes e compostos fendlicos.

Conclui-se que o extrato de tramazeira pode ser um aditivo natural promissor em
produtos lacteos, apresentando propriedades antioxidantes e conservantes. A aceitagdo
dos iogurtes enriquecidos com extrato indica um potencial para sua aplicagdo comercial,
fornecendo uma alternativa aos aditivos quimicos sintéticos e atendendo as expectativas
dos consumidores em termos de qualidade e seguranca alimentar. Novos estudos sdo
necessarios para confirmar esses resultados e explorar ainda mais o potencial do extrato

de tramazeira em alimentos.

Palavras-chaves: tramazeira; iogurte; extrato hidroetanolico; aditivos quimicos.



ABSTRACT

The fruit of the rowan tree is a natural resource with bioactive properties attributed to
the presence of phenolic compounds, such as flavonoids and phenolic acids. Investigating
this fruit is important to potentially integrate it into diets as a natural alternative to the
widely used chemical preservatives in globally marketed foods. Rowan pulp, containing
substances like sorbitol and sorbic acid, could replace chemical additives currently used
in yogurt preservation. This approach aligns with the increasing demand for more natural,
appealing, and economically viable food products. The current study aimed to optimize
the extraction of phenolic compounds and to evaluate the effect of incorporating rowan
fruit pulp extract in yogurt formulations.

Analysis results included total phenolic compound (TPC) levels, antioxidant activities
(DPPH and FRAP methods), and sugar concentrations by HPLC, from the 14 trials
conducted according to an experimental design for hydroethanolic extractor optimization.
Average phenolic compound levels ranged from 40 to 65 mg/g of freeze-dried pulp, with
a mean of 56 mg/g. The average antioxidant activity was 83% by the DPPH method and
0.43 mg FeCls/g of freeze-dried pulp by the FRAP method. Sorbitol was found in higher
concentrations than fructose, with glucose being the least abundant sugar (average
concentration of 95 g sorbitol, 27 mg fructose, and 22 mg glucose per g of freeze-dried
pulp). The optimal hydroethanolic extract solution was chosen with pH 4.9 and 40%
ethanol, ensuring high extraction of phenolic compounds.

In the yogurts, pH values did not significantly differ between the control and extract-
added samples. The addition of rowan extract did not affect the physicochemical
composition of the yogurts, keeping them within European microbiological standards.
Sensory analysis of the yogurts indicated favorable acceptance by consumers for both
samples, with the yogurt enriched with 0.1% rowan extract showing higher averages in
appearance, aroma, and overall taste compared to the yogurt with potassium sorbate.
However, the yogurt with potassium sorbate received a higher rating in consistency.
Statistical analysis showed significant results for chemical properties, highlighting the
effects of rowan extract and storage time on antioxidant levels and phenolic compounds.

It is concluded that rowan extract can be a promising natural additive in dairy

products, exhibiting antioxidant and preservative properties. The acceptance of yogurts
X



enriched with extract indicates commercial potential, providing an alternative to synthetic
chemical additives and meeting consumer expectations in terms of quality and food
safety. Further studies are needed to confirm these results and further explore the potential

of rowan extract in foods.

Keywords: rowan tree; yogurt; hydroethanolic extract; chemical additives.
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ENQUADRAMENTO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), 20% dos alimentos produzidos
perdem-se por deterioragdo. A preservacdo dos alimentos pode ser obtida mediante a
utilizacdo de alguns processos fisicos e biologicos, como refrigeracdo, secagem e
aquecimento. Quando os alimentos ndo podem ser submetidos a essas técnicas €
necessario a utilizacdo de aditivos quimicos, os conservantes. De facto, a maioria dos
produtos industrializados precisam dos conservantes para aumentar o seu tempo de vida
de prateleira, evitando assim a contaminacdo por microrganismos patogénicos e de
deterioracdo que, poderdo danificar o alimento tornando-o improprio para consumo. Estas
substancias sdo usadas, principalmente, para manter as caracteristicas de sabor,
consisténcia e aparéncia, bem como o valor nutritivo destes produtos.

Atualmente devido aos potenciais riscos toxicologicos decorrentes da ingestao diaria

de substancias quimicas tem-se aumentado a pesquisa de aditivos naturais que possam vir
a ser utilizados para substituir total ou parcialmente os conservantes quimicos.
Apesar dos estudos cientificos que comprovem os efeitos negativos dos aditivos quimicos
na salde Humana serem escassos, alguns investigadores referem que o excesso de
ingestdo de alimentos com conservantes quimicos pode desencadear doencas
particularmente alergias e neoplasias.

A nivel industrial aumentar o tempo de vida de prateleira de um produto alimentar é
crucial pois reduz as perdas de alimentos e residuos, além de proteger a salde dos
consumidores. Os aditivos alimentares podem prolongar a vida Util, restaurar a cor,
melhorar o sabor, a consisténcia e aparéncia, bem como o valor nutritivo dos alimentos.
Os aditivos alimentares utilizados tradicionalmente na indUstria alimentar no controle de
alteracdes em alimentos, vem dando espacgo a novos aditivos, apelando pela substitui¢éo
por aditivos naturais, na industrializacao de alimentos.

Geralmente os consumidores preferem alimentos sem aditivos, ou “free” de
aditivos/ingredientes artificiais, em decorréncia disso surgiu uma nova abordagem na
percecdo do consumidor sobre produtos alimenticios, o chamado “rétulo limpo”. 1SS0
trouxe novos desafios as industrias de processamento alimentar, sendo necessario o uso
de combinacdo de novas tecnologias direcionadas a necessidade atual de substituir os
conservantes artificiais por naturais e que sejam seguros para o consumidor e atendam
aos requisitos de qualidade.

A tramazeira (Sorbus aucuparia), arvore indigena, de Portugal cujos produtos estéo a ser
Xii



subvalorizados/desvalorizados, por apresentar elevados teores de acidos sorbico, malico,
sorbitol, fenodis e vitamina C poderd vir a ser uma 6tima alternativa para substituir os
aditivos quimicos.

E reportado na literatura que é importante extrair os compostos fendlicos dos frutos
da Tramazeira, pois estes podem ser utilizados como aditivos naturais, contudo, o
processo de extracdo deve ser aprimorado para que ndo haja perda dos varios grupos de

compostos fenolicos extraidos da polpa do fruto.

Objetivos geral

Este trabalho tem como objetivo global avaliar o efeito da utilizacdo da polpa do fruto
da Tramazeira na conservacéo e bioatividade do iogurte. O estudo envolveu a realizagéo
de anélises microbioldgica, fisico-quimicas, valor nutricional, compostos bidlogicos e

bioatividade.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Analisar o perfil das bagas da Tramazeira através de andlises fisico-quimicas,
determinacdo da composicdo fendlica e analises microbioldgicas;

e Otimizar o processo de extracdo da polpa e do iogurte;

e Preparar um iogurte sabor a morango, tipo “batido”, apenas com adig¢do do sorbato de
potassio;

e Produzir iogurtes sabor a morango, tipo ‘“batido”, substituindo o conservante
convencionalmente utilizado na industria (sorbato de potéssio), total ou parcialmente,
pelo extrato de bagas de tramazeira;

e Avaliar o tempo de vida de prateleira dos diferentes tipos de iogurte:

i) adicionado de sorbato (controlo);
ii) adicionado do extrato de polpa do fruto da tramazeira natural;

e Andlise sensorial.
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Estrutura do trabalho

O presente trabalho é estruturado em quatro capitulos: O primeiro capitulo, intitulado
"Introducéo”, aborda de maneira abrangente o iogurte, incluindo sua composicdo e
processo de producdo, além de fornecer informacdes sobre a arvore de tramazeira,
incluindo sua localizacdo, caracteristicas bioquimicas e propriedades bioactivas. No
segundo capitulo, denominado "Materiais e Métodos", sdo descritas as metodologias
utilizadas para investigar as propriedades do fruto da tramazeira, bem como o processo
de producdo do iogurte e suas analises, incluindo avaliacBes sensoriais. O terceiro
capitulo, "Resultados e Discussdes", apresenta os resultados obtidos no estudo. Por fim,
0 quarto capitulo, "Conclusdo", sintetiza os resultados obtidos no estudo e propde

pesquisas futuras para aprimorar o entendimento dos beneficios da arvore de tramazeira.
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1. INTRODUCAO
1.1. logurte

O logurte ¢ definido na Portaria n® 742/92 de 24 de Julho como “o produto coagulado,
obtido por fermentacdo lactica conduzida por Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
e do Streptococcus thermophilus sobre o leite e produtos lacteos, e com ou sem
ingredientes, devendo a flora especifica estar viva e abundante no produto final”.
Encontram-se também estabelecidos os limites para os parametros microbioldgicos:
Contagem da Flora Especifica do logurte (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus); Pesquisa e contagem de Coliformes; Contagem de Bolores

e Leveduras e Vitalidade da Flora Especifica do logurte.

1.1.1. Mercado e consumidores

O mercado global de iogurte estd projetado para atingir uma avaliacdo de US$
79.147,2 milhdes até 2033, de US$ 44.808,5 milhGes em 2023. Ele deve se expandir
rapidamente a um CAGR de 5,9% no periodo estimado entre 2023 e 2033,

Nos ultimos anos tem-se observado um aumento do consumo iogurte. Segundo o
Instituto Nacional de Estatistica (Ine, 2019) o consumo anual per capita, em Portugal, de
leites acidificados (incluindo iogurtes) aumentou de 2,7 kg em 1983 para 20,2 kg em
2004. No ano de 2018, foi consumido em 96% dos lares portugueses e, apesar de poder
ser considerada uma categoria tradicional, esta longe de ser desatualizada.

O iogurte deixou de ser apenas dirigido para as criangas e para o lanche (Martins,
2004). Este produto é consumido por um publico muito mais diversificado, em varias
ocasides, dentro e fora de casa, como produto final ou até como tempero para saladas ou
usado como ingrediente na pastelaria (Impala, 2005). O espaco reservado ao iogurte nas
prateleiras dos distribuidores tem aumentado nos ultimos anos (Martins, 2004), o que
contribui também para demonstrar a consolidada presenca do iogurte na vida do
consumidor portugués. O consumidor atualmente esta mais sensibilizado para introduzir
habitos alimentares mais saudaveis na sua rotina do dia-dia, 0 que o torna cada vez mais

exigente e preocupado com a questdo da salde sendo este aspeto relevante na hora da
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compra dos mesmos; de fato, os consumidores estdo cada vez mais interessados em
incorporar alimentos saudaveis na sua dieta (Hekmat & Reid, 2006). Também, a
sensibilizacdo crescente dos consumidores para os beneficios do iogurte para a saude, fez
com que os fabricantes atendendo a esta nova demanda, passassem a produzir maior
quantidade e diferentes tipos de produtos, o que se traduziu no crescimento do mercado
de iogurte.

O iogurte pode ser encontrado em forma liquido-viscoso que € chamado de iogurte
batido ou com consisténcia densa que é o iogurte tradicional. A diferenca entre estes é
que o iogurte batido sofre agitacdo lenta apos o processo fermentativo (Alvarenga, 1995).
Jé as frutas sdo adicionadas preferencialmente aos iogurtes batidos, sendo que, em muitos
destes produtos para garantir a qualidade e estabilidade é essencial controlar atributos
como: aroma, sabor, cor, docura e pH (Chandan & Kilara, 2013).

Atualmente, observa-se o aumento da alimentacdo consciente e, com isso, a
participacdo dos alimentos funcionais no mercado progrediu. Os alimentos funcionais
para além de fornecem elementos que vao nutrir os consumidores, também vao melhorar
aspetos fisicos e comportamentais das pessoas, mediante a modulacéo de varias funcdes
fisiologicas (Liu et al., 2020). Dessa forma, os probioticos apresentam-se como uma das
classes mais rentaveis e em constante crescimento, com uma projecao global de ganhos
por volta de 78,3 bilhGes de dolares em 2026 para a categoria de alimentos com alegacao
de propriedade funcional (Dioso et al., 2020; Oliveira et al., 2017). Estima-se que o leite
¢ a matriz alimentar em que os probioticos sdao mais utilizados no mercado de alimentos
(Liu et al., 2020). Devido a sua maior aceitacdo comercial e excelente valor nutritivo,
ademais a composi¢do dos produtos lacteos favorece a utilizacdo e manutencdo dos
probiéticos. De facto, os derivados do leite sdo bons meios de crescimento para esse grupo
microbiano, pois contém fatores e substratos indispensaveis para a fermentacdo, como
acucares e proteinas. Além disso, os produtos alimenticios como os laticinios séo
importantes para a resisténcia dos probioticos ao suco gastrico, particularmente pelo seu
efeito tamponante e protetor (Souza et al., 2020).

Os alimentos podem ser considerados "funcionais" inteiros, enriquecidos, fortificados
e melhorados e que proporcionam beneficios adicionais para a salde para alem de

fornecer ao organismo os nutrientes essenciais (Nazhand et al., 2020). O iogurte € um dos
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alimentos funcionais mais conhecidos, por trazer multiplos beneficios a satde, sendo uma
das principais fontes de célcio, que € um mineral essencial para a manutencao e formacéao
dos ossos e dentes, além disso 0 consumo de iogurte pode ainda auxiliar na prevencdo da
osteoporose e na protecdo do coracdo ja que este ajuda a dilatar os vasos sanguineos. De
facto, Chandan et al. (2008) reporta que o iogurte tem grande popularidade quer pelas
suas caracteristicas bem definidas, quer pelos seus beneficios a salde devido a presencga
de culturas vivas e ativas favoraveis ao organismo, particularmente por regularem a flora

intestinal.

1.1.2. Principal matéria-prima utilizada na producéo do iogurte

A principal matéria-prima do iogurte é o leite, uma fonte essencial de nutrientes para
a alimentacdo humana que desempenha um papel crucial na economia global. O leite
contribui significativamente para os setores agropecuario e alimenticio em diversos
paises. Prevé-se que as exportacdes mundiais de leite aumentem em 1,8% (1,3 milhdes
de toneladas), alcancando 76 milhdes de toneladas em 2019. Este crescimento representa
uma desaceleragdo em relacdo a 2018, quando o aumento foi de 2,8%. Este crescimento
é sustentado pela grande quantidade de producdo na Nova Zelandia, seguida do México,
da Unifo Europeia, da Argentina, india e Canada, contrariamente ao verificado nos
Estados Unidos da América e Austrélia. O setor de lacticinios é de grande importancia
para a UE, sendo a producdo de leite realizada em todos os Estados-Membros,
representando uma proporcao significativa do valor da producdo agricola da UE,
constituindo para alguns Estados-Membros uma parte muito importante da economia
agricola. Os principais produtores sdo a Alemanha, a Franca, o Reino Unido, a Poldnia,
os Paises Baixos e a Italia, que representam, em conjunto, quase 70% da producao da UE.
A producdo total de leite total da UE é estimada em cerca de 170 milhdes de toneladas
por ano (dados de 2017).

O efetivo leiteiro da UE tem vindo a diminuir nos Gltimos anos a par de um aumento
da produtividade por vaca leiteira. Em 2020, a UE contava cerca de 20 milhdes de vacas,
com uma producdo média de 7 300 kg de leite por cabeca. Neste contexto, podemos

perceber que o leite tem grande importancia econdmica e alimentar, ja que muitas pessoas
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consomem este produto e os seus derivados quase diariamente. O leite € amplamente
reconhecido como um alimento extremamente nutritivo e completo, sendo altamente
valorizado por sua composi¢ao rica em nutrientes essenciais.

Entende-se por “leite cru” o produto da secre¢do da glandula mamaria de animais de
criagédo, ndo aquecido a uma temperatura superior a 40 °C nem submetido a um tratamento
de efeito equivalente” (Regulamento (CE) n°® 853/2004/CE).

As bacterias acido laticas estdo presentes em praticamente todos os alimentos como
constituintes naturais. No leite cru, correspondem de 20% a 30% do total de bactérias
existentes (Delavenne et al., 2012). S& um grupo de bactérias com capacidade de
produzir diversas substancias, destacando-se para a producéo de derivados lacteos o acido
latico, que é responsavel pelas caracteristicas unicas de sabor, aroma e textura destes
produtos (Ortolani et al., 2010; Hermanns et al., 2013; Tulini et al., 2016; Oliveira, 2017).
De facto, as bactérias laticas responsaveis pela conversdo (fermentacdo) do leite em
iogurte consomem 0s agucares presentes no leite originando acido latico que aumenta a
acidez do meio e provoca a coagulacdo das proteinas, formando uma substancia firme
que caracteriza o iogurte de textura consistente. Além de modificar a textura, esse
aumento na acidez também contribui para a conservacdo do produto, pois impede a
proliferacdo de bactérias patogénicas (Yildiz, 2016). Convém salientar, que o leite
utilizado para a producdo de iogurte tem que ser um leite de excelente qualidade
microbioldgica, ja que o uso de leites que ndo possuam tanta qualidade, como, por
exemplo, o produzido por vacas com mastite, (inflamacdo da glandula mamaria da vaca)
podem afetar negativamente a consisténcia e qualidade do iogurte. A presenca de residuos
de antibidticos e desinfetantes também traz problemas na produc¢éo do iogurte, pois inibe
o0 crescimento das bactérias lacticas necessarias para a fermentacdo, bem como a de outros
microrganismos que podem competir com as bactérias de interesse para 0 processo,
podendo resultar em fermentagdes lentas e em produtos de baixo corpo (Chandan et al.,
2008).



1.1.3. Producéo do iogurte

De acordo com a Portaria no 742/92, de 24 de julho (Ministros da Agricultura e do
Comeércio e Turismo, 1992), o iogurte € um produto coagulado, obtido por fermentagéo
lactica conduzida exclusivamente por Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e por
Streptococcus thermophilus do leite adicionado ou ndo de ingredientes como, leite em pg,
acucares e edulcorantes, devendo a flora especifica estar viva e abundante no produto
final. Essas bactérias induzem um abaixamento do pH do leite, e, consequentemente a
formacéo de coagulos.

O processo geral de fabrico do iogurte consiste no pré-tratamento térmico do leite
(temperaturas superiores a 90°C) que destrdi a microbiota presente, chegando a niveis
baixos de microrganismos vidveis. De seguida procede-se a inoculagdo com
aproximadamente 107 UFC/g da cultura de bactérias lacticas. Na producéo de iogurte em
larga escala s@o incorporados outros ingredientes lacteos, (leite em p6 desnatado, soro de
leite, leite desnatado e lactose) (Yildiz, 2016), aditivos com atividade de amplo espectro
contra leveduras e bolores (sorbato de potéssio, benzoato sodio e suas misturas),
estabilizantes (gelatina, pectina e agar-agar) e flavorizantes (Deeth & Tamine, 1981).

Convém salientar, que o consumo a longo prazo e excessivamente de produtos
industrializados ricos em acucares, gorduras e aditivos estdo associados ao aparecimento
de doengas crbénicas como obesidade, sobrepeso, diabetes mellitus, doencas
cardiovasculares, dislipidemias, cancer, entre outras patologias (Deon et al., 2015; Kanter
et al., 2018; Correa et al., 2019). Portanto, o iogurte necessita de um olhar critico quanto
a sua composicdo e qualidade nutricional, a fim de identificar se todos os produtos
disponiveis no mercado possuem componentes benéficos para a salide e se sdo realmente
nutritivos, a fim de garantir aos consumidores 0s melhores produtos a serem consumidos
e que ndo causardo danos a saude (Arrla et al., 2017; Ares et al., 2018; Khandpur et al.,
2018).

Na figura 1 apresenta-se o diagrama de fabrico do iogurte.
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Figura 1: Fluxograma do processo de fabrico do iogurte sélido, batido e liquido (adaptado de
Weerathilake et al.,2014; Corrieu & Béal,2016).

A adicdo de ingredientes laticos, € feita normalmente para aumentar o teor de sélidos
ndo gordurosos no leite, contribuindo também para melhorar as propriedades sensoriais e
o valor nutricional do iogurte. Na producdo em pequena e média escala, geralmente
apenas se utiliza leite em pd desnatado para aumentar a concentracdo do leite a ser
fermentado e originar um produto mais consistente (Alvarenga, 1995).

Para garantir uma boa homogeneizagdo a mistura dos varios ingredientes é efetuada

num tanque com agitacdo. O leite utilizado na producdo do iogurte é previamente



submetido a um intenso tratamento térmico a temperaturas de 80 a 85 °C durante 30
minutos em sistemas descontinuos e de 90 a 95 °C em sistemas de fluxo continuo. Esse
tratamento térmico mais intenso desnatura parcialmente as proteinas do soro, além de
destruir microrganismos patogénicos e competidores com os starteres (cultura iniciadora).
A acdo do calor durante a desnaturacdo de proteinas libera compostos nitrogenados de
baixo peso molecular que estimulam o crescimento das bactérias lacticas. Em seguida é
realizada a homogeneizacédo que reduz o diametro dos glébulos de gordura, permitindo a
sua distribuicdo uniforme no iogurte. Melhora ainda a consisténcia do produto e a
estabilidade do coédgulo evitando a formacgéo de creme e a separagao do soro.

Posteriormente a mistura € homogeneizada e resfriada até a temperatura ideal para o
crescimento dos microrganismos de interesse, adiciona-se a cultura iniciadora. As
bactérias acido laticas (LAB) sdo inoculadas numa quantidade normalmente de 2 a 3%
do volume total de leite para produzir o iogurte. De seguida procede-se a incubacdo a uma
temperatura entre 41 a 45 °C, durante 4 a 6 horas, até atingir um valor de pH que oscila
entre 4,5 e 4,7, necessario para o crescimento destes microrganismos.

No mercado, atualmente estdo disponiveis diversos tipos de iogurtes nomeadamente
acrescentadas de geleias, polpas entre outros ingredientes. De facto, nos Gltimos anos,
para melhorar a qualidade e bioatividade do iogurte, tém sido adicionados polifendis e
sementes de frutas, fibra dietética e extratos de plantas (Liu, 2018). Com efeito, hoje em
dia verifica-se um interesse crescente por principios bioativos provenientes de matérias-
primas naturais para o desenvolvimento de produtos funcionais estaveis (Molina et al.,
2019), podendo também emergir novas tendéncias na producdo de produtos lacteos
funcionais e saudaveis (Yildiz & Ozcan, 2019).

Quanto a textura do produto, de acordo com o processo de elaboracdo os iogurtes
podem ser classificados em: batidos, liquidos e tradicionais, que sdo aqueles que tem uma
consisténcia firme. A fase inicial do processo é igual para todos os tipos de iogurte a
diferenca esta na fase de fermentacdo. No iogurte tradicional o processo de fermentagéo
ocorre dentro da propria embalagem, ja nos iogurtes batidos e liquidos a fermentagdo tem
lugar dentro de incubadoras ou tanques. Os iogurtes liquidos e batidos diferem apenas no

grau de rutura do gel formado, o batido € bombeado para um trocador de calor para



resfriar e, o liquido é submetido a um processo mais intenso, como a homogeneizagao
(Ordofiez, 2005).

O pH diminui na etapa da fermentacdo devido a formacéo de acido latico resultante
do crescimento bacteriano. A um pH de 5,2 - 5,3 a caseina comeca a destabilizar e
iniciasse a precipitacdo, que fica completa ao atingir pH 4,6 - 4,7, valor que representa o
ponto isoelétrico da caseina (Chandan et al. 2008). Na etapa seguinte é feito o
resfriamento que tem por objetivo reduzir a atividade metabdlica da cultura iniciadora,
para que o processo fermentativo ndo prossiga. As temperaturas de armazenamento ndo
devem exceder 5°C para garantir que a degradacao fisica, quimica e microbioldgica seja
retardada e o iogurte esteja apto para consumo pelo menos até 15 ou 20 dias apds a
producdo. O resfriamento muito rapido pode afetar a estrutura do coagulo, levando a
separacdo do soro devido a intensa retratacdo das suas proteinas, que afeta a capacidade
de retengdo de agua (Orddfiez, 2005). Por fim procede-se ao envase e a0 armazenamento,
sendo que o envase pode ser realizado tanto antes da fermentagéo (iogurte de consisténcia
firme) como apds a fermentacdo (iogurte batido). A embalagem utilizada deve ser

hermeticamente fechada e opaca, para proteger da luz.

1.1.4. Composicao quimica e nutricional

Primeiramente, para se conhecer a composi¢cdo do iogurte é preciso conhecer a
composicdo do leite utilizado para a sua producdo (principal matéria-prima). Convém
salientar que, o leite tem alto valor nutricional, os seus nutrientes sdo equilibrados e
contém substancias necessarias ao sistema imunologico. De acordo com Branddo (1995),
da composicao fisico-quimica do leite fazem parte: lipidos, 1,5%; lactose 3-4,5%;
estabilizantes 0,3-0,5%, solidos totais 12-16% e vitaminas do complexo B. Ainda
segundo este investigador, os estabilizantes mais frequentemente utilizados séo gelatina,
pectina e gar-agar.

Para melhorar as caracteristicas sensoriais e aumentar o valor nutricional do iogurte,
nomeadamente o teor em proteinas, alguns investigadores recomendam a adicdo de leite
em po ou concentrados proteicos. No leite cru as substancias capazes de inibir a acdo dos

microrganismos sdo inativadas rapidamente depois da ordenha, tornando o leite suscetivel
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a proliferacdo de microrganismos indesejaveis (patogénicos e de deterioragdo), salienta-
se que sdo varias as fontes que podem contribuir para a contaminacéo do leite, a referir:
animais, durante a ordenha quando ha falta de higiene na operacdo, equipamentos,
manipuladores, ar, durante o processamento e transporte (Franco & Landgraf, 1996).
Como o iogurte é considerado um dos principais produtos lacteos, a sua composicao
é semelhante a do leite, embora com ligeiras diferencas devido a mudangas ocorridas
durante a fermentacao bacteriana da lactose, pela adi¢cdo de outros ingredientes lacteos,
aditivos quimicos/ naturais, estabilizantes e flavorizantes. Na Tabela 1, podemos observar

a composicao nutricional do iogurte natural s6lido meio gordo.

Tabela 1: Composicédo nutricional do iogurte natural meio gordo (Adaptado da Associagdo
Portuguesa dos Nutricionistas, 2014).

logurte Natural Sélido meio gordo

Energia (KJ/Kcal) 226,00/54,00
Proteinas (g) 4,20
Gordura (g) 1,80
Hidratos de Carbono (g) 5,0
Lactose (g) 50
Vitamina A (ug) 30,00
Tiamina (mg) 0,03
Riboflavina (mg) 0,24
Niacina (g) 0,20
Folatos (ug) 1,70
Célcio (mg) 118,00
Fésforo (mg) 108,00
Magnésio (mg) 12,00
Zinco (mg) 0,5

O iogurte é uma rica fonte de calcio, fosforo, proteina, hidratos de carbono e
vitaminas. O consumo deste produto estd relacionado a imagem positiva de alimento
saudavel e nutritivo, bem como, as suas propriedades sensoriais (Teixeira et al.,1987). De

seguida apresentam-se 0s principais beneficios do iogurte.



1.1.5. Beneficios para a saude resultantes do consumo de iogurte

O iogurte é conhecido principalmente pelo seu efeito na regulacédo da flora intestinal

e pelo elevado teor em célcio, mas os seus beneficios vao além disso.
As proteinas provenientes do iogurte, além de serem em maior concentragdo que no leite,
pois a maioria dos iogurtes sdo enriquecidos com componentes sélidos de alto valor
biolégico (contém todos os aminoacidos essenciais a saude) (Mckinley, 2005; Wang et
al., 2013). Outro beneficio esta relacionado com o sistema imunolégico. Como referido
anteriormente o iogurte é produzido pela acdo de, no minimo, dois tipos especificos de
estirpes bacterianas, sendo as principais Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
bulgaricus, as quais ajudam a flora intestinal e aumentam a resisténcia do organismo, pois
impedem a multiplicacdo da maior parte das bactérias patogénicas. Com efeito, sdo
atribuidas as bactérias presentes no iogurte a capacidade de inibir o desenvolvimento de
micro-organismos potencialmente patogénicos no sistema digestivo, atraves da
competicdo. Também, o iogurte é considerado um veiculo de microrganismos probidticos
(Buttriss, 1997; Lourens-Hattingh & Viljoen, 2001).

O consumo regular de alimentos probi6ticos, como é o caso dos iogurtes, pode ajudar
a reduzir a pressao arterial, isso acontece porque este produto lacteo, além de reduzir o
colesterol no sangue, é resistente a insulina (usada para o tratamento de diabetes),
ajudando a regular o sistema hormonal que controla o fluxo sanguineo.

Varios investigadores avaliaram o efeito do consumo de iogurte nos niveis de
colesterol, tendo como exemplo o site americano Healthline (2013), que realizou um
estudo relacionando o consumo de iogurte aos niveis de pressdo arterial e colesterol.
Verificaram que, os consumidores de iogurte pareciam ter um perfil metabdlico melhor
do que aqueles gue nao consumiam iogurte. Isso significa que eles tinham um indice de
massa corporal (IMC) mais baixo, circunferéncia da cintura menor, bem como niveis mais
baixos de triglicerideos, glicose em jejum e insulina, e pressao arterial. Eles também
apresentam niveis mais elevados de lipoproteinas de alta densidade (HDL), isto é,
colesterol “bom”. Outras pesquisas atribuiram a capacidade do iogurte reduzir o
colesterol ao seu conteudo probiotico. Um estudo britanico constatou que duas doses

diarias de um probiotico reduziram as moléculas de colesterol-chave no sangue, bem
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como 0s niveis de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), ou "mau" colesterol. Os
autores ndo conseguiram determinar se os efeitos positivos foram devido aos probi6ticos

em si ou ao proprio iogurte, ou a uma combinagdo de ambos.

1.1.6. Culturas laticas

As bactérias laticas que realizam a fermentacdo do leite sdo divididas em duas
categorias: as homofermentativas que metabolizam o0s acgucares, com producdo
principalmente de acido latico e sdo responsaveis pela coagulacéo da caseina do leite e, 0
grupo hétero fermentativo que converte os agtcares com producéo de acido latico, acidos
acetico, sucinico e piravico, alcoois e gas. Estes dois grupos de bactérias podem crescer
separadamente, porém juntas produzem uma maior quantidade de &cido latico. Os
produtos resultantes do seu metabolismo (S. salivarius ssp. thermophilus e L. delbrueckii
ssp. Bulgaricus) contribuem para o sabor e consisténcia do iogurte. Os aminoacidos e
peptideos presentes no leite sdo utilizados por ambas as bactérias, somente na quantidade
necessaria para permitir o seu crescimento no inicio da fermentagdo. E necessario também
a conversao de algumas das proteinas do leite em peptideos e depois em aminoacidos.
Como Lactobacillus ¢ o unico dos dois microrganismos que possui proteases,
Streptococcus conseguem crescer gracas a esses peptideos liberados por Lactobacillus.
Ao longo da fermentacdo, sdo formados compostos carbonilicos como acetaldeido,
acetona, diacetil e etanol, sendo estes 0s responsaveis pelas propriedades organolépticas
do iogurte. Os principais componentes do aroma e do sabor sédo aldeidos e cetonas, sendo
0 acetaldeido e o diacetil os que mais destacam-se (Ordofiez, 2005).

As bactérias acido laticas (BAL) possuem como caracteristicas serem Gram-positivas,
ndo formadoras de esporos, catalase negativas, imoveis, anaerobias, e sao aerotolerantes,
fastidiosas com relacdo a alguns aminoacidos e possuem consideravel tolerancia a acidos,
o0 que lhes confere vantagem competitiva sobre outras bactérias (Oliveira et al., 2018). As
culturas de bactérias lacticas desenvolvem simultaneamente a relacéo simbidtica reduzem
o tempo de fermentacdo, uma vez que Seu crescimento articulado é mais rapido do que o
desenvolvimento de uma cultura pura de cada um deles. Além disso, a soma dos valores

da proteolise total de cada cepa é inferior a protedlise da cultura mista. A associagédo de
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ambas as cepas estimulam a producdo de outros metabolitos como acetaldeido. Por
exemplo, a cepa de L. bulgaricus isolada ndo metaboliza a galactose, no entanto consegue
utilizar esse agucar quando se associa a S. Thermophilus (Bourgeois et. al., 1995). Estas
bactérias produzem mais acido em cultura mista do que em cultura pura (Thamer, 2006).
A velocidade de crescimento dos streptococos é superior a dos bacilos, produzem &cido
férmico, dioxido de carbono e utilizam o oxigénio, estimulando o crescimento dos
bacilos. J& a atividade proteolitica dos bacilos libera peptideos e aminoacidos que
favorecem o crescimento dos cocos, ressaltando a relagdo benéfica do uso em conjunto
das duas espécies (Yildiz, 2016; Chandan et al., 2008).

1.1.7. Aditivos

Segundo o Regulamento (UE) n° 1333/2008, art.° 3°, n°2, alinea a, do Parlamento
Europeu, entende-se por aditivos alimentares quaisquer substancias ndo consumidas
habitualmente como géneros alimenticios em si mesmas e habitualmente ndo utilizadas
como ingredientes caracteristicos dos géneros alimenticios, com ou sem valor nutritivo,
e cuja adicdo intencional aos alimentos com um objetivo tecnolégico na fase de fabrico,
transformacéo, preparacdo, tratamento, embalagem, transporte ou armazenagem, tenha
por efeito, ou possa legitimamente considerar-se como tendo por efeito, que elas préprias
ou os seus derivados se tornem direta ou indiretamente componentes desses géneros
alimenticios. Este regulamento estabelece todas as orientacdes necessarias para 0 uso de
aditivos. De maneira concisa, os aditivos alimentares sdo componentes incorporados aos
produtos alimentares com a finalidade de preservar, potencializar ou acentuar suas
propriedades fisicas e organolépticas, a fim de prevenir possiveis deterioracdes, tais como
a degradacéo da cor e do sabor, bem como o desenvolvimento de microrganismos, entre
outros processos indesejaveis, € um ingrediente colocado nos alimentos variando
conforme sua fungéo: conservante, espessante, estabilizante, emulsionante, entre outras.

Nos rotulos dos alimentos, podem ser citados pelo nome da substancia utilizada ou
pelo codigo "E". As condigdes de uso dos aditivos alimentares sdo regulamentadas, ou
seja, de acordo com a dosagem permitida e os alimentos nos quais podem ser usados.

Portanto, os aditivos alimentares podem ndo causar problemas de salde se forem usados
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em condigdes estabelecidas e consumidos nas quantidades recomendadas. Atualmente,
estdo descritos aproximadamente 2.500 aditivos alimentares que podem ser utilizados
pela industria alimenticia.

Para se evitar a deterioracdo de algum alimento, utiliza-se a conservacéao, uma técnica
empregada aos alimentos que visa aumentar a vida de prateleira, mantendo-os livres de
microrganismos que provoquem alteracdo em sua qualidade microbiologica e
organolética, bem como para realcar o sabor, textura, cor e aroma sem que haja alteracédo
nas caracteristicas sensoriais do mesmo. Atualmente ha varios métodos de conservacao
de alimentos, no geral podemos classifica-los como conservantes sintéticos ou naturais
(Sharif et al.,2017).

Aditivos alimentares sintéticos. Na atualidade, os alimentos processados para chegarem
até aos consumidores precisam de percorrer longas distancias e, portanto, é necessario
assegurar a chegada ao destino nas melhores condic¢des de qualidade e seguranga. Assim,
para prevenir contaminacdes e deterioracdo dos alimentos esta a ser utilizados aditivos
alimentares (Carocho et al., 2014). Os conservantes sintéticos vém sendo utilizados com
moderacdo, pois estudos apontam diversos maleficios para saude humana relacionados
a0 Seu uso em excesso.

Na formulacdo tradicional de iogurtes, os aditivos eram utilizados como espessantes,
aromatizantes, acidulantes, conservantes e corantes. No entanto, convém salientar que,
quando em excesso, podem representar um risco para a salude do consumidor,
particularmente causar alergias e disfungdes digestivas e metabolicas. Deste modo, é
imperioso estar atento aos possiveis riscos toxicologicos destas substancias resultantes
principalmente da sua da ingestdo frequente (Polonio & Peres, 2009). No iogurte 0s
conservantes mais usados para prolongar o tempo de vida de prateleira sdo o acido sorbico
e sorbatos, acido benzdico e benzoatos e anidro sulfuroso. Segundo a Legislagédo
Portuguesa, o sorbato de potassio (aditivo sintético) esta autorizado na producéo de
iogurte, desde que respeite os limites méaximos de utilizacdo que neste caso sdo 300-2000
mg/kg, sendo esses valores de acordo com o Regulamento (UE) N.° 1129/2011 da
Comisséao Europeia (Parlamento Europeu, 2008). Este composto é amplamente usado em

produtos alimentares por inibir o crescimento de bolores e leveduras. Utiliza-se o sorbato
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de potéassio porque é mais solivel em agua do que o &cido sorbico, que existe de forma

natural em alguns frutos.

Aditivos alimentares naturais. Os conservantes naturais sdo aditivos utilizados com a
intencdo de conservar, minimizar a oxidagéo e o crescimento bacteriano nos alimentos,
de forma a manté-los prdprios para consumo, sem alterar as suas caracteristicas
sensoriais.

Os aditivos naturais sdo substancias provenientes de fontes organicas, como plantas,
animais e microrganismos. Estes aditivos sdo derivados de matérias-primas com
composicdo variavel. Deste modo, tanto a quantidade quanto a qualidade das substancias
ativas, bem como a presenca de diversos outros compostos, sdo influenciadas pela
natureza especifica do substrato que serviu como base, pelas condi¢Bes climaticas
vigentes e por diversos outros fatores. Galo et al. (2018), define conservantes naturais
como substancias intencionalmente adicionadas aos alimentos capazes de conferir
alguma caracteristica ou melhorar outras, como as propriedades de armazenamento.
Sendo moléculas de origem natural que apresentam atividade bioldgica na conservacéo
alimentar, tem fung@o antioxidante, se enquadrando deste modo na conservacdo dos
alimentos. Podem ser classificados em agentes antimicrobianos e antioxidantes (Sharif et
al., 2017). Os antimicrobianos sdo compostos microbicidas ou microbiostaticos, que
agem matando, inibindo ou reduzindo o crescimento de microrganismos indesejaveis no
alimento, que provocam alteraces e consequentemente tornando-0s improprios para o
consumo. Os agentes antioxidantes atuam no alimento impedindo a rancidez oxidativa,
visto que, a oxidacdo é uma das principais razdes para deterioracdo de alguns produtos
alimenticios (Tiwari et al., 2009), afetando consequentemente o seu comercio € 0
consumo

Os antioxidantes naturais, como por exemplo o &cido ascérbico, sdo considerados
menos prejudiciais para 0 organismo, no entanto apresentam baixa estabilidade (Naidu,
2003). Nesta perspectiva, verifica-se a necessidade de investigar produtos naturais
encontrados na biodiversidade, que apresentem menores efeitos colaterais e que possuam
maior estabilidade. Atualmente os conservantes sintéticos vém sendo utilizados com

moderacdo, pois tal como referido anteriormente, a bibliografia reporta diversos
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maleficios relacionados ao seu uso em excesso para saude humana. Desse modo, devido
a grande procura, pela populagdo, por alimentos menos industrializados, o uso de
conservantes naturais estdo em crescimento, com isso, as industrias buscam cada vez mais
suprir as necessidades desse grupo de pessoas (Leonardi & Azevedo, 2018). Conforme
reportado por Pokorny (2001), os aditivos mais amplamente utilizados ndo sdo puramente
naturais, tem apenas uma natureza idéntica. Isto significa, que a sua estrutura é a mesma
que a das substancias naturais, mas sdo obtidos por sintese quimica e fornecidos num
estado relativamente puro, como é o caso dos tocoferdis sintéticos, e dos acidos ascorbico
e citrico. Alguns exemplos de antioxidantes naturais sdao os compostos fendlicos, acido
ascorbico, carotenoides e tocoferdis (Carocho et al., 2015).

1.1.8. Probidtico

A palavra probiético deriva do grego que significa "para a vida" (Lourens-Hatting &
Viljoen, 2001). Embora o termo e a definicdo precisa de probidtico tenham origem nos
anos 90, o interesse por microrganismos potencialmente benéficos a satde é de tempos
remotos (Schrezenmeir & Vrese, 2001). S6 em 2001, surgiu um consenso na definicdo de
probioticos. O termo, tal como definido originalmente pela Organizacdo das NacGes
Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
apos a avaliacdo das propriedades de saude e nutricionais dos probioticos na alimentacao,
definiu os probidticos como ‘‘Microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro’’.

O iogurte se destaca na categoria de alimentos probidticos, porque contém bactérias
e leveduras que quando ingeridas em doses adequadas conferem equilibrio para a
microbiota intestinal e geram beneficios a saude do individuo. Se o intestino de um adulto
estiver saudavel, a microflora predominante é constituida por microrganismos promotores
da salde, na sua maioria pertencente aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium
(Moraes et al., 2006). Saad (2006), reportaram que 0s beneficios a satde do hospedeiro
atribuidos a ingestdo de culturas probiéticas sdo: controle e estabilizacdo da microbiota
intestinal apds o uso de antibidticos, promocao da resisténcia gastrintestinal a colonizagéao

por patdgenos, diminuicdo da concentracdo dos acidos acetico e latico, de bacteriocinas
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e outros compostos antimicrobianos, promoc¢do da digestdo da lactose em individuos
intolerantes a este agucar, estimulacdo do sistema imune, alivio da prisdo de ventre e
aumento da absorcao de minerais e vitaminas.

Os probioticos devem ser inGcuos, manter-se viaveis por longo periodo de tempo
durante o armazenamento e transporte, tolerar os valores baixos de pH do suco gastrico,
resistir & acdo da biles e das secre¢Bes pancreaticas e intestinais, ndo transportar genes
transmissores de resisténcia a antibioticos e possuir propriedades antimutagénicas e
anticarcinogénicas, bem como resisténcia a fagos e ao oxigénio (Havenaar & Huis in’t
veld, 1992). Para ter efeitos benéficos na salde segundo lannitti e Palmieri (2010),
recomendam uma quantidade de 5.10° UFC (Unidade Formadora de Coldnias)/dia
durante 5 dias. A legislacdo portuguesa em vigor estabelece que, a contagem da flora
especifica do iogurte, com vitalidade prdpria, deve ser no minimo de 5 x 107 UFC/g
(Portaria n°® 742/92). A FAO/OMS, o Codex Stan 243-2003, e a legislacdo brasileira
(Padrdes de Identidade e Qualidade (PI1Q) de Leites Fermentados, Resolugdo N° 5 de 13
de novembro de 2000), indicam que a contagem total de bactérias lacteas vidveis deve ser
no minimo de 107 UFC/g no produto final, durante todo o tempo de vida de prateleira.
Produzir iogurte apenas com microrganismos probidticos ndo é viavel do ponto de vista
econdmico e comercial devido ao aumento do tempo de fermentacdo necessario para
baixar o pH do leite para 4,6 e ao sabor desagradavel causado por algumas cepas

probiéticas.

1.2. A &rvore Tramazeira
1.2.1. Caracterizacdo e distribuicédo da Tramazeira

A tramazeira (Sorbus aucuparia), também vulgarmente conhecida como
cornogodinho, sorveira, escancerejo, pertence a familia das Rosaceas que inclui também
outras plantas conhecidas como a cerejeira (Prunus avium), a pereira (Pyrus communis),
a macieiras (Malus sylvestris) e muitas outras. E uma arvore que pode atingir 4 a 15
metros de altura com uma copa aberta arredondada, as folhas sdo compostas, e as flores
brancas, agrupam-se em corimbos terminais, que quando fertilizados produzem frutos

vermelhos brilhantes (parecem bagas), do tamanho de uma ervilha grande, como pode ser
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observado na Figura 2. Floresce de maio a julho e os frutos amadurecem normalmente no
final de setembro. A tramazeira é bastante conhecida pelo fato de seus frutos serem um
grande atrativo para os passaros que se alimentam deles, motivo pelo qual os cacadores
utilizavam como isca em armadilhas para atrair as aves. Por isso, a espécie recebeu o

nome "aucuparia”, que deriva do latim "aucupor” que significa cacar passaros.

L / -

Figljra 2: Fruto da arvore Tramazeira (Arvores e Arbustos de Portugal)

Em relacdo a distribuicdo geografica da tramazeira verifica-se que é uma espécie
nativa da Europa e da Asia Menor, é encontrada em locais expostos, rochosos e ingremes,
acima de 1000 m. Em Portugal Continental, ocorre naturalmente nas regides de montanha
do Norte e Centro, nomeadamente nas serras do Gerés, Cabreira, Larouco, Montesinho,
Gardunha e Estrela. E muito rara no Sul e na faixa litoral (Figura 3).

Acredita-se que o género Sorbus possa ter origem no leste da Asia tendo depois
migrado para a Europa e América do Norte (Jankun, 1993). Ha vérias espécies
distribuidas nas zonas temperadas do hemisfério norte, sendo que segundo Phipps et al.
(1990) existem 91 espécies na Europa e pelo menos 111 espécies na China, Vietname,

Birmania e Himalaia.
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Figura 3:Zonas de cultivo de Tramazeira em Portugal (Florestar.net, 1753)

1.2.2. Caracterizacdo bioquimica

O fruto contém sorbitol, acidos organicos (sorbico, malico, citrico e tartarico),

acucares, pectina, vitamina C e provitamina A, taninos e compostos fenolicos. O acido
sorbico (um conservante de alimentos com propriedades pricipalmente antifungicas) e o
sorbitol um poliol (de sabor doce usado como adogante) podem ser extraidos da sorveira-
brava. J4 a semente contém glicosideos cianogénicos, que ao se ligarem com a agua
originam &cido cianidrico, altamente toxico para humanos, mas nao para as aves.
O fruto da tramazeira ndo € popularmente conhecido no mercado mas possui alguns
beneficios a salde, destacando-se o potencial antioxidante devido ao elevado nimero de
compostos fendlicos, que vem sendo bastante estudados para avaliar a atividade bioldgica
de algumas espécies de Sorbus.

Os frutos podem ser toxicos quando consumidos frescos devido a presenca de acido
parasérbico, que pode causar desconforto gastrointestinal. No entanto, ao serem fervidos
ou tratados pelo calor, o acido parasérbico é convertido em &cido sérbico, que é
inofensivo e utilizado como conservante alimentar por suas propriedades

antimicrobianas. Esse processo de transformacdo ocorre através da hidrolise facilitada
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pelo calor, eliminando a toxicidade dos frutos e melhorando sua digestibilidade e a
disponibilidade de compostos benéficos.

Portanto, o tratamento térmico € essencial para tornar os frutos da tramazeira seguros
para 0 consumo. mas quando fervido ou tratado pelo calor, a toxicidade desaparece
obtendo-se um fruto com elevado valor agregado podendo ser utilizadas como ingrediente
para fazer geleias e molhos, por exemplo. Em algumas regides da Europa a partir de
processos fermentativos séo elaborados licores e vinagres. Também, tem sido
tradicionalmente usados em varios alimentos processados devido a sua elevada
bioatividade. Do ponto de vista ecoldgico, os seus frutos sdo uma importante fonte de
alimentos para as aves (Mitchell, 1974).

1.2.3. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios amplamente distribuidos pelo
reino vegetal. Sdo conhecidos mais de 8.000 compostos fendlicos com estruturas
quimicas diferentes e, consequentemente, com atividades bioldgicas diversas (Yafiez et
al., 2004; Yazaki et al., 2009). Sdo definidos como substancias que possuem anéis
aromaticos ligados a um ou mais grupos hidroxila (OH), incluindo seus derivados
funcionais. Estes compostos estdo relacionados com a pigmentacdo, odor e sabor de
diversos vegetais, ou aos processos de defesa do organismo vegetal, por esse motivo séo
denominados metabdlitos secundarios, isto é, substancias produzidas pelos seres vivos
que sdo indispensaveis ao seu crescimento. Os compostos fendlicos, considerados
compostos bioativos, dividem-se em &cidos fenolicos, flavonoides, cumarinas, taninos e
estilbenos (Figura 4) (Ferreira & Abreu, 2007). Um dos exemplos de classificacdo de
compostos fenolicos € de acordo com o tipo do esqueleto principal como apresentado na
Tabela 2, onde C6 conta o0 anel benzénico e Cn, o nimero de carbonos presente na cadeia
substituinte.

A estrutura dos compostos fendlicos pode variar entre uma simples molécula fendlica
a polimeros complexos de elevado peso molecular (Balange & Benjakul, 2009; Vaquero
et al., 2007).
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astaxantina,d-caroteno,
B-caroteno, B-criptoxantina,
licopeno, luteina e zeaxantina

\

Figura 4:Principais classes de fitoquimi

\ derivados da clorofila,
aminoicidos ¢ aminas
compostos de enxofre

\ > alilicos, indoles e

isotiocianatos

galico, protocatecuico,
vanilico, siringico

p-cumirico,
cefeico, ferulico,
sindpico

galico, protocatecuico,
vanilico, siringico

p-cumiirico,
cafeico, ferulico,
sindpico

quercetina,
canferol, miricetina,
,galangina, fisetina

eriodictiol,
hesperidina,
naringenina

cianidina,
pelargonidina,
delfinidina, peonidina,
malvidina

genisteina, daidzeina,

gliciteina,
formononetina

cos naturais.

Tabela 2: Classe de compostos fenélicos em plantas (Adaptado Angelo & Jorge, 2007).

Classe

Estrutura

Fenolicos simples, benzoquinonas
Acidos hidroxibenzéicos
Acetofenol, acidos fenilacéticos
Acidos hidroxicindmicos, fenilpropandides
Nafitoquinonas

Xantonas

Estilbenos, antoquinonas
Flavonoides, isoflavondides
Lignanas, neolignanas
Biflavondides

Ligninas

Taninos condensados

c6
C6—Cl
C6-C2
C6-C3
C6-C4
C6-C1-C6
C6-C2-C6
C6-C3-C6
(C6-C3)2
(C6-C3-C6)2
(C6-C3)
(C6-C3-C6)
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A maioria destes compostos ocorre naturalmente conjugados a mono- ou
oligossacarideos, ligados a um ou mais grupos fendlicos, podendo também ocorrer como
derivados funcionais como ésteres ou metil ésteres (Balasundram et al., 2006; Hurtado-
Fernandez et al., 2010; Vichapong et al., 2010).

O contetdo de compostos fenolicos nos alimentos depende de uma série de fatores
intrinsecos e extrinsecos. Os fatores intrinsecos (os que mais interferem nas diferentes
composicdes) incluem o género, a espécie e a cultivar, enquanto os fatores extrinsecos
englobam questdes geogréaficas, agrondmicas e ambientais, para além da forma como os
alimentos sdo manuseados e armazenados. Estes compostos podem atuar como
antioxidantes, contribuindo para a pigmentacdo, atraindo polinizadores e atuam também
como agentes protetores contraluz UV e patdgenos (Wrolstad et al., 2005). Segundo Silva
et al. (2015) essa acdo antioxidante, comum dos compostos fendlicos, deve-se ao
potencial de 6xido reducdo de determinadas moléculas, a capacidade dessas moléculas
em competir por sitios ativos e recetores nas diversas estruturas celulares ou, ainda, a
modulacdo da expressdo de genes que codificam proteinas envolvidas em mecanismos
intracelulares de defesa contra processos oxidativos e degenerativos de estruturas
celulares. Estes compostos sdo amplamente utilizados pela indlstria alimentar como
aromatizantes, corantes e para prevenir a oxidacdo lipidica, que pode alterar
significativamente a vida de prateleira de produtos industrializados. Nos alimentos,
podem afetar o valor nutricional e a qualidade sensorial, conferindo cor, textura, amargor
e adstringéncia. Salienta-se que, quando em concentracdo muito elevada ou em
composicdo inadequada, estes compostos podem conferir caracteristicas indesejaveis,
nomeadamente escurecimento enziméatico de frutas e a interacbes com proteinas,
carboidratos e minerais (Imeh & Khokhar, 2002).

O crescente interesse nas propriedades antioxidantes dos compostos fenolicos de
diferentes fontes vegetais deriva também da sua elevada actividade e baixa toxicidade em
comparacdo com as dos antioxidantes fendlicos sintéticos, tais como o butil-
hidroxitolueno (BHT) ou o butil-hidroxianisol (BHA), que sdo normalmente utilizados
como antioxidantes em alimentos processados (Nakatani, 1996). Esta classe de
compostos apresenta uma grande diversidade e divide-se em flavondides (polifendis) e

nédo-flavondides (fendis simples ou acidos). Os principais compostos fendlicos néo-
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flavondides derivados dos &cidos hidroxicindmicos (Figura 5) sdo os ésteres dos &cidos
caféico, cumarico e ferulico, que estdo presentes em alimentos como macéd, péra, cereja e
damasco. Quanto aos derivados dos acidos hidroxibenzoéicos (Figura 6), podem-se
destacar os acidos salicilico, galico, elagico, protocatéico e vanilico, que sdo encontrados

em morango, uva, laranja, liméo e tangerina (Belitz & Grosch, 2004).

/ COOH
HO
RI
R =R'=H; dcido p-cumirico
R = OH, R' = H, dcido cafeico

R = OCH,, R' = H; dc1do ferilico
R=R'=0CH;; 4cido sinépico

Figura 5:Estrutura quimica dos principais acidos hidroxicinamicos (Costa, 2009).

R OH
HO CO0OH \ y, CO0H
F R
R=R'=H, dcido p-hidroxibenzdico E=H,; acido salicilico (o hudroxibenzdicd)
R=0H, R'=H, dcido protocatéoquico F=0H, acdo gentizsico

R = OCH;, R' = H; deido vanilico
R=R'= OH, dcdo githico
R =F'=0CH;; dndo siringieo

Figura 6:Estruturas quimicas dos principais &cidos hidroxibenzéicos (Costa, 2009).

Estudos realizados com os compostos fenolicos para além de demonstram sua
capacidade antioxidante, evidenciaram também o seu possivel efeito na prevencao de
diversas enfermidades cardiovasculares, cancerigenas e neurologicas (Harborne &
Williams, 2000; Sanchez-Moreno, 2002).

Como ja comentado, a tramazeria (Sorbus aucuparia), tem uma vasta quantidade de

compostos e nutrientes benéficos a salde, é conhecido pelo poder antioxidante do seu
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fruto, sendo isto consequéncia principalmente dos seus compostos fendlicos.
Recentemente, (Hukkanen, 2006; Termentzi et al., 2006) reportaram que a atividade
antioxidante de alguns frutos de Sorbus estava relacionada com 0s compostos
polifendlicos. Diversos autores realizaram estudos visando verificar o potencial
antioxidante dos &cidos fendlicos, com o objetivo de substituir os antioxidantes sintéticos,
largamente utilizados na conservacéo de alimentos lipidicos por chegarem a aumentar a
vida (til de muitos produtos entre 15 e 200% (Duran & Padilla, 1993). Embora tenham
sido realizados diversos estudos comprobatdrios da atividade antioxidante dos acidos
fendlicos in vitro, pouco se sabe a respeito do comportamento destas substancias in vivo.
Hé& poucas evidéncias que levam a crer na acdo destas substancias no sistema biol6gico
de forma similar a vitamina C no processo de regeneracdo do a-tocoferol (Nardini et al.,
1997).

A Tramazeira (Sorbus aucuparia) pode ser um substituto natural aos conservantes
artificiais nos alimentos, devido ao seu potencial antioxidante em decorréncia dos
compostos fendlicos presentes no fruto. Além de que um dos principais compostos
presentes no fruto € o acido sorbico, que é utilizado como conservante quimico em
diversos alimentos. De facto, os estudos sobre a utilizacdo dos frutos desta planta como
conservantes de alimentos, sdo escassos ou inexistentes o que justifica o tema do nosso
trabalho.

1.2.5. Atividades bioldgicas

Atividade Antioxidante. Segundo Vasconcelos (2014), “Os antioxidantes sdo
substancias que, mesmo presentes em baixas concentracdes, sao capazes de atrasar ou
inibir as taxas de oxidac¢ao do substrato”. Ainda podem ser denominados de “scavenger”,
quando ele age transformando um radical livre em outro menos reativo, ou “quencher”,
quando consegue neutralizar completamente o radical livre através da absor¢éo de toda a
energia de excitagdo. Os antioxidantes representam nos dias de hoje uma ferramenta
muito importante associada a prevencdo de doencas (Apak et al., 2013). Todos nds
necessitamos de antioxidantes, comecando desde a infancia, na qual os efeitos

prejudiciais dos radicais livres tendem a ser mais significativos em comparagdo com a
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fase adulta, até a idade avancada, na qual os idosos sdo particularmente propensos a sofrer
danos resultantes da oxidagéo.

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

Existe uma grande variedade de antioxidantes sintéticos, sendo os mais utilizados
salienta-se o butil hidroxitolueno (BHT) e o butil hidroxianisol (BHA); estes compostos
séo adicionados aos alimentos para prolongar a vida de prateleira (Carocho et al., 2013).
No entanto, a utilizacdo destes compostos vindo a ser restringida, devido a estudos que
sugerem a existéncia de uma relacdo entre a sua utilizacdo e a ocorréncia de intoxicacdes
e cancro (Oliveira et al., 2013). Alguns exemplos de antioxidantes naturais sdo 0s
compostos fendlicos, acido ascorbico, carotenoides e tocoferdis (Carocho et al., 2015).
Devido as potenciais complicagdes decorrentes do uso de antioxidantes sintéticos, 0s
estudos tém se direcionado para a identificacdo de substancias naturais com propriedades

antioxidantes, visando sua substituicdo ou combinacdo com os sintéticos.

Atividade Antimicrobiana. Questdes relacionadas principalmente ao risco da presenca
de microrganismos multirresistentes na cadeia alimentar podem levar ao
desenvolvimento de doencas transmitidas por alimentos. Por conseguinte, tem havido
uma procura crescente de conservantes naturais de origem vegetal com atividade
antimicrobiana (Tamkute et al., 2019).

Nesse contexto, a tramazeira apresenta-se como uma fonte promissora de conservantes
naturais. Da tramazeira é possivel extrair 4cido sorbico, um conservante para alimentos
com acdo particularmente eficaz contra fungos. Além disso, o &cido ascérbico, liberado
durante a coccdo das bagas de tramazeira, ndo s6 € um excelente antioxidante, mas
tambem demonstra propriedades antimicrobianas. De acordo com Lacombe et al. (2017),
as bagas e seus constituintes, como compostos fenolicos e acidos organicos, podem inibir
0 crescimento de microrganismos patogénicos. Estudos mostram que extratos de frutas

de S. aucuparia, obtidos com 50% de etanol, inibiram o crescimento de Bacillus cereus
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MSCL 330, Staphylococcus aureus MSCL 334 e Pseudomonas aeruginosa MSCL 331
(Liepina et al., 2013).

Outras atividades. O fruto da Tramazeira também é uma boa fonte de vitamina C (acido
ascorbico), que é um antioxidante relevante para a manutencdo de uma boa fungdo no
sistema imunolégico, evitando algumas doengas como gripe. Adicionalmente, a fraccao
triterpendide dos frutos Tramazeira contém algumas citocinas selectivas (TNF-a, IL1J,
IL-6), MDA (peroxidacéo lipidica malondialdeido), SOD (superoxido dismutase), GSH
(glutationa), CAT (catalase), aminotransferases (AST, ALT), que demonstraram efeitos
positivos na necrose dos tecidos hepaticos, hemorragia e infiltracdo de células
inflamatdrias (Yin et al, 2019).
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Amostragem de frutas de Tramazeira

O presente trabalho foi realizado no laboratério da Escola Superior Agraria (ESA) do
Instituto Politécnico de Braganca, na cidade de Braganca, Portugal. As amostras
utilizadas, foram frutas de Tramazeira, recolhidas no Polis, em Braganca. As primeiras
colheitas ocorreram nos meses de agosto, setembro, outubro e novembro, de 2022.

Os frutos foram retirados juntamente com as folhas com auxilio de uma tesoura de
poda, posteriormente, ap6s a remocdo das folhas os frutos foram levados para o
laboratdrio. No laboratorio, os frutos depois de avaliada a sua integridade, foram limpos
(remocdo de sujidades como terra e pedras) e pesados. Posteriormente, a fruta da
Tramazeira foi desfeita e separada através de um coador que permitia separar a semente
e a casca da polpa do fruto. Em seguida foram liofilizados, para reduzir a quantidade de
agua do fruto, e armazenadas num local fresco, até a realizacdo das analises. Na Figura 7
podemos observar o fruto de tramazeria em trés diferentes estagios a polpa liofilizada, a

polpa e o fruto inteiro, observando a figura da esquerda para direita.

Figura 7: Polpa liofilizada, polpa e fruto de Tramazeira.

2.2. Optimizagéo do extrato hidro-etanolico das frutas

Para otimizar as condicGes de extracdo do fruto da Tramazeira seguiu-se um desenho
experimental com 14 ensaios (projeto composto central - CCD) (Figura 8), em cada
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ensaio pesou-se cerca de 1,0 g da polpa liofilizada em tubos de ensaio e adicionou-se 20
mL de solugdes extratoras de diferentes concentragcdes hidro-etandlicas (v/iv). A
percentagem de etanol variou entre os valores 24 e 95,4%, e os valores de pH, entre 0,9
e 4,9, como representado na Tabela 3. Em seguida foi mantido sob agitacédo até diluicdo
completa, posteriormente essa mistura foi filtrada em papel filtro Whatman e armazenada
em local fresco. O rendimento da extragdo foi calculado através da diferenca de pesos dos

matrazes (vazios e com o extrato do fruto de Tramazeira seco).
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Figura 8: Variaveis de resposta.

Para o estudo de otimizacao utilizando a metodologia de superficie de resposta (modelo
matematico de segundo grau) como resultado dos ensaios efetuados usaram-se 0s
seguintes dados analiticos:
- potencial antioxidante, avaliadas pela capacidade de neutralizac¢éo do radical DPPH
e pela capacidade redutora/antioxidante férrico, através do método FRAP;
- compostos fenolicos totais por meio do método de Folin-Ciocalteau, bem como a
determinacéo dos flavonoides totais com a utilizagdo do reagente cloreto de aluminio
(AICI3);

- agucares sacarose, glucose, frutose e sorbitol por HPLC.
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Tabela 3: Desenho experimental para optimizacdo do extrator hidro-etanélico

Etanol (%) pH de HClyq

Ensaios x1 X2
1 60 3,01
2 60 3,01
3 85 45
4 60 3,01
5 35 15
6 35 45
7 85 15
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

2.3. Analise de compostos fendlicos e atividade bioldgica

Compostos fendlicos totais. O método utilizado para determinar a quantidade total de
compostos fendlicos foi o de Folin-Ciocalteu, conforme descrito por Singleton, Orthofer
e Lamuela-Raventos (1999). Para analisar os fendis totais em cada ensaio do desenho
experimental, foram adicionados 0,5 ml da amostra (1 g de polpa liofilizada em 20 mL
da respetiva solucdo extratora), 1,5 mL de agua, 0,2 mL do reagente Folin-Ciocalteu a
10% (v/v) e 0,2 mL de carbonato de sodio a 75 g/L. A solucéo resultante foi mantida no
escuro por 30 minutos. Apos esse periodo, a absorbancia das solucdes foi medida a 760
nm usando um espectrofotdmetro (UV-3100PC). Os célculos foram realizados usando
uma curva de calibragdo preparada com o padrao &cido galico (AG). Para a construcdo da
curva pesou-se 0,1 g de acido galico, dissolveu-se em 100 mL de agua desionizada
(solucdo mée). As diferentes concentragdes foram obtidas pela medicéo dos volumes 0,5;
0,6; 0,75; 1; 1,50; 2 e 3 ml para baldes de 25 ml que foram aferidos com agua desionizada.

Os resultados foram expressos em miligramas de AG equivalente por grama de amostra.
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Flavonoides totais. O método utilizado para determinar a quantidade total de flavonoides
foi o0 de Woisky & Salatino (1998). Neste procedimento, 0,5 mL da amostra (1 g de polpa
liofilizada em 20 mL da solucdo extratora definida para cada ensaio do desenho
experimental) foram pipetados juntamente com 2 mL de agua e 2,5 mL de AICls a 2%
(m/v). A solucdo resultante foi deixada em repouso no escuro por 1 hora e as absorbancias
das solugdes foram medidas a 420 nm. Os calculos foram realizados usando uma curva
de calibracédo preparada com o padrdo quercetina (Q). Para a preparacao da solucdo mée,
foi pesada uma quantidade de 0,05 g de quercetina e dissolvida em um baldo de 50 ml,
previamente calibrado com etanol. As concentracOes utilizadas das solugdes padrdo de
calibracéo foram obtidas por meio da mensuragéo dos volumes de 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6;
0,8 e 1,0 ml, os quais foram diluidos em balGes de 25 ml. Todos os baldes volumétricos
foram ajustados com etanol. Os resultados foram expressos em miligramas de AG

equivalente por grama de amostra.

Atividade antioxidante pelo método DPPH. Um dos métodos utilizados para
determinar a atividade antioxidante foi o0 método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo),
conforme descrito por Hatano et al. (1988) com algumas modificacBGes. Para a anélise,
foram pipetados 0,5 mL da amostra (1 g de polpa liofilizada em 20 mL da solugéo
extratora definida para cada ensaio do desenho experimental) foram pipetados juntamente
com 2 mL de agua e 2,5 mL de AIClz a 2% (m/v), 0,5 mL de agua e 2 mL do reagente
DPPH (2.0 x 10-4 M). As solugdes foram mantidas no escuro por 60 minutos e, em
seguida, as absorbancias foram medidas no espectrofotometro a 517 nm. O efeito de
bloqueio do DPPH foi calculado usando equacéo 1, a seguir:

Equacéo 1: Efeito de bloqueio
% Efeito de bloqueio = [(AprpH - As) / ApppH] x 100

Sendo As, a absorbancia da solucéo quando o extrato da amostra foi adicionado em um
nivel especifico, e AprrH € a absorbancia da solu¢do de DPPH. O efeito bloqueio acontece
quando os compostos antioxidantes presentes na amostra interagem com os radicais livres

do DPPH, resultando em uma diminui¢do na absor¢do de luz pela solucdo. Esta
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diminuicdo, medida espectrofotometricamente, é proporcional & capacidade antioxidante
da substancia em questdo. A reducdo na absorbancia é utilizada para calcular a atividade
antioxidante da amostra, frequentemente expressa como IC50 (concentracdo do
antioxidante necessaria para reduzir a concentracgdo de DPPH em 50%) ou como
porcentagem de inibi¢do. Um antioxidante eficaz apresenta um alto percentual de inibicao
do DPPH, indicando uma elevada capacidade de neutralizar radicais livres, o que
contribui para a prevencdo de danos oxidativos em células e tecidos. Assim, o efeito
blogqueio é fundamental para a avaliacdo da eficacia dos antioxidantes pelo método DPPH,
permitindo a quantificacdo da capacidade de uma substancia em reduzir os radicais livres
DPPH e atuar como um potencial agente antioxidante.

Para efetuar a curva de calibracéo utilizou-se o Trolox. Para a preparacdo da solu¢do mae,
pesou 0,0064 g de Trolox para um baldo de 50 ml que foi aferido com etanol. As
concentracgdes utilizadas foram obtidas por medicao dos volumes 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 1; 1,3;
1 e 1,6 para baldes de 10 ml, que foram aferidos com etanol. Os resultados foram
expressos em miligramas de equivalente de trolox por grama de amostra, com base em

uma curva de calibracdo com trolox.

Atividade antioxidante pelo método de reducdo do ferro (FRAP). A capacidade
antioxidante foi avaliada pelo método FRAP conforme descrito por Berker et al. (2007).
O reagente FRAP foi preparado combinando uma solugéo 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 em uma proporgéo de
10:1:1, respectivamente. Em duplicata foram pipetados 0,5 mL de cada uma das dilui¢cGes
(0,5 mL dos ensaios e diluidos a 7 mL com agua) das amostras (1 g de polpa liofilizada
em 20 mL da solucdo extratora definida para cada ensaio do desenho experimental) foram
pipetados juntamente com 2 mL de agua e 3 mL do reagente FRAP. As solucbes foram
mantidas no escuro por 6 minutos e, em seguida, as absorvancias foram medidas em um
espectrofotdmetro a 595 nm. As solugdes padrbes de &cido ascorbico foram obtidas por
medicdo dos volumes 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 ml da solucdo mée (2 mL de &cido
ascorbico em 10 mL de agua desionizada) para balGes de 10 ml aferidos com agua
desionizada. Os resultados foram expressos em mg eq Fe Il por grama de amostra,

utilizando uma curva de calibracédo feita com &cido &scorbico.
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2.4. Analise de agUcares por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A composicao da solucdo aquosa da polpa da fruta da tramazeira foi analisada por
HPLC. Um HPLC Varian ProStar equipado com uma bomba 220 (Varian, Inc.), um
injetor manual 77251 Rheodyne, fornecido com um loop de 20 pl, um forno de coluna
7981 Jones Chromatography, com um detetor ultravioleta (UV) (Varian, modelo 9050)
acoplado a um detetor de indice de refracdo (RI) (\Varian. modelo RI-4) foi usado para
separar e quantificar simultaneamente actcares. Um fluxo de 0,6 mL/min foi aplicado
numa coluna Aminex (modelo HPX-87H, 300 mm x 7,8 mm), termostatizada a 45°C. Foi
utilizada uma eluicdo isocratica, com uma fase mdvel constituida por uma solucéo aquosa
de &cido sulfurico 0,0050 mol/L. O software Star Chromatography Workstation (verséo
6.4., Varian Inc.) foi usado para aquisicdo de dados e integracdo de pico. Os aglcares
foram detetados com o detetor UV a 210 nm. Essa metodologia foi utilizada para
determinar o perfil individual de acUcares que envolve a preparacdo da amostra, a
derivatizacdo dos acgUcares, a separacdo cromatografica, a deteccdo e quantificacdo dos
picos cromatograficos, e a analise dos dados. Nesse procedimento, 0,5 mL da amostra
foram pipetados juntamente com diferentes concentracdes de etanol (4-20%) e de solucéo
de &cido cloridrido (3-16%). Os acucares separados foram detectados e quantificados,
comparando-se as areas ou alturas dos picos com padrdes de calibragdo. Os dados foram
analisados estatisticamente para obter as concentra¢fes individuais de aglUcares na
amostra.

Foram efetuadas varias calibracdes com solug¢bes de mistura de 4 aculcares: glucose,
frutose, sacarose e sorbitol. Nas solucdes padréo de calibracdo os niveis de concentracéo
dos 4 agUcares variaram entre: glucose, 0,25 a 4,01 g/l; frutose, 0,26 a 4,04 g/L; 0,26 a
4,07 g/L; sorbitol, 0,26 a 4,07 g/L.

2.5. Andlise de extrato por cromatografia em camada fina (TLC)

A cromatografia em camada fina € um método amplamente utilizado para separacédo

e analise de diferentes componentes em uma amostra. As placas cromatograficas
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(20x20cm) utilizadas foram de silica gel 60 com indicador fluorescente UV2s4, da
Macherey-Nagel. Foi efetuado a preparacdo da placa tragando-se com um l&pis uma linha
fina na parte inferior da placa TLC, com 1,5 cm de distancia da base, sobre a placa foram
também tracadas linhas com 1 cm de espacamento entre elas, que foram utilizadas como
referéncia para a aplicacdo dos pontos de amostragem, prontamente foi feito outra linha
a 8,5 cm de distancia da base como ponto final do arraste da fase movel.

Com uma seringa, 5ul (1,0 g de extrato seco em 20 mL do solvente hidro-etanélico)
das solucbes de amostra foram cuidadosamente aplicados nos pontos marcados na linha
a mesma distancia. Posteriormente realizou-se uma solucdo de cloroférmio-metanol-
acetato de etil-4gua (20:40:22:10, v/v) que foi introduzida na camara cromatografica,
juntamente foi colocado um papel de filtro saturado para manter a umidade constante
dentro da camara. A placa de TLC foi entdo colocada dentro da camara com o lado
contendo a linha de amostra voltada para a fase moével, a camara foi fechada com uma
tampa para garantir um ambiente controlado.

A placa foi deixada desenvolver na camara, deu-se tempo suficiente para que 0s
compostos se separassem e migrassem na placa. Apos obter a separacao desejada, a placa
de TLC foi delicadamente retirada da camara e, colocada em repouso na estufa por um
periodo de 5 minutos, permitindo a completa dessecacdo. A leitura foi feita na camara

ultravioleta (CN-15LL) no comprimento de onda de 365 nm.

2.6. Preparacéo do iogurte

A producdo dos iogurtes e as suas analises foram conduzidas na Escola Superior
Agréria do Instituto Politécnico de Braganca em Portugal. O processo de producédo dos

iogurtes esta representado fluxograma da Figura 9.
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1 Litro de leite meio gordo + Tratamento térmico (fervura durante Homogeinizacio e arrefecimento até

Adigdio de batérias Lti
leite em pé (1,0% m/v) 3 1 - 2 minutos) _— 4242 °C ligdio de batérias liticas

Adiciio de polpa de frutos (opeional) Quebra do coiagulo +«———— Refrigeraciio a 4 °C durante 48 horas «———— Incubacio i 42 °C durante 8 horas

N/

Adigdio do extrato de polpa

/

- . Otimizagdo do processo de extragio Maceragio do fruto da tramazeira, Seleciio e secagem dos frutos de
do extrato + — —

(desenho experimental) até gerar a polpa tramazeira

Figura 9: Fluxograma da metodologia da obtencéo de iogurte enriquecido em polpa.

O iogurte produzido foi dividido em trés partes para obter as seguintes amostras: (IC)

logurte Convencional (controle), com adicdo de sorbato de potassio; logurte com
incorporagdo do extrato do fruto da tramazeira, nas concentragdes de 0,1% e 0,3%. Sendo
que esses ainda foram subdivididos em trés partes iguais para cada subamostra, destas
subamostras ainda se dividiram em trés frascos diferentes para posteriormente se realizar
as analises em trés tempos de armazenamento diferentes (0, 7 e 14 dias). O iogurte foi
preparado no estilo "batido” usando leite meio gordo tratado em UHT (Ultra High
Temperature), com a adi¢do de 120g de iogurte natural por litro de leite.
A producdo comecou fervendo 1.000 ml de leite gordo UHT e, em seguida, adicionou-se
leite em pd (1,0% em massa/volume). Apos a fervura, as amostras foram resfriadas em
banho de gelo até atingirem aproximadamente 50 + 2°C, momento em que 0 iogurte
natural foi inoculado. As amostras foram armazenadas em recipientes de vidro herméticos
com capacidade de 1.000 ml e mantidas em banho-maria a 42 + 2°C por 8 horas (Figura
10).
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Figura 10: Producéo do iogurte

Ap0s isso, as amostras foram refrigeradas a uma temperatura de 4 + 2°C e deixadas
em repouso por um periodo de 24 horas. Ap6s o término desse periodo, o codgulo foi
rompido e a uma das amostras adicionou-se 0 sorbato de potassio (0,1%, m/v) e a polpa
de morango pasteurizada (10,0%, m/v) a qual foi designada como iogurte convencional
(IC) (adaptado de Santos, 2019).

No caso das outras amostras de iogurte com a incorporacéo dos extratos de tramazeira,
foi adicionado a uma 0,1% e a outra 0,3% de extrato, ilustrado na Figura 11. A polpa de
frutos vermelhos foi pasteurizada até atingir 50 + 2°C e foi resfriada em banho de gelo
até atingir a temperatura ambiente. As amostras foram mantidas sob refrigeracdo a uma

temperatura de 4 + 2°C.
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Figura 11:Adi¢do da polpa de morango no iogurte.

2.7. Analises microbioldgicas no iogurte

Preparacdo das amostras. Para avaliar o perfil microbiol6gico, as amostras de iogurte
foram preparadas e armazenadas em recipientes estéreis, em seguida, foram
homogeneizadas com um bastéo de vidro previamente esterilizado. Uma porgéo de 10 ml
do iogurte foi transferida para um frasco também estéril, ao qual foram adicionados 90
ml de uma solucéo de Ringer esterilizada, agitou-se a mistura e resultou na solu¢do mae
(Figura 12). Posteriormente, transferiu-se 1 mililitro dessa primeira diluicdo para tubos
estéreis contendo 9 ml de um solvente apropriado, para criar a diluicio 10 Esse processo
foi repetido até obter a diluicdo adequada para cada analise microbioldgica especifica.

Assegurou-se uma boa mistura dos contetidos dos frascos e, posteriormente, aliquotas das
diluicbes resultantes foram espalhadas em diferentes meios de cultura. Isso foi feito para
permitir a pesquisa e contagem de diferentes grupos de microrganismos, incluindo
contagem total de bolores e leveduras, contagem total de bactérias lacticas, contagem
total de aerébios mesdfilos totais, contagem total de Escherichia coli/Coliformes totais e
contagem total de Staphylococcus aureus. As analises foram efetuadas todas em

duplicatas.

35



Figura 12: Solucao de ringer, solugdo méae 10°.

Contagem total de bolores e leveduras. Para a contagem total de bolores e leveduras,
utilizou-se 0 meio Rose Bengal CAF Agar da Liofilchem, Italia. A analise foi conduzida
segundo o estipulado pela norma ISO 21527-2:2008. O procedimento analitico foi
realizado em duplicata, consistindo na inoculagio de 0,1 mL das diluicdes de 10 a 1072,
As placas de Petri contendo as amostras foram entdo incubadas a 25°C, durante um
periodo de 48 horas para a contagem das leveduras e 5 dias para a contagem dos bolores
(Figura 13).

Pesquisa e contagem de coliformes totais e Escherichia coli. Para realizar a pesquisa e
quantificacdo de Coliformes a 37°C e Escherichia coli, utilizamos o kit SimPlate da
Biocontrol® (conforme representado na Figura 14) em conformidade com o método
AOAC 2005.03. O meio desidratado fornecido pelo fornecedor foi reconstituido usando

100 ml de agua destilada estéril, conforme as instrucdes fornecidas pelo fabricante.
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Figura 13: Placa de petri para andlise de Bolores e Leveduras.

Subsequentemente, 9 ml do meio reconstituido foram pipetados em um tubo de ensaio
estéril, ao qual acrescentamos 1 ml das diluicGes da amostra (10 e 10-%). O contetido dos
tubos de ensaio foi entdo cuidadosamente transferido para a placa Simplate, preenchendo
0s 84 pocos através de movimentos circulares, sendo o excesso de liquido descartado na
esponja adjacente. As placas foram colocadas em incubagéo a 37°C por um periodo de 24
a 48 horas.

A quantificagdo dos coliformes foi realizada através da contagem dos pocos que
apresentaram alteracdo na coloracdo do meio, enquanto a presenca e quantificacdo de E.
coli foi efetuada pela observacdo de fluorescéncia nos pocos quando expostos a luz
ultravioleta (UV) a 365 nm.

O numero de coliformes totais e E. coli foi calculada com base numa tabela de
conversdo fornecida pelo fabricante do kit SimPlate. Os resultados foram expressos em

Unidades Formadoras de Colonias por grama de amostra (UFC/Qg).
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Figura 14: Placa de petri para analise de Escherichia coli/ Coliformes Totais.

Pesquisa e quantificacdo de Staphylococcus aureus. A pesquisa e quantificacdo de
Staphylococcus aureus foi executada com base no reportado na norma NP 4400-1:2002.
Para esse fim, utilizamos placas contendo o meio de cultura Baird-Parker (BP)
enriquecido com gema de ovo, nas quais inoculamos 0,1 ml de cada dilui¢do decimal da
amostra. Estas placas foram entdo incubadas a 37°C, com periodos de incubacao variando
de 24 a 48 horas. Subsequentemente, foram selecionadas col6nias que apresentavam
caracteristicas distintivas e col6nias que ndo as apresentavam, para serem submetidas a
testes de coagulase positiva. (conforme representado na Figura 15).

Para a deteccdo de estafilococos coagulase positiva, retirou-se uma por¢do de cada
uma das colonias selecionadas e semeou-se em tubos com caldo Brain Heart Infusion
(BHI). Estes tubos foram incubados a 37°C durante 24 h e apés esse periodo 0,1 ml de
cada cultura foram transferidos para novos tubos estéreis, aos quais foram adicionados
0,3 ml de plasma de coelho. Os tubos foram novamente incubados a 37°C durante 4 a 6
horas . Apos esse intervalo de tempo, avaliou-se a coagulagdo do plasma, considerando-
se coagulase positiva quando o codgulo ocupava mais de % do volume inicialmente

ocupado pelo liquido.
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Figura 15: Placa de petri parnlise de Stéphylococcus aureus.

Ap0s a verificacdo das colbnias previamente designadas, procedeu-se ao calculo do
namero de col6nias de Staphylococcus coagulase positiva presentes em cada placa de

petri onde houve contagem de col6nias, empregando-se a seguinte férmula:

c nc

a =FxCC+AanC"C

Equacéo 2: Contagem de col6nias de Estafilococos coagulase positiva.

b® - nimero de coldnias caracteristicas que se revelaram coagulase positiva
b" - nimero de coldnias ndo caracteristicas com resultado coagulase positiva
C° - nimero total de coldnias caracteristicas contabilizadas na placa

C"® - namero total de coldnias nao caracteristicas contabilizadas na placa

A° - nimero de colonias caracteristicas submetidas ao teste da coagulase

A" - nimero de coldnias ndo caracteristicas submetidas ao teste da coagulase

Contagem total de aerobicos mesofilos totais. Para efetuar a contagem de mesofilos
totais, utilizamos o meio de cultura conhecido como Plate Count Agar (PCA) ou Agar
Padrdo para contagem, utilizando o método de incorporacdo do inéculo. O procedimento
foi iniciado ao adicionar, em duplicata, uma amostra de 1 mililitro de cada dilui¢do das
amostras em placas de Petri previamente esterilizadas. Em seguida, foram adicionados de
15 a 20 mililitros do meio PCA em cada placa, e realizam-se movimentos circulares para
garantir uma distribuicdo uniforme da amostra no meio. Apés a completa solidificacdo
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do meio, as placas foram incubadas em uma estufa a uma temperatura de 30°C, por um
periodo de 48 a 72 horas. Apds esse periodo, procedemos a contagem das coldnias
presentes nas placas (Figura 16). Os resultados obtidos foram expressos em termos de

Unidades Formadoras de Coldnias por grama de amostra (UFC/qg).

Figura 16: Placa de petri para analise de Mesdfilos Totais.

Contagem de bécterias lacticas. A determinagdo da quantidade de bactérias lacticas foi
realizada conforme descrito por Ferreira et al., 2019, seguindo 0 método que envolve a
imersdo da amostra em uma dupla camada de Agar MRS (Man, Rogosa and Sharpe). As
placas foram incubadas a 30°C por um periodo de 72 horas, como ilustrado na Figura 17.

Para realizar este procedimento, inicialmente, pipetamos 1 mililitro de cada amostra
em placas de Petri previamente esterilizadas, em duplicata. Em seguida, adicionamos
aproximadamente 10 mililitros do meio MRS a cada placa e realizamos movimentos
circulares para promover a completa mistura. Aguardamos 0 tempo necessario para que
0 meio solidificasse e, entdo, adicionamos uma segunda camada do meio MRS. Apoés a
solidificagcdo completa do meio, cobrimos as placas de Petri com parafilm e as colocamos
em incubacdo invertida na estufa, garantindo assim condi¢fes adequadas para o
crescimento das bacteérias lcticas.
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Figura 17: Placa de petri para analise de Bactérias LActicas.

Para determinar o nimero de bolores e leveduras, contagem total de microrganismos
aerobios totais e bacterias lacticas efetuou-se o célculo da contagem de microrganismos
de acordo com a ISO 6222:1999 e ISO 4833:2003 (com excepcdo dos Staphylococcus
aureus, cuja o calculo do nimero de colbnias esta referido anteriormente). Ou seja, ap6s
o0 tempo de incubacdo previstos para cada analise, realizou-se a contagem das colonias

em UFC por grama de amostra, utilizando a seguinte formula:

UFC/g = Zc/[V X (n1 + 0,1n2) X d]
Equacéo 3: Contagem de Microrganismos de cada amostra

¥ c¢- soma das col6nias em todas as placas contadas;
V- volume de in6culo semeado em cada placa;

nl- nimero de placas da primeira dilui¢do contada;

n2- nimero de placas da segunda diluigdo contada;

d- diluicdo a partir da qual se obtiveram as primeiras contagens.

2.8. Analises fisico-quimicas no iogurte

A fim de investigar as propriedades fisico-quimicas do iogurte com extrato do fruto
da Tramazeira, foram efetuadas avaliacbes que compreenderam a determinacdo da
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atividade de agua (aw) e do pH, realizadas em duplicata e avaliadas nos periodos de 0, 7
e 14 dias.

Determinacéo do pH. O pH das amostras de iogurtes foi determinado por meio de um
potenciometro (Mettler Toledo), devidamente calibrado com solug¢des-tampao de pH 4,00
e 7,00. A solucdo foi agitada para assegurar a uniformidade da suspensdo das particulas,
sendo posteriormente posicionadas para sua medicdo. Prontamente, o potenciémetro foi

imerso diretamente nas amostras para a determinacdo do pH.

Atividade da &gua (aw). A determinacdo do valor de atividade de &gua (aw) foi
conduzida por meio de um higrémetro (Aqualab 4TE Decagon, EUA) (Figura 18). Uma
hora antes de iniciar a analise, o instrumento foi ativado para permitir a sua estabilizacdo.
Em seguida, procedeu-se a calibragdo utilizando agua destilada a temperatura ambiente.
Apo6s a confirmacdo da calibracdo, a amostra homogeneizada foi posicionada no
recipiente apropriado de polietileno e, posteriormente, inserida no aparelho para a

subsequente leitura do valor de atividade de agua.

Figura 18: Medidor de aw (Aqualab 4TE Decagon, USA) utilizado.

Determinacéo dos compostos bioativos e das propriedades biologicas do iogurte. Na
preparacdo dos extratos hidroetanodlicos do iogurte, inicialmente, as amostras foram
submetidas a liofilizacdo. Posteriormente, 1 g de cada amostra de iogurte liofilizada foi

meticulosamente pesado e adicionado a 25 mL da solucéo hidroetanolica. A mistura foi
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agitada por um periodo de 1 hora e, em seguida, sofreu filtracdo usando papel de filtro
plano da marca PRAT DUMAS com didmetro de 150 mm e posteriormente, o filtrado foi
submetido ao evaporador rotativo (IKA RV8) a uma temperatura de banho de 50°C. O
extrato resultante foi entdo dissolvido em 10 mL da solucdo hidroetandlica (figura 19). A
avaliacdo da atividade antioxidante pelo método FRAP foi conduzida utilizando a solucéo
mde dos extratos do fruto de tramazeira. Por outro lado, para o0 método de DPPH, foi
necessario realizar uma diluicdo, na qual 1 mL da solucdo mée foi transferido para um
baldo de 25 mL. Quanto a determinacdo dos compostos fenolicos totais e flavonoides, a
diluicdo consistiu em 1 mL da solu¢cdo mée em um baldo de 10 mL.

Todas as analises foram realizadas de acordo com as metodologias reportadas

anteriormente.

0 dos extratos de iogurte.

Figur 19: a preparag

2.9. Aceitacao sensorial e intencéo de compra

A avaliagdo sensorial do iogurte contendo extrato do fruto da Tramazeira e do iogurte
produzido com sorbato, foi conduzida com a participacdo de 50 individuos néo treinados,
residentes na cidade de Braganca, pertencentes a regido Norte e ao distrito de Braganca.
O procedimento empregado consistiu na aplicagdo de um teste de aceitagdo no laboratorio
de microbiologia no Instituto Politécnico de Braganca. Os participantes foram orientados

a preencher um formulério online que foi disponibilizado através de um QR Code, sendo
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incentivados a expressar seu grau de apreciacdo para cada amostra mediante uma escala
hedonica estruturada de 5 pontos. Os extremos dessa escala variavam entre "gostei
extremamente” e "desgostei extremamente”, enquanto o escore 2 denotava “eu ndo
gostei”, o escore 3 indicava "indiferente”, e o0 escore 4 correspondia a “gostei”. As
amostras foram colocadas aleatoriamente em copos descartaveis de 50 mL, previamente
codificados com numeros aleatérios de trés digitos, associados as distintas condi¢des de
iogurte (com extrato do fruto da Tramazeira e controlo). Cada participante foi direcionado
para sua respectiva posicao, e as amostras refrigeradas foram distribuidas em grupos de
5 consumidores de cada vez. No mesmo formulério de avaliacdo, foram atribuidas
pontuacOes para os atributos de aparéncia, aroma, consisténcia e sabor. Além disso, uma
folha de teste especifica, contendo uma escala estruturada de 5 pontos, foi utilizada para
avaliar a intencdo de compra, variando entre "eu certamente compraria” e "eu certamente
ndo compraria”.

O indice de Aceitabilidade (1A) foi calculado pela equagdo descrita por Castro et al.
(2007), Equacéo 2:

Equagcéo 4: indice de aceitabilidade (1A)

%Al = A x 100/B

onde A = pontuacdo média do produto e B = pontua¢do maxima atribuida ao produto.

2.10. Tratamento estatistico

A ANOVA de dois fatores foi utilizada para verificar a influéncia da concentracao do
extrato do fruto de Tramazeira (fator 1) e dos dias de armazenamento (fator 2), bem como
o efeito da interacdo entre eles nos parametros quimicos (variaveis dependentes; FRAP,
DPPH, FLAV e CFT). O modelo de ANOVA foi avaliado quanto a sua significancia
(considerando o nivel de significancia de 0,05) e seu coeficiente de determinacéo (R2;
permite verificar a percentagem de explicacdo da variabilidade original dos dados

experimentais pelo modelo).
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O pressuposto de normalidade foi verificado analisando os residuos do modelo com
o teste de Shapiro-Wilk e, para a suposi¢do de homogeneidade de variancias, com o teste
de Levene, menos sensivel a desvios da normalidade. Para varidveis dependentes com
problemas de normalidade ou falta de homogeneidade de variancias, foi utilizada uma
MANOVA ndo paramétrica baseada em permutagdes (frequentemente chamada de
PERMANOVA, andlise de variancia multivariada baseada em distancias e permutacgdes).
Ela depende de dissimilaridades para comparar grupos, de maneira semelhante a
ANOVA, e é amplamente insensivel a heterogeneidade em desenhos equilibrados. A
PERMANOVA utiliza permutac6es para calcular as estatisticas F (pseudo-F) e a hip6tese
nula era que os grupos ndo diferem no espaco multivariado de dispersdao ou posicao
(Anderson, 2014).

O software R, de cddigo aberto, versdo R 4.2.2 GUI 1.79 High Sierra build (Mac OS),
foi utilizado para a analise de dados. As bibliotecas utilizadas foram “vegano” (Oksanen,
2022), que permitiu a aplicacdo da PERMANOVA, e “stats” (Team, 2013), que permitiu
a aplicacdo da ANOVA e dos testes para avaliar as suposi¢coes da ANOVA.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Analise de agucares por HPLC

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar diferentes amostras de extrato de
tramazeira, focando na composicéo em acgucares, compostos fenolicos e antioxidantes. A
identificacdo e quantificacdo dos agucares foram realizadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, revelando a presenca de glucose, frutose, sorbitol e sacarose. A glucose e
a frutose, principais monossacarideos nas frutas, foram encontradas em maior quantidade,
com a glucose predominando sobre a frutose, seguidas pelo sorbitol e a sacarose.

A adicdo de frutas ao iogurte ndo sé altera suas caracteristicas organolépticas,
tornando-o mais atrativo, mas também enriquece o produto com compostos antioxidantes.
Estes compostos sdo benéficos ao organismo, ajudando no fortalecimento do sistema
imunoldgico e no combate a doencas relacionadas ao estresse oxidativo. No entanto, os
beneficios a saude proporcionados pelo iogurte dependem da quantidade consumida e da
biodisponibilidade dos compostos presentes.

Na Figura 20 apresenta-se um exemplo do cromatograma tipico da analise dos 4
acucares que foi obtido para os niveis de concentracdo: 1,032 g/L; sacarose, glucose,
1,016 g/L; frutose, 1,025 g/L; sorbitol, 1,031 g/L.

Cromatograma de uma solucéo padrao de mistura de agucares

0,12
Glucose

0,1 n An

0,08 Sacarose u Sorbitol

Frutose

0,06
0,04

0,02

0
-0,02
-0,04
-0,06
-0,08

Figura 20: Exemplo do cromatograma obtido da anélise de uma solucéo padrdo de mistura dos 4
agucares.
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Na Tabela 4 estéo representados os valores calculados da regresséo linear entre o sinal
(&rea do pico) obtido dos cromatogramas da anélise e as concentracdes das solucdes
padrdo de mistura dos 4 acucares analisados. Também se apresentam os valores dos
limites de deteccdo e quantificacdo (valores aproximados) calculados usando o0s

resultados da regressdo linear através das equacdes:

Limite de deteccéo = 3,3 x erro da ordenada na origem / declive da reta

Limite de quantificacdo = 10 x erro da ordenada na origem / declive da reta

As calibracfes obtidas sdo aceitaveis com coeficientes de correlagdo superiores a
0,998, indicando que 0s pontos experimentais estdo proximos da reta ajustada. Na analise
de glucose e sacarose obtiveram-se os valores mais baixos devido ao nivel mais alto de
concentracgéo sair ligeiramente da tendéncia linear dos restantes, como se pode visualizar
na Figura 21 (calibracdo obtida para a glucose). Os declives da calibracdo sdo semelhantes
mostrando que a coluna de HPLC usada tem um desempenho semelhante para os 4

agucares.

Tabela 4: Pardmetros das calibragdes por HPLC

Varidvel  Glucose Frutose Sacarose Sorbitol
a 1712845.3 1446889.3 1607005.3 1833391.3
b -191160.1 -148145.6 -199258.8 -199276.7
R 0.998 0.9992 0.998 0.9992

LD (g/L) 0.214 0.158 0.237 0.160

LQ (g/L) 0.647 0.480 0.718 0.485

a — declive; b — ordenada na origem; R — coeficiente de correlagdo; LD — limite
de detecgdo; LQ — limite de quantificagéo.
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Figura 21: Calibracdo da glucose por HPLC

Em relacdo aos limites de detegéo e quantificagdo calculados foram mais elevados
para a glucose e sacarose, convém referir que os resultam das respetivas estatisticas da
regressao linear apresentaram maiores erros (coeficientes de correlagdo mais baixos).

De acordo com Mikulic-Petkovsek et al., (2017), no que diz respeito ao conteudo de
acucar em frutos de gendtipos de sorveira, a glucose foi o aglcar presente na maior
concentracdo (36,11-48,45%), sequido pela frutose (25,82-39,56%), sorbitol (18,25-
27,18%) e sacarose (1,04-2,87). Estes resultados corroboram o0s observados neste
trabalho, segundo esses investigadores os teores de aclcares diferiram estatisticamente
entre 0s genotipos, exceto para sacarose. O sorbitol é mais benéfico do que outros
acucares em relacdo ao controle da dieta, saude dental e para evitar problemas
gastrointestinais, podendo ser utilizado como substituto da glicose (FORNI et al., 1992).
Como reportado anteriormente, Mikulic-Petkovsek et al. (2017) relatou teores de sorbitol
entre 26,83-27,80% em frutas de cultivares de sorveira cultivadas na Republica Tcheca

No nosso estudo, de acordo com o referido na literatura, destaca-se o teor de sorbitol e a

concentragéo reduzida de sacarose.

3.2. Amostras da fruta da Tramazeira

As amostras da fruta da Tramazeira recolhidas no Inverno de 2022 (agosto, setembro,

outubro e novembro) apresentaram resultados semelhantes de conteddo em agua. De
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forma geral, no periodo de outubro e novembro, 354 g de fruta permitem obter
aproximadamente 140 g de polpa (47,4% do fruto) e 42 g de polpa liofilizada (13,8 % do
fruto). A polpa contém cerca de 70,8% de agua. Na analise dos acucares por HPLC apenas
se verificou a presenca de sacarose e frutose nas amostras recolhidas em agosto e
setembro. Os niveis de glucose mantiveram-se aproximadamente constantes nos quatro
meses (variaram entre 15,9 e 17,9 g/L) mas, os teores de sorbitol foram praticamente
idénticas e mais elevadas nas amostras recolhidas no més de setembro (92,8 g/L), os
valores mais baixos observaram-se no més de agosto (61,7 g/L), tendo-se mantido
aproximadamente semelhante nos meses de outubro e novembro (83,3 e 91,7 g/L,
respetivamente).

Todos o0s ensaios a seguir apresentados foram realizados com a polpa da Tramazeira

recolhida em outubro/novembro.

3.3. Optimizacgao do extrator hidro-etanélico

O trabalho foi conduzido com o propoésito de otimizar o processo de extracdo de
compostos fendlicos, estando o desenho experimental descrito na seccdo 2.2. Na Tabela
6 apresentam-se os resultados obtidos da analise de TPC, DPPH, FRAP e acgucares por
HPLC, referentes aos 14 ensaios do desenho experimental efetuados para o estudo da
optimizacdo da composicdo da solucdo extratora hidro-etandlica. Verificou-se que a
sacarose ndo foi detectada em qualquer um dos extratos.

Os niveis de compostos fenolicos totais variaram entre no intervalo de 40 a 65 mg por
g de polpa liofilizada, tendo-se obtido um valor médio de 56 mg por g de polpa liofilizada.
Ao nivel das atividades antioxidantes, em média, a % de inibicdo pelo método DPPH foi
de 83% e, pelo método FRAP, de 0,43 mg de FeClz por g de polpa liofilizada. Os
resultados dos agucares mostram que a frutose esteve presente nos extratos em
concentracdes superiores as da glucose (em media, 27 mg de frutose por g de polpa
liofilizada e 22 mg de glucose por g de polpa liofilizada), em média, 1,21 vezes superior.
Também se observou que o sorbitol foi o aglcar mais abundante (presente com a
concentracdo média de 95 mg de sorbitol por g de polpa liofilizada), em média, 3,51 vezes
maior a da frutose (Tabela 5).
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Tabela 5: desenho experimental de optimizacéo da solucdo extratora hidro-etanolica

N° do TPC DPPH FRAP Glucose  Frutose  Sorbitol

ensaio pH Etanol% mg/g % inibicdo mg/g mg/g mg/g mg/g
11 0,94 60 63,6 90,2 0,428 24,8 30,7 102,3
5 1,67 35 40,1 64,7 0,477 16,4 18,1 70,9
7 1,67 85 53,9 82,7 0,334 23,3 25,7 98,5
1 31 60 61,7 83,5 0,529 23,4 29,3 93,5
2 31 60 65,0 88,4 0,490 22,5 28,1 93,9
4 31 60 61,3 88,6 0,476 25,5 29,6 104,8
8 31 60 58,1 91,5 0,471 24,8 28,8 105,5
13 31 60 58,1 92,0 0,518 21,9 28,1 92,7
14 31 60 58,4 92,3 0,522 20,7 29,3 98,4
9 31 24 47,4 81,4 0,318 20,2 22,9 87,7
10 31 95,4 48,2 63,6 0,383 18,9 23,8 84,4
3 4,05 85 47,2 74,2 0,331 25,5 30,7 101,5
6 4,05 35 65,0 82,6 0,530 23,6 27,8 100,9
12 4,88 60 57,2 83,9 0,253 21,8 25,6 93,3

Nos véarios modelos RSM obtidos, referentes ao ajuste polinomial dos valores das
diferentes respostas analisadas em relacdo aos niveis experimentais que foram definidos
para os dois fatores em estudo (ver Tabela 4 na seccdo 2.2), o termo da constante ndo foi
significativo (valor de p > 0.10) e, por isso, ndo foi considerado no modelo final.

Para os dados de TPC, o modelo final obtido foi significativo (valor de p < 0,001) e
permitiu justificar 99,3% da variabilidade dos dados. O modelo mostra significancia nos

termos de % Etanol, interacdo pH:%Etanol e pH quadratico:

TPC = 7,59*pH + 0,25*%Etanol — 0,083*pH:%Etanol — 0,42*pH?2.

O modelo RSM para os valores obtidos da atividade antioxidante pelo método DPPH
foi significativo (valor de p < 0,001 e explicou 99,6% da variancia dos dados. O modelo
obtido foi:

DPPH = 24,1*pH + 2,19*%Etanol — 0,15*pH:%Etanol - 2,08*pH2 + 0,017*%Etanol2.
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No caso da avaliacdo da atividade antioxidante pelo método FRAP, 0 modelo RSM
permitiu explicar 98,8% da variabilidade dos dados experimentais (modelo significativo;
valor de p < 0,001) e mostrou significancia no termos pH, %Etanol, interacdo

pH:%Etanol, pH quadratico e %Etanol quadratico:

FRAP = 171*pH — 6,45*%Etanol — 0,76*pH:%Etanol -18,6*pH2 + 0,11*%Etanol2.

Em relacdo aos resultados da andlise dos acucares por HPLC, os modelos RSM
mostraram serem significativos (valor de p < 0,001) e apresentaram coeficientes de
determinacdo superiores a 0,980 (mais 98% da variabilidade dos dados é explicada pelos
modelos). Para os trés acucares (glucose, frutose e sorbitol), os modelos mostraram
estarem dependentes somente do fator %Etanol e do respetivo termo quadratico (termo

significativo ao alfa 0,05) e do termo da interacdo (termo significativo ao alfa 0,10):

GLU =0,028*pH + 0,022*%Etanol — 0,0017*pH:%Etanol — 0,00014*%Etanol2

FRU =0,073*pH + 0,023*%Etanol — 0,0015*pH:%Etanol — 0,00016*%Etanol2

SOR = - 0,035*pH + 0,10*%Etanol — 0,0074*pH:%Etanol — 0,00072*%Etanol?2

Os graficos bidimensionais de superficie referentes aos modelos RSM obtidos estéo
apresentados nas Figura 23. Da avaliacdo dos resultados globais, a solu¢do 6tima de
extrato hidroetandlico foi selecionada de forma que a extracdo fosse representativa em
compostos fendlicos (acidos fendlicos e flavonoides): pH 4,9 e Etanol 40%. Este ponto
otimo (Figura 22), corresponde a um alto teor de compostos fendlicos totais (TPC),
capacidade antioxidante (método DPPH) e agucares, assim como, um baixo valor de
FRAP. Na figura, o ponto marcado com um X indica a localizagdo do ponto 6timo de
extracdo, destacando onde se obtém os melhores resultados em termos de compostos

fendlicos totais.
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Figura 22: Modelos de RSM (metodologia de superficie de resposta).

3.4. Andlise por cromatografia em camada fina (TLC)

A técnica TLC foi aplicada para analisar as solugdes hidro-etanolicas preparadas
segundo o desenho experimental definido para a otimizacdo da extracdo dos compostos
fendlicos. A Figura 23 representa a fotografia obtida no TLC com a visualizagdo a
radiacdo de comprimento de onda a 365 nm. A imagem fotografica mostra um perfil de

manchas semelhante entre os diferentes ensaios efetuados. Considerando os resultados
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apresentados na seccao anterior, que mostram diferencas na composicéo fendlica e nas
propriedades bioldgicas, infere-se que os compostos fendlicos extraidos devem diferir

principalmente nos niveis de concentracao.

Figura 23: Leitura da placa de TLC.

3.5. Analises no iogurte
3.5.1. Anélises fisico-quimicas

Na Tabela 6 estdo sumariados os resultados obtidos para os parametros pH e aW para
as amostras dos dois tipos de iogurte em estudo (iogurte convencional e iogurte com
extrato de tramazeira). Segundo Oliveira et al., 2022, o pH é um requisito importante, a
ser avaliado uma vez que afeta a atividade metabdlica das bactérias, podendo favorecer a
um determinado grupo em detrimento de outro. No caso da fermentagdo do iogurte,
bactérias do género Lactobacillus crescem e toleram valores de pH mais baixos do que

as pertencentes ao género Streptococcus.

Tabela 6: Resultados das analises fisico-quimicas do iogurte

Togurte pH aW
Convencional (sorbato de potassio) 3.90 0.9891
Com extrato de Tramazeira (0,1%) 3.97 0.9885
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Os valores de pH nos dois diferentes iogurtes ndo apresentaram diferenca, sendo os
valores de 3,90 e 3,97, respetivamente, para o iogurte controle e para o iogurte adicionado
de extrato. Os nossos valores corroboram os obtidos por Giese, et al. (2010) , que
oscilaram entre 3,83 e 4,01 para iogurtes de morango e, os encontrados por Castro et al.
(2013), que variaram entre 3,83 e 4,6, para iogurtes naturais, contudo todas as amostras
se encontravam abaixo do limite de 4,6 considerado ideal na produgdo de iogurte
(Quintino, 2012). Para Silva et al. (2012), o iogurte com baixa acidez (pH > 4,6), favorece
a separacdo do soro, porque o gel ndo se forma regularmente, por outro lado, a valores de
pH < 4,0, ocorre a diminuicdo do coagulo, devido a reducdo da hidratacdo das proteinas,
ocasionando ndo conformidade ao produto. Neste contexto, infere-se que a adicdo de
extrato de tramazeira ndo afetou a composicao fisico-quimica das amostras de iogurte.
Fonseca et al. (2014) acreditam que produzir um iogurte com adicdo de um novo
ingrediente ou aditivo, pode preservar a estabilidade e a viabilidade das bactérias lacticas
ao longo do tempo de vida de prateleira.

Em relacdo a atividade de agua (aW), de acordo com Arévalo-Pinedo et al., (2022),
atividade de agua para o iogurte adicionado de geleia de hibisco, ndo apresentou diferenca
significativa entre as amostras,observaram valores que variaram de 0,97 e 0,98, sendo um
valor proximo ao encontrado nesta pesquisa. Segundo Santos et al. (2016) os valores de
atividade de agua podem variar de 0 a 1, sendo os valores encontrados neste estudo
considerados elevados. Santos et al. (2016), encontraram para a amostra do iogurte in
natura um valor de atividade de agua de 0,96, sendo este valor um pouco abaixo do
encontrado no presente estudo. Também foi constatado por Silva et al. (2020), um valor
de atividade de &gua de 0,98 (logurte tipo grego natural), diferindo das outras duas
formulacGes de iogurte tipo grego adicionado de diferentes concentracdes de geleia extra
de pitanga que apresentaram o mesmo valor de 0,97, sendo esses valores condizentes com
0s obtidos nesse estudo. Resultados semelhantes também foram encontrados por Marinho

et al. (2012), que reportou valores em torno de 0,96 a 0,97.
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3.5.2. Composicéo fenolica e atividades biologicas

A anélise dos resultados obtidos para as propriedades quimicas, FRAP, DPPH,
flavonoides totais (FLAV) e compostos fenolicos totais (TPC), considerando o desenho
experimental para a avali¢do do efeito de 0,1% e 0,3% de extrato do fruto da tramazeira
no iogurte (fator 1) e do efeito do tempo de armazenagem do iogurte (0, 7 e 14 dias) foram
avaliados por ANOVA de dois fatores, com interagédo. Na Tabela 7 apresentam-se 0s
resultados da avaliagdo dos pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias,
bem como, das estatisticas do modelo ANOVA obtido e do valor de p para o termo de
interacdo. A tabela mostra que somente as variaveis FRAP, DPPH e TPC permitiram
obter modelos significativos (R? > 0,81 e valor de p < 0,05). Os valores de R? indicam
que os modelos de ANOVA explicam mais de 81% da variabilidade nos dados
experimentais. O termo de interacdo entre a percentagem de extrato do fruto da
Tramazeira no iogurte (fator 1) e o tempo de armazenagem (fator 2) foi significativo para
as variaveis FRAP e TPC.

Tabela 7: Resultados da ANOVA para as analises quimicas.

Variaveis Modelo Termo de interacio Teste SW L](:'setl‘:e

R? RSE Valor de p p-value p-value p-value
FRAP 0.998 0.003 <0.001 <0.001 0.700 <0.001
DPPH 0.814 0.007 0,014 0,318 0.250 <0.001
FLAV 0.199 0.011 0,957 0,956 0.899 <0.001
TPC 0.868 0.001 0.004 0,014 0,031 <0.001

R? - Coeficiente de determinacéo; RSE - Erro padrao residual; FRAP - Poder Antioxidante Redutor
Férrico; DPPH - 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazylhydrate; FLAV — Flavonoides; TPC — Compostos
fenolicos totais; Teste SW — Teste Shapiro-Wilk.

No entanto, todos os resultados demonstraram problemas de normalidade (valor de p
do teste Shapiro-Wilk < 0,05) e/ou homogeneidade de variancias (valor de p do teste de
Levene < 0.001 em todas as varidveis dependentes). Neste contexto, a PERMANOVA
foi também utilizada para confirmar a significancia dos termos de interacdo. Os resultados

reforcaram ainda mais a ideia de que os dados de FRAP, DPPH e TPC devem ser
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interpretados usando os seguintes graficos (valores de p dos termos de interacdo foram
significativos).
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Figura 24: Anova FRAP
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Figura 25: Anova DPPH
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Figura 27:Anova TPC

A andlise dos dados apresentados na Figura 24 para os resultados da capacidade
antioxidante avaliadas pelo método FRAP do grupo de controle para o ensaio T1 exibiu
uma significativa diminuicao, destoando da tendéncia observada nos demais ensaios. Este
ensaio repetido teve uma precisao aceitavel (desvio padréo relativo percentual de 2,3%)
0 que € indicativo que algo ocorreu na preparacao ou analise deste controlo. No global,
constata-se que o valor de atividade antioxidante aumenta de forma consistente a medida
que as percentagens de extrato aumentam, de 0,1% para 0,3% de extrato, no iogurte,

associado a uma reducgéo proporcional conforme o aumento do tempo de armazenagem.
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No que concerne a Figura 25, observa-se, de maneira geral, um crescimento notavel
no valor de atividade antioxidante determinado pelo método DPPH entre o grupo de
controle e as concentracGes de 0,1% e 0,3% de extrato no iogurte (valores com p < 0,05).
Entre os niveis de percentagem de 0,1% e 0,3% de extrato no iogurte, verificou-se que 0s
resultados s&o estatisticamente iguais. Adicionalmente, os dados obtidos para diferentes
tempos de armazenagem também ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas.

Entretanto, os resultados referentes dos flavonoides totais (FLAV), conforme
evidenciado na Figura 26, apresentaram varia¢des acentuadas em cada ensaio, impedindo
uma analise das diferencgas entre os varios ensaios do desenho experimental. Em outras
palavras, a consideravel variabilidade dos dados inviabilizou a obtencdo de um modelo
de ANOVA significativo, invalidando qualquer analise adicional. Considera-se que estes
resultados tiveram origem no procedimento analitico onde se verificou que o reagente
FeCls ndo estava em perfeitas condi¢des. De realcar, que foram efetuadas varias tentativas
de obter resultados exatos e precisos com diferentes reagentes de FeClz (marcas e origem
de laboratorios diferentes) mas, todos mostraram estar fora de validade o que se traduziu
na realizacdo destes ensaios.

Os resultados de compostos fendlicos totais (TPC) apresentados na Figura 27 , mais
uma vez, mostram uma tendéncia discrepante no grupo de controle do iogurte para o
tempo de armazenagem T1. Devido a este resultado, o termo de interacdo revelou-se
significativo. De maneira geral, os niveis de TPC demonstram similaridade e diminuem
de forma acentuada do grupo de controle para a concentragdo de 0,1% de extrato no
iogurte, seguido por uma diminuicdo leve para 0,3% de extrato no iogurte mas que,
estatisticamente sdo considerados iguais ao nivel de concentracdo de 0,1%. Além disso,
os resultados médios entre os diferentes dias de armazenamento sdo iguais
estatisticamente entre TO e T2 e entre T1 e T2. Se fosse desconsiderado o resultado do
controle do iogurte para o tempo de armazenagem T1, Os valores médios entre TO e T2
seriam diferentes estatisticamente.

Globalmente, verificou-se que a presenca de extrato de tramazeira no iogurte
influenciou os resultados considerando a sua discrepancia em relacdo aos ensaios de

controlo. No entanto, parte dos resultados analiticos mostraram tendéncia decrescente dos
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resultados dos ensaios de controlo para os ensaios com presenca de extrato de tramazeira
no iogurte, o que néo era esperado. Novos ensaios serdo efetuados de forma a confirmar
todos estes resultados.

Na totalidade, verificou-se que o fruto de tramazeria tem propriedades bioativas e
conservantes que a valorizam como aditivo natural, podendo substituir o aditivo sintético
testado (sorbato de potassio) parcialmente ou totalmente. Varios trabalhos referem as
vantagens na atividade antioxidante e no tempo de vida de prateleira em produtos lacteos
suplementados com extratos de plantas. Por exemplo, dos iogurtes com extratos hidro-
etandlicos de Ascophyllum nodosum e Fucus vesiculosus (O'Sullivan et al., 2016) ou com
extrato de agua de Azadirachta indica (Shori et al., 2013). A comparagdo com o sorbato
de potassio é relevante pois, embora na Comunidade Europa a utilizacdo em alimentos
seja legal, nos Estados Unidos da América a utilizacdo deste produto é proibida (Mamur
etal., 2010). Alguns estudos descrevem o sorbato como apresentando efeitos genotdxicos
e/ou mutagénicos fracos (Hasegawa et al., 1984, Mpountoukas et al., 2008), enquanto
outros referem que estes efeitos ndo sdo relevante (Sasaki et al., 2002; Ferrand et al.,
2000). Neste contexto, o estudo de aditivos naturais € relevante na substituicdo de aditivos
quimicos sintéticos para dar mais confianca aos consumidores sobre a qualidade e
seguranca dos produtos alimentares. Por isso, as plantas medicinais ricas em compostos
fenolicos, antioxidantes naturais, sdo progressivamente aplicadas na producdo de
produtos lacteos para e retardar a oxidacdo e melhorar as propriedades nutricionais e
terapéuticas (Bertolino et al., 2015). Globalmente, os extratos de plantas de compostos
fendlicos podem ser utilizados para controlar a formacgédo excessiva de radicais livres e
aumentar a capacidade antioxidante, bem como prolongar a vida util dos produtos, por
terem menos efeitos secundarios que os antioxidantes sintéticos ja que estes provocam

danos hepaticos e carcinogéneos (Meenakshi et al., 2009).

3.5.3. Andlises microbiologicas

Na Tabela 8 estdo sumariados os valores obtidos nas analises microbioldgicas

efetuadas as amostras de iogurte nos trés tempos em estudo (TO, T1 e T2).
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Tabela 8: Bolores e leveduras, Bactérias lacticas, Escherichia coli/Coliformes totais e Estafilococos
coagulase-positiva em durante armazenamento a 4°C por 14 dias.

Tempo Amostras  Coliformes E. coli S. aureus Bactérias Mesofilos Bolores e
(dias) totais UFC/mL  coagulase Lécticas totais Leveduras
UFC/mL positiva log UFC/mL  log UFC/mL  log UFC/mL
UFC/mL)
C <1 <1 ausente 7,63+0,04 8,50+0,50 1
0 0,10% <1 <1 ausente 7,60+0,01 7,90+0,10 1
0,30% <1 <1 ausente 7,63+0,01 8,10+0,05 1
C <1 <1 ausente 9,20+0,20 8,94+0,02 1
7 0,10% <1 <1 ausente 7,44+0,01 8,29+0,03 1
0,30% <1 <1 ausente 8,42+0,02 8,62+0,01 1
C <1 <1 ausente 5,88+0,03 7,23+0,16 1
14 0,10% <1 <1 ausente 6,68+0,03 6,78+0,43 1
0,30% <1 <1 ausente 5,94+0,03 7,23+0,34 1

Em todas as amostras de iogurte nos diferentes tempos analisados, constatou-se que
Escherichia coli /coliformes totais e Staphylococcus. aureus coagulase positiva estavam
ausentes. Estes resultados demonstraram que as amostras em questdo se encontravam em
conformidade com os padrdes microbioldgicos europeus estipulados para a qualidade
microbiologica do iogurte. As leveduras estavam ausentes em todas as amostras
analisadas indicando que as praticas sanitarias durante o fabrico e embalagem foram
adequadas. De acordo com Franco & Landgraf (1996), a contagem de bolores e leveduras
¢ um indicador geral de contaminacdo dos alimentos, ou seja, sdo grupos de
microrganismos que, quando presentes em ndmeros elevados nos alimentos e se as
condicdes para se multiplicar forem adequadas, poderdo causar a deterioracdo e/ou
reducdo da vida de prateleira. A analise de bactérias lacticas indica que no tempo 0 as
contagens oscilaram entre 7,6 e 7,63 log UFC/mL. Ao 7° dia de analise o valor mais
elevado foi 9,2 log UFC/mL na amostra controlo e o mais reduzido foi 6,48 log UFC/mL
na amostra com 0,1% de extrato. Apos 14 dias de armazenamento verificou-se um ligeiro
decréscimo nos valores obtidos em todas as amostras. Os resultados sugerem que o
extrato de tramazeira ndo influenciou acentuadamente o crescimento de bactérias laticas.
Os mesofilos totais desempenham um papel crucial na avaliacdo da integridade sanitéria
dos produtos alimenticios. Baixos niveis desses indicadores denotam uma elevada
qualidade higiénica do produto. No entanto, € importante salientar que nos produtos

fermentados os mesofilos podem corresponder a bacterias laticas. Deste modo nédo séo
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bons indicadores da qualidade geral do iogurte, praticas de fabrico, materias-primas
utilizadas, condigdes de processamento, manipulagéo e vida de prateleira.

Apesar da contagem de microrganismos aerdbios mesofilos ser um pardmetro
microbiologico ndo diretamente relacionado com a saude do consumidor, reflete a
qualidade da matéria-prima utilizada e as praticas adotadas durante toda a cadeia de
produgdo, nomeadamente as condi¢cbes de processamento, manuseamento e
armazenamento (Mello et al., 2010; Careli et al., 2003). No entanto, ndo permite uma
avaliacdo segura dos alimentos fermentados, e prontos a comer (Health Protection
Agency, 2009), pois geralmente verifica-se a sua presenca em niveis elevados em
alimentos crus (ex. saladas) e em alimentos cujas fases de processamento estao sujeitos a
fatores ambientais, indicando apenas problemas de qualidade da matéria-prima e
possiveis falhas no controlo da temperatura (Rodrigues et al., 2003)

A Tabela 9 apresenta os dados da ANOVA obtidos para as analises microbioldgicas
relacionadas com a avaliacdo do crescimento de bactérias lacticas e mesofilos totais,

considerando os dois fatores de variacdo acima referidos.

Tabela 9: Resultados da ANOVA (valores de p) para as analises microbioldgicas: bactérias lacticas e
mesofilos totais.

Variavéis Modelo Termo de interacdo  Teste SW LTeifssse
R? RSE p-value p-value p-value p-value

Bactérias lacticas 0.998 0.070 < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,029

Mesofilos totais 0,916 0.256 < 0,001 0,706 0,001 0,076

R? - Coeficiente de determinagdo; RSE - Erro padréo residual; Teste SW — Teste Shapiro-Wilk.

Os modelos obtidos sao significativos, com coeficientes de determinacdo geralmente
superiores a 0,91 (erros inferiores a 0,26), indicando que os modelos podem explicar pelo
menos 91% da variabilidade original dos dados experimentais, considerado ajustes
aceitaveis. No modelo de ANOVA para as bactérias lacticas, o termo de interagéo entre
os dois fatores foi significativo (valor de p < 0,001) verificando-se que os resultados nao
cumprem com os pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias. Deste

modo, aplicou-se a PERMANOVA que confirmou a significancia dos termos, incluindo
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0 termo da interacdo (valores de p < 0,001). Para avaliar a variagdo dos resultados entre
0s ensaios, na Figura 28 apresenta-se a representacdo grafica dos efeitos do fator 1
(controlo e 2 niveis de concentracdo de extrato no iogurte) e do fator 2 (tempo de ensaio)

com interacdo no crescimento das bacteérias lacticas.
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Figura 28: Efeitos dos fatores concentragdo de extrato no iogurte e tempo de ensaio no crescimento das
bactérias lacticas.

A Figura 29 indica que nos trés tempos de ensaio ndo se observou variagdo
significativas nos ensaios de controlo, ao contrario do que ocorreu nos ensaios com 0,1 e
0,3 % de extrato no iogurte. Em geral, os iogurtes com 0,1% de extrato tém um aumento
de crescimento de bactérias lacticas em relacdo aos resultados de controlo, exceto no
ensaio no tempo T1. Este resultado pode ser atribuido a alguma falta de homogeneidade
do extrato aplicado pois ndo era o esperado. Nos iogurtes com 0,3% de extrato constatou-
se um crescimento de bactérias lacticas muito inferior aos dos ensaios de controlo, que
comparativamente aos de 0,1% de extrato, se pode inferir que aquele nivel de extrato tem
baixo efeito inibitorio no crescimento destas bactérias. Uma ligeira redugédo na contagem
de bactérias lacticas durante o tempo de armazenamento foi observada por Silva &
Rodrigues (2006). Rodrigues et al. (2010), relata que as bactérias lacteas tendem a
diminuir com o tempo, e ao analisarem amostras de iogurtes ao final da data de validade
encontrou 7 (19,5%) amostras de iogurtes fora do padréo. Sales et al. (2007) salientam a

importancia da temperatura de armazenamento ou acondicionamento do iogurte com
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implicacdes nas mudancas das condi¢des microbioldgicas do produto, que ocorrem tanto
nas industrias quanto nos estabelecimentos comerciais

No estudo da avaliagdo dos mesdfilos, 0 modelo de ANOVA mostrou que o termo de
interacdo entre os dois fatores nédo foi significativo (valor de p = 0,706) e verificou-se que
0s dados ndo cumprem com o pressuposto de normalidade (teste Shapiro-Wilk com valor
de p =0,001). Neste contexto, aplicou-se a PERMANOVA que confirmou a significancia
dos termos dos factores (valores de p < 0,002) e da interacdo (valor de p = 0,698). Na
Figura 30 pode observar-se a representacdo dos efeitos do fator 1 (controlo e 2 niveis de
concentracdo de extrato no iogurte) e do fator 2 (tempo de ensaio) sem interacdo no

crescimento dos mesofilos.
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Figura 29:Efeitos dos fatores concentracdo de extrato no iogurte e tempo de ensaio no crescimento dos
mesofilos.

O crescimento dos meséfilos mostrou 0 mesmo comportamento no controlo e nos dois
niveis de extrato adicionados ao iogurte para os trés tempos de ensaio, ou seja, valores
superiores de crescimento nos ensaios TO e inferiores, em T1. O facto de o crescimento
intermédio ter sido observado nos ensaios T2 ndo era esperado. Verificou-se também que
em relagdo ao controlo, o crescimento de mesoéfilos foi superior nos iogurtes com 0,1%
de extrato e inferior nos produtos com 0,3% de extrato. Este comportamento foi

semelhante ao obtido nos ensaios de crescimento das bactérias lacticas. Isto sugere que a
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concentragdo de 0,1% de extrato ndo influéncia acentuadamente o crescimento dos
mesdfilos mas, com os niveis de 0,3%, o efeito é inibitério. Queiroga et al. (2011), ndo
observou presenca de bactérias aerdbias mesofilas em amostras de iogurte natural e
iogurtes com adicao de geleia de abacaxi. Esses resultados nao corroboram os obtidos no
nosso estudo, pois foi observado crescimento do microrganismo, porém os numeros estdo

abaixo dos estipulados pela legislacéo.

3.5.4. Anélise sensorial

A anélise sensorial dos iogurtes foi efetuada para avaliar a sua aceitabilidade por parte
dos consumidores. Segundo Schmidt et al., (2012), a qualidade sensorial de um iogurte
pode ser avaliada utilizando métodos sensoriais descritivos o0s quais, fornecem
informacdes sobre a sua aparéncia, aroma, sabor e consisténcia.

Analisaram-se as amostras de iogurte contendo sorbato de potassio (iogurte
convencional) e aquelas enriquecidas com 0,1% de extrato de Tramazeira. Esse
percentual foi selecionado com base nos resultados obtidos, os quais indicaram ser a
concentracdo mais eficaz para aplicacdo. Dentre os participantes abrangidos por esta
pesquisa, 53,57% constituiam o género feminino, enquanto 46,43% eram do sexo
masculino (Figura 30). Esses participantes caracterizavam-se predominantemente por
individuos consumidores situados na faixa etaria entre 19 e 23 anos, apresentando
distintos niveis educacionais, sendo 26,79% com ensino superior incompleto, 44,64%

com ensino superior completo e 28,57% com pos-graduagéo (Figura 31).

3. Género
. Feminino 30
. Masculino 26
. Qutras 0

Figura 30: Gréfico circular de genéro dos participantes.
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4. Escolaridade

@ - 1200 0
. 12°ano 15
. Licenciatura 25
. Mestrado 1
. Doutoramento 5

Figura 31: Gréfico circular do nivel de escolaridade.

Os resultados da avaliacdo sensorial evidenciaram que tanto o iogurte convencional,
contendo sorbato de potassio, quanto o iogurte enriquecido com extrato de tramazeira,
demonstraram uma frequéncia satisfatoria de médias, atingindo 3,7 na escala hedbnica
que varia de 1 a 5. Esses resultados indicaram uma aceitacdo favoravel por parte dos
consumidores em relacdo ao iogurte enriquecido com o mencionado extrato. No contexto
global da avaliacdo, os iogurtes nos quais foi introduzido 0,1% de extrato do fruto
demonstraram médias superiores em relacdo a aparéncia, aroma e sabor geral quando
comparados aos iogurtes produzidos com sorbato de potéssio. Esses valores
aproximaram-se da classificacdo maxima de 5, indicativa de uma qualidade considerada

"agradavel", conforme evidenciado nas Figuras 32, 33 e 34.

7. Aparéncia 11. Aparéncia
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Figura 32: Grafico de barras do parametro aparéncia do iogurte: a) logurte com adicéo de 0,1% extrato
Tramazeira; b) logurte com adicdo de sorbato de potassio.
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8. Aroma 12. Aroma
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Figura 33:Grafico de barras do parametro aroma do iogurte: a) logurte com adicdo de 0,1% extrato
Tramazeira; b) logurte com adigdo de sorbato de potassio.

9. Sabor 13. Sabor
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Figura 34:Gréfico de barras do pardmetro sabor do iogurte: a) logurte com adi¢do de 0,1% extrato
Tramazeira; b) logurte com adi¢éo de sorbato de potassio.

Por outro lado, no que diz respeito a consisténcia, observou-se que os iogurtes que
continham sorbato de potéssio receberam classificagdes superiores, conforme ilustrado

na Figura 35.
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10. Consisténcia 14. Consisténcia
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Figura 35: Gréfico de barras do parametro consisténcia do iogurte: a) logurte com adi¢éo de 0,1% extrato
Tramazeira; b) logurte com adigéo de sorbato de potéassio.

No que se refere a preferéncia, constatou-se que as amostras com a adi¢cdo de extrato
obtiveram 53,57% da preferéncia dos avaliadores, enquanto 46,43% expressaram
preferéncia pela amostra contendo sorbato de potéssio (conforme apresentado na Figura
36).

15. Qual a amostra de iogurte que preferiu?

. Amostra 123 o

. Amostra 436 26

Figura 36: Gréfico circular em relacéo a aceitabilidade de compra, sendo amostra 123 adicionado de
extrato e a amostra 456 acrescentada de sorbato de potassio.

A maioria dos avaliadores (55,36%), indicou que compraria ambos os produtos. Por
outro lado, 14,28% afirmaram que néo adquiririam, e 30,36% ndo puderam determinar
uma preferéncia clara, indicando "Talvez compraria” (Figura 37). Entre os fatores
mencionados pelos ndo compradores, um aspeto apontado foi o sabor excessivamente

acido, considerando que o iogurte elaborado ndo recebeu adi¢do de agucar.

67



16. Compraria este produto?
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Figura 37: Grafico circular em relagdo ao poder de compra, sendo amostra 123 adicionado de extrato e a
amostra 456 acrescentada de sorbato de potéassio.

Pode-se inferir que ndo foram identificadas diferencas acentuadas entre as amostras;
contudo, a amostra contendo 0,1% de extrato de tramazeira foi a preferida pelos
consumidores, demonstrando uma aceitacdo positiva durante a avaliacdo sensorial.

O estudo mostrou que os provadores, com idades entre 19 e 23 anos, preferiram o
iogurte com extrato de tramazeira. No entanto, a faixa etaria dos participantes pode ter
influenciado os resultados, visto que o consumo de iogurte € mais expressivo entre
pessoas de 25 a 34 anos. Essa diferenca etaria sugere a necessidade de investigaces
adicionais para verificar se os resultados se mantém em amostras que representem melhor
0 grupo etéario predominante de consumidores de iogurte. E essencial considerar essa
representatividade ao planejar futuros estudos para obter dados mais precisos e Uteis para

estratégias de mercado na industria de laticinios.
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4. CONCLUSAO

O fruto de tramazeira € um produto natural que apresenta propriedades bioativas
atribuidas a presencga de compostos fenélicos, como os flavonoides e os &cidos fendlicos,
tornando-se importante o seu estudo com vista a sua introducéo na alimentagdo como
uma alternativa natural para substituir os conservantes quimicos utilizados atualmente na
maioria dos alimentos comercializados em todo mundo. A incorporagéo do extrato do
fruto em alimentos pode ser uma destas alternativas.

O desenho experimental efetuado para a otimizacdo da extracdo hidro-etandlica dos
compostos fendlicos totais do fruto que foi centrado em dois fatores (pH e % etanol),
indicou o 6timo para valores de pH de 4,9 e percentagem de etanol de 40. De facto, nestas
condigdes, obtiveram-se o0s valores mais elevados para TPC e para a actividade
antioxidante avaliada pelo método do DPPH, bem como, para as concentracdes de
glucose, frutose e sorbitol.

Nos iogurtes constatou-se que a incorporacdo de extratos do fruto, mesmo em
pequenas quantidades, aumentou o teor de fendis totais e melhorou a atividade
antioxidante comparativamente ao iogurte convencional preparado com sorbato de
potassio. A composicdo fisico-quimica dos iogurtes ndo apresentou diferencas
significativas nos iogurtes com incorporacdo de extrato de Tramazeira e no iogurte
convencional preparado com sorbato de potassio. Os valores obtidos para o e pH e aw
indicaram que a incorporacdo do extrato no iogurte com polpa de morango nao interferiu
nos parametros fisico-quimicos durante o periodo de ensaio (14 dias). Além disso, 0s
resultados das andalises microbioldgicas indicaram que todas as amostras estavam em
conformidade com os padrdes microbioldgicos europeus, garantindo a seguranca
microbioldgica dos produtos. 1sso é crucial para a aceitacdo e confianca dos consumidores
nos produtos alimentares que consomem. A presenca de extrato de tramazeira nos
iogurtes ndo inibiu o crescimento das bactérias lacticas, sugerindo o potencial probiotico
do produto.

No que se refere aos iogurtes adicionados com extrato de tramazeira, os resultados da
andlise sensorial indicaram uma aceitacdo favoravel por parte dos consumidores, com
médias de avaliacdo de 3,7 na escala hedbnica de 1 a 5. Esses resultados sugerem que a

adicdo de 0,1% de extrato de tramazeira melhorou a aparéncia, aroma e sabor geral destes
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produtos lacteos, comparativamente com os iogurtes contendo sorbato de potéssio.
Adicionalmente, a consisténcia dos iogurtes com sorbato de potéassio foi classificada
como superior, indicando que € necessario melhorar esta caracteristica nos iogurtes
enriquecidos com extrato de tramazeira.

Em suma, os resultados deste estudo destacam o potencial do extrato de tramazeira
como um aditivo natural promissor na industria alimentar. A elevada atividade
antioxidante, juntamente com aceitacdo sensorial pelos consumidores e conformidade
com os padrdes microbioldgicos, torna-o uma opcdo viavel para a formulacéo de produtos
alimentares saudaveis e de alta qualidade. Porém, é importante ressaltar a necessidade de
efetuar estudos adicionais para explorar melhor o potencial desse extrato e garantir sua
seguranca e eficacia em diferentes aplicacdes alimentares.

Apesar de preliminares, os resultados indicam que a adi¢do de extrato de tramazeira foi
vantajosa na producdo de iogurte, pois além de preservar a sua qualidade, melhora os seus
compostos bioldgicos e propriedades bioativas.
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