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RESUMO

Os alimentos séo passiveis de diversas formas de degradacéo, seja pelo oxigénio
presente na atmosfera, fatores microbioldgicos, enzimaticos, fisicos e entre outros, sendo
fundamental o estudo de alternativas para conserva-los. A populacdo esta cada vez mais
preocupada com os aditivos sintéticos utilizados em alimentos, seja pelos estudos
referentes aos riscos a saude, ou pelas opinides publicas geradas na midia.

Portanto, a procura e o estudo por alimentos naturais ou com o0 minimo de aditivos
artificiais esta cada vez maior, garantindo uma maior seguranca ao consumidor. Plantas
sdo conhecidas por serem fontes ricas em compostos bioativos, visto que esses sdo
considerados uma defesa a agentes externos como microrganismos, agentes oxidantes e
radiagdo ultravioleta, e por isso seus extratos sdo investigados como uma fonte
promissora de aditivos naturais.

Desse modo, os objetivos do presente trabalho envolvem a analise de trés plantas:
alecrim (Rosmarinus officinalis L.), manjericdo (Ocimum basilicum L.) e sélvia (Salvia
officinalis L.) referente as suas moléculas conservantes. Realizou-se a otimizacdo da
extracdo dos compostos bioativos com tecnologias sustentaveis e de baixo custo como a
extracdo por ultrassom, utilizando solventes verdes (agua e etanol); caracterizacdo
quimica dos extratos obtidos por HPLC-DAD-ESI/MS; avaliacdo da bioatividade dos
extratos (atividade antioxidante, antimicrobiana e citotdxica); incorporacéo dos extratos
otimizados em iogurtes e avaliacdo da estabilidade dos ingredientes ao longo da vida de
prateleira através de parametros fisicos e quimicos como textura, cor e pH; andlise
microbioldgica, nutricional e monitoramento das moléculas conservantes. De acordo com
os resultados obtidos, quanto a otimizacdo, verificou-se que a percentagem de solvente é
o fator mais relevante para a obtencdo de um extrato rico em &cido rosmarinico, seguido
pelo tempo de extracdo e poténcia do equipamento. Para a atividade antioxidante e
antimicrobiana, o extrato de alecrim obteve o melhor resultado, seguido pela salvia e por
fim, o manjericdo. Nenhum dos trés extratos vegetais avaliados apresentaram
hepatotoxicidade, ultrapassando a concentracdo maxima testada.

Por fim, verificou-se que os extratos vegetais ndo apresentaram mudangas nas
caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais dos iogurtes. Além disso, ndo interferiu no
crescimento das bactérias lacticas, microrganismo fundamental para o processo de

fabricacédo do iogurte.

VII
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ABSTRACT

Foods are susceptible to various forms of degradation, either by oxygen present
in the atmosphere, microbiological factors, enzymatic, physical, and others, and it is
essential to study ways of preserving food. The population is increasingly concerned with
the synthetic additives used in food, either by studies related to health risks, or by public
opinions generated in the media.

The demands for non-processed foods or with a minimum of artificial additives is
increasing due to an increased awareness of consumers towards whtier diets. Plants are
known to be rich sources of bioactive compounds, since these are considered a defense
mechanism against external agents such as microorganisms, oxidizing agents, and
ultraviolet radiation, and for this reason their extracts are investigated as a promising
source of natural additives for the food industry.

The objectives of this work involve the study of three plants: rosemary
(Rosmarinus officinalis L.), basil (Ocimum basilicum L.) and sage (Salvia officinalis L.)
regarding their preservative molecules. The extraction of bioactive compounds was
optimized with sustainable and low-cost technologies such as ultrasound extraction
(UAE), using green solvents (water and ethanol); chemical characterization of the extracts
obtained by HPLC-DAD-ESI/MS; evaluation of the bioactivity of the extracts
(antioxidant, antimicrobial and cytotoxic activity; incorporation of the optimized extracts
in yogurts and evaluation of the stability of the ingredients over the shelf life by analysing
physical and chemical parameters such as texture, color and pH; microbiological and
nutritional analysis. According to the obtained results, as for optimization, it was found
that the percentage of solvent is the most relevant factor for obtaining an extract rich in
rosmarinic acid, followed by the extraction time and ultrasonic power. For the antioxidant
and antimicrobial activity, rosemary extract showed the best result, followed by sage and
finally, basil. None of the three plant extracts showed hepatotoxicity, exceeding the
maximum concentration tested.

Finally, the plant extracts did now show changes in the physico-chemical and
nutritional characteristics of the yogurts. Moreover, it did not interfere with the growth of

lactic acid bacteria, a fundamental microorganism for the yogurt manufacturing process.

VIl
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1. INTRODUCAO
1.1. Conservacao de alimentos
1.1.1. Necessidade de conservacao de alimentos

Diferentes processos aplicados no passado ja visavam a conservacao de alimentos,
nomeadamente a defumacdo, a utilizacdo do sal, vinagre e alcool, com base no
pressuposto da rapida degradacao dos alimentos que seria adiada com a utilizagdo destas
metodologias (Gava, 2007).

Concomitantemente, em tempos de guerra, a deterioracdo dos alimentos e o seu
controlo eram fatores essenciais para manter os soldados longe de doengas, €, com isso,
foram desenvolvidos os alimentos enlatados, surgindo entdo a necessidade de conservar
esses alimentos pelo maior tempo possivel, tornando-se este, num dos principais objetivos
da industria alimentar (Potter & Hotchkiss, 1999).

De entre 0s maiores motivos para a necessidade de conservacdo de alimentos esta
a sua degradacdo, a qual pode ocorrer devido a um mal delineamento das praticas
agricolas, a necessidade de uma maior variedade de alimentos na dieta humana e a perda
por méas condicOes de transporte e armazenamento, sendo necessario muitas vezes o uso

de conservantes para reduzir esse desperdicio gerado (Rahman, 2007).

Além disso, a procura dos consumidores por alimentos com maior qualidade tem
aumentado significativamente, afetando diretamente a maneira como o alimento é
conservado (Baines, 2012). A perda de qualidade do alimento pode provir de fatores
microbioldgicos, enzimaticos, quimicos, fisicos e mecéanicos (Rahman, 2007).
Aproximadamente 25% de todos os alimentos produzidos sdo perdidos devido a
contaminacdo microbiana ao longo da cadeia de suprimentos. Alem disso, mais de 40%
dos danos gerados ao alimento ocorrem na area do varejo e no contato com o consumidor,

sendo eventualmente descartado como lixo (Chibane et al., 2018).

O oxigénio é o elemento quimico mais predominante no planeta e existe na sua
forma diatdmica (Oz), e, quase todos 0s organismos vivos o utilizam para producédo de
energia, sendo um elemento essencial para a vida. Porém, este elemento, devido a sua alta

reatividade tem tendéncia para oxidar moléculas, tecidos ou 0rgaos que estejam na sua
1
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vizinhanca. Assim, os alimentos que estejam em contacto com 0 0xigénio ou as espécies
reativas que dele derivem tendem a oxidar-se (Rojas & Buitrago, 2019; Carocho &
Ferreira, 2012).

Desta forma, o uso de aditivos é algo comum na inddstria alimentar, visto que
possuem diversas fungdes como controlar o pH, dar cor ou aroma, intensificar o sabor e
conservar alimentos pela inibicdo da sua oxidacdo e capacidade de impedir o
desenvolvimento de microrganismos (Rahman, 2007). A oxidagdo € sem davida um dos
fatores mais problematicos na conservacdo dos alimentos, sendo necessaria a utilizacdo
de agentes capazes de a impedir. De acordo com Halliwell (2007), os antioxidantes s&o
definidos como “qualquer substancia que, quando presente em baixas concentragdes em
relacdo ao substrato oxidavel, reduz, previne ou remove o dano gerado do substrato pela
oxidacao”. A Figura 1 representa a a¢ao do radical livre sobre proteinas, lipidos, agucares
e DNA/RNA.

ModificagBes oxidativas de aminodcidos
* Clivagem de peptideos através dos radicais livres
+  Formacdo de ligagiies cruzadas devido a reagdio com produtos de peroxidacdo lipidica

Qﬂeinas |
+  Modificagdio de bases
L=H + OH-= Hy0 + L / \ /" \ B *  Remogdo
\ Alvos de \ DNA *  Produgdo de sitios com bases livres

L=H + CCly0z+ = L +CCLHOH [ Lipidos | Radicais | Mutagdo por mudanca da matriz de leitura

L—H 4 HO =L +H,0 I Livres | RNA *  Quebras dos fios
) f o _ __/ - « Ligagdes cruzadas entre DNA e proteina

Rearranjo cromossdmico
ﬂ\]cares |

Sem ciclizagdo

Producio de
radical
perduido

Fragmentagdo
ndo-enzimatica
de aglicares

Reagdes em
cadeias levando
a mutagénicos

Auto cxidagio

{ Gliceraldeido }

Figura 1. Acéo do radical livre sobre as moléculas

Fonte: Adaptado de Carocho & Ferreira (2012).
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Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com o seu mecanismo de
acdo, fonte ou solubilidade (Santos-Sanchez et al., 2017). Existem diversos mecanismos
de funcionamento de antioxidantes, sendo um deles a inativagdo do radical livre por
transferéncia de eletres. No primeiro processo o radical livre remove o atomo de
hidrogénio do antioxidante, sendo que quanto menor a energia de ligacdo entre o grupo
hidroxilo (O-H), mais facilmente ocorre a reacdo de inativacao do radical livre e melhor
é a atividade antioxidante. Outro dos mecanismos propostos baseia-se na doacdo de
eletrbes do antioxidante para o radical livre. Os diferentes mecanismos de oxidacdo de
radicais e formas de os inativar justificam a multitude de aditivos antioxidantes que

existem no mercado (Vuolo, Lima & Junior, 2019).

Outro tipo de conservacao passa pela reducdo da proliferagcdo microbiana no
exterior ou no interior do alimento. Por definicdo, antimicrobianos sdo compostos
quimicos que estdo naturalmente presentes ou sdo adicionados aos alimentos, com o
objetivo principal de conservagdo através da inibicdo ou inativacdo de microrganismos
patogénicos. Consequentemente, evitam a perda de alimentos através de deterioracao

microbiana e garantem que o alimento sera seguro para consumo (Davidson et al., 2015).

Quanto a fatores microbioldgicos, podem ser considerados o crescimento de
microrganismos (representado na Figura 2 e Tabela 1) em que € gerada a producao de off-
flavors e toxinas; fatores enzimaticos como reacGes de escurecimento, mudanca da
coloracéo e off-flavor; fatores quimicos como perdas de cor, de sabor, de nutrientes e
reacOes de oxidacdo; fatores fisicos como a cristalizacdo, mudanca de fase, encolhimento

e colapso; e os fatores mecanicos como danos por vibracdo e por pressao (Rahman, 2007).
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Organismos
geradores
de toxinas

Organismos
mesofilos

Zona rapida
de
crescimento

Zona rapida
de
crescimento

Crescimento lento

Sem
crescimento

Zona de
baixa
« deterioracio

. sem risco a
Sem crescimento satide
e morte lenta

Figura 2. Limites de temperatura para crescimento de microrganismos

Fonte: Adaptado de Volpe et al. (2015).

Tabela 1. Classificagdo de microrganismos por temperatura de crescimento

Tipo de microrganismo Minimo  Otimo  Méximo (°C)

Psicrofilos -5 0 30
Psicrotrofilos 0 15-25 37
Mesofilos 10 30-37 45
Termotroficos 20 45 50
Termdfilos 40 55 65

Fonte: Adaptado de Volpe et al. (2015).

Podem também ser considerados o controlo de temperatura durante o
armazenamento e transporte; humidade relativa do meio; exposi¢édo a luz (ultravioleta e
infravermelho) durante o processamento, armazenamento e distribuicdo; composigéo da

atmosfera da embalagem, entre outros (Volpe et al., 2015).
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No que respeita aos fatores intrinsecos ao alimento, existem certas variaveis que
podem ser consideradas para o estudo de tempo de prateleira como a humidade e
transferéncia de vapor de &gua, pH e acidez total, potencial de oxirreducdo (Eh), oxigénio
disponivel, tipo e quantidade de nutrientes e mudancas quimicas e bioquimicas do
alimento (Volpe et al., 2015).

A atividade de agua (aw) € um indicador quanto a estabilidade do alimento em
funcdo do crescimento microbiano, visto que a aw representa a quantidade de agua
disponivel para 0 mesmo. Cada classe de microrganismos possui uma aw minima, étima
e maxima, na qual a aw minima para cada tipo de microrganismo est& representada na
Tabela 2 (Volpe et al., 2015).

Tabela 2. Relacdo entre microrganismos e atividade de 4gua

] ) ) awminimo de
Tipo de microrganismo .
crescimento

Salmonella 0,94

Staphylococcus aureus 0,83 (0,90 para toxina)

Listeria monocytogenes 0,92
Escherichia coli 0,95
Leveduras 0,8
Fungos 0,6

Fonte: Volpe et al. (2015).

Assim, atraves da medicao da aw do alimento € possivel predizer quais sdo 0s
potenciais microrganismos com capacidade de crescimento; manter uma estabilidade
quimica do alimento; minimizar rea¢des indesejaveis como reagdes de oxidacdo; estender
a atividade de enzimas e otimizar propriedades fisicas do alimento como por exemplo a

migracdo de humidade no alimento e mudanca de textura (Volpe et al., 2015).
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Apesar dos problemas referentes aos antioxidantes sintéticos, os beneficios do uso
do aditivo superam os riscos. Os problemas relacionados a oxida¢&o dos alimentos podem
ser um grande risco a salude quando comparados com o consumo dos antioxidantes
(Gulgin, 2012). Devido ao uso exacerbado de conservantes artificiais, novas aplicacfes
envolvendo aditivos naturais tém sido estudadas. Extratos de plantas sdo considerados
como uma 6tima alternativa aos conservantes artificiais, compostos por diferentes grupos
de agentes antimicrobianos e antioxidantes como compostos fendlicos, &cidos organicos,

0Oleos essenciais, entre outros (Menezes & Athmaselvi, 2018).

1.1.2. Probleméatica da conservacao de alimentos

Quase todos os alimentos de origem animal e vegetal tendem a deteriorar-se com
facilidade. Assim, para conservar os alimentos deve-se impedir ou retardar o crescimento
de microrganismos ou reacdes de oxidacdo e para que isso aconteca, deve-se controlar as
condicGes do alimento. Porém, os alimentos em geral possuem nutrientes, humidade, e

oxigénio, favorecendo a propagacdo microbiana (Gava, 2007).

A deterioracdo microbiana, fisica ou quimica pode ser iniciada em qualquer etapa
do processamento alimentar, desde a colheita, transporte, processamento, embalagem,
tempo de prateleira, entre outros. Desta forma, é imperativo 0 maximo de cuidado em
cada etapa, desde o primeiro contato com a matéria-prima até a distribuicdo do produto
final. Primeiramente, é importante identificar as propriedades e caracteristicas que
deverdo ser conservadas, sendo que algum fator pode ser crucial para um alimento e para
outros muitas vezes desnecessario. Além disso, certas caracteristicas do processamento
podem ser consideradas desejaveis ou indesejaveis para a aceitacdo do produto final. De
entre 0s possiveis exemplos, cita-se: reacdo de caramelizacdo e Maillard, perda de
humidade, formagéo de poros, entre outros (Rahman, 2007). Caso o alimento ndo esteja
estéril, contenha agua disponivel e ndo esteja congelado, posteriormente ira sofrer
alteracdes, favorecendo a multiplicagcdo de microrganismos no produto, uma vez que a
quantidade e distribuicdo de agua no alimento é um dos fatores mais importantes na
influéncia do crescimento microbiano (Freitas & Figueiredo, 2000). Na tentativa de
desenvolver um novo método de conservacao de alimentos, além de ser considerada a

anélise microbiana, deve ter-se em atencdo as transformacdes fisicas e sensoriais do
6
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alimento, devendo manter-se intactas as condi¢Ges naturais do produto durante todo o

processo (Gava, 2007).

Por fim, quanto ao uso de aditivos alimentares, devem ser geralmente
reconhecidos como seguros (do inglés, GRAS). Além disso, os aditivos conservantes nao
podem alterar o alimento além do objetivo especifico para o qual foi designado, ou seja,

apenas conservar (Carocho et al., 2014).

Ja foram realizados diversos estudos relacionando o consumo de aditivos
artificiais com problemas relacionados a saide (Gokoglu, 2018). De acordo com Mamur
et al. (2012), verificou-se que o0 conservante sorbato de sodio possui efeito genotoxico
em linfocitos humanos in vitro. Lerner & Matthias (2015) associaram a industria de
aditivos alimentares com o aumento da incidéncia de doengas autoimunes. Em outro
estudo realizado por Ritz et al. (2012), associou-se os fosfatos, conservante utilizado na
industria de carnes, com problemas renais e cardiovasculares. Além disso, deve-se ter
atencdo ao uso combinado de aditivos, na qual Binstok et al. (1998) investigou o efeito
da combinacdo de sorbatos e nitritos em carnes, relacionado com a formacdo de
compostos mutagénicos. Portanto, a substituicdo dos conservantes sintéticos pelos
naturais torna-se uma alternativa para garantir uma maior seguranca, tanto para a

populacdo como para a natureza.

1.2. Matrizes naturais como conservantes

Aditivos conservantes sdo definidos pela European Food Safety Authority (EFSA)
como “substancia que tem como objetivo prolongar a vida de prateleira dos alimentos,
protegendo-0s contra a deterioracdo causada por microrganismos e/ou contra o
crescimento de microrganismos patogénicos” (EFSA, 2008). De acordo com a U.S. Food
and Drug Administration (FDA), ingredientes naturais sdo referidos como “ingredientes
diretamente extraidos de produtos animais ou plantas, sendo contrario de ingredientes
produzidos sinteticamente (FDA, 2004).

Ervas e especiarias sempre foram tradicionalmente utilizadas pelas suas

caracteristicas de mudar o flavor do alimento, de conservacgdo de alimentos e objetivos
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medicinais devido ao conhecimento da populacdo em relacéo a capacidade de inibicéo de
bactérias, bolores e leveduras (Smid & Gorris, 2007). Quanto a capacidade antioxidante,
quase todas as plantas possuem alguma atividade e ainda possuem uma regulamentagéo
com menores restricdes por serem provenientes de fontes naturais (Pokorny, 2007).
Apesar da substancia ser encontrada naturalmente em alimentos, ndo ha a garantia que o
composto ndo € toxico, sendo necessario estudos de potenciais carcinogénicos e efeitos

mutagénicos (Gulgin, 2012).

Embora a maioria dos extratos provindos de plantas sdo definidos como
substancias GRAS, a utilizacdo desses compostos é limitada por afetarem as
caracteristicas sensoriais do alimento aplicado, na qual a dose necessaria para obter o
efeito antimicrobiano ultrapassa os niveis organoléptico aceitaveis (Juneja, Dwivedi &
Yan, 2012). Diversos compostos fendlicos biologicamente ativos possuem um ou mais

anéis aromaticos, sendo responsaveis pelo aroma e a cor (Gulgin, 2012).

Apesar de existirem diversas metodologias para a conservacdo de alimentos, as
técnicas de congelamento, esterilizacdo e secagem sdo consideradas técnicas muito
agressivas para o alimento. Além disso, alimentos manufaturados como carnes, frutas e
derivados carecem de métodos de conservacdo na medida em que ndo é adequada a
utilizacdo dessas metodologias robustas, existindo como alternativa o uso de aditivos

provindo de fontes naturais (Smid & Gorris, 2007).

De entre as alternativas provindas de fontes naturais, destacam-se determinadas
plantas que possuem alta atividade antioxidante e antimicrobiana, como por exemplo o
alecrim, denominado pela legislagdo da EFSA como E392 (Council Regulation, 2011).
Outras plantas que séo estudadas em funcao destas bioatividades podem ser consideradas,
como o funcho, a erva-cidreira, a sélvia, 0 manjericéo, o orégdo e diversas outras (Berdahl
& McKeague, 2015).

1.2.1. Utilizac&o de conservantes naturais em alimentos

A utilizagdo de conservantes naturais abrangem dois desafios importantes:

garantir a seguranca do consumidor com a utilizacdo de fontes naturais contrario aos

8
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aditivos sintéticos, e reduzir a quantidade de residuo ou lixo gerado a partir de alimentos
degradados (Chibane et al., 2018).

Um dos modos de acdo das ervas e especiarias antioxidantes baseia-se em
bloquear os radicais livres atraves de atomos doadores de hidrogénio. De entre as
propriedades desejaveis para que a substancia seja considerada um étimo conservante,
estdo descritas: ser seguro para consumo; ndo ter efeito significativo na cor, aroma e
flavor do alimento; ser efetivo em baixas concentracdes; ser estavel durante a preparacéo
do alimento, processamento ou armazenamento; ser economico; versatilidade no uso; ser
eficaz tanto em ambientes hidrofilicos como lipofilicos; facil utilizacdo e aumentar

significativamente o tempo de prateleira (Embuscado, 2015).

As plantas, pelo simples fato de conseguirem transformar dioxido de carbono em
diversos compostos mais complexos, além do oxigénio, essencial para a vida humana,
com apenas agua e a energia do sol, sdo consideradas organismos de interesse neste
ambito (Cseke et al., 2006). Conservantes naturais sao considerados mais saudaveis
quando comparado com os artificiais na perspectiva do consumidor e supde-se que 0sS
extratos de plantas sdo comestiveis devido ao consumo humano ja realizado
tradicionalmente (Chibane et al., 2018).

Relativamente aos compostos produzidos pelas plantas, estes podem ser divididos
em dois grupos principais: metabolitos primérios e secundarios, em que 0s metabolitos
priméarios sdo definidos por serem 0s nutrientes essenciais para manutencdo da célula
como 4acidos gordos, proteinas, hidratos de carbono e acidos nucleicos; enquanto os
metabolitos secundarios, apesar de ndo serem nutrientes essenciais nem participarem da
fotossintese ou respiracdo celular, sdo conhecidos por também serem vitais para a
sobrevivéncia da planta, pois sdo utilizados como um meio de atrair a polinizacao,
protecdo contra agentes oxidantes e radiagéo ultravioleta (Vuolo, Lima & Junior, 2019).
Além disso, a planta produz esses compostos como uma defesa aos microrganismos, e
por isso séo considerados como uma fonte promissora de antimicrobianos (Chibane et al.,
2018).

Assim, os metabolitos secundéarios sdo divididos em trés grupos principais, de
acordo com sua rota de biossintese e estrutura: compostos fendlicos; terpenoides e

alcaloides. Todos esses compostos séo de alguma forma conectados com os metabolitos
9
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primarios por serem utilizados como barreiras bloqueadoras e enzimas biossintetizadoras,

como representado na Figura 3 (Vuolo, Lima & Junior, 2019).
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Figura 3. Relacdo entre o metabolismo primario e secundario de plantas

Fonte: Adaptado de Vuolo, Lima & Junior (2019).

Sdo diversas as aplicacBes destas moléculas na indlstria como agentes
conservantes. Num estudo realizado pelos autores Carocho et al. (2016a), extratos de
flores de castanheiro e erva-cidreira foram aplicados como agentes conservantes naturais
em queijos maturados da Serra da Estrela, ndo havendo alteracdo no perfil nutricional do
alimento e conservando os acidos gordos da oxidacdo lipidica durante o tempo de

prateleira deste produto.

Em outro estudo, Caleja et al. (2017) avaliaram a capacidade antioxidante dos
extratos de funcho e camomila que foram posteriormente incorporados em biscoitos,
obtendo boa atividade antioxidante quando comparados com biscoitos incorporados com
conservantes artificiais, apesar de usarem maior quantidade do extrato natural. Além
disso, ndo houve modificacdo no perfil nutricional do alimento nem na aparéncia externa

dos biscoitos.

10
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Ribeiro et al. (2016a) comparou o uso de extrato de estragdo com o conservante
comercial &cido ascorbico (E300) em massa de pizza, tendo o extrato demonstrado
resultados similares quando a capacidade conservante, além de ter conferido propriedades

bioativas ao alimento, traduzindo-se numa mais valia para o consumidor.

1.2.2. Caso particular da familia Lamiaceae

As plantas desta familia sdo utilizadas h& séculos devido as suas propriedades
culinarias e medicinais, atribuidas quer aos seus 6leos essenciais como as plantas na sua
forma natural, sendo conhecidos mais de 250 géneros e 7000 espécies. Quanto a sua
classificacdo, estas pertencem ao Reino Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida e ordem Lamiales (Berdahl & McKeague, 2015).

A familia Lamiaceae tem como caracteristica a semelhanca das flores com os
labios superiores e inferiores fundidos, com folhas do tipo simples, podendo estar
dispostas de maneira oposta ou verticilarmente. O limbo pode apresentar-se partido,
dentado ou inteiro. Os frutos, por fim, sdo secos e as sementes quase ndo possuem
endosperma (Berdahl & McKeague, 2015).

Martins et al. (2014) avaliaram a bioatividade de extratos de orégdos, variando o
método de extracdo (decocc¢do, infusdo e hidroetandlica) e verificaram que de entre 0s
trés métodos de extracdo, a decoccdo obteve as concentracfes mais elevadas de
flavonoides e compostos fendlicos totais, seguido por infusdo e por fim a extracdo
hidroetandlica. Em relacéo a capacidade antimicrobiana, a extracao hidroetandlica obteve
maior efetividade para Escherichia coli, indicando que o método de extracdo pode
influenciar no proposito final do extrato (propriedade antioxidante ou antimicrobiana, por

exemplo).

Carocho et al. (2016b) verificaram a capacidade conservante do manjericdo
quando aplicado em queijo da Serra da Estrela tendo concluido que a incorporagéo das
folhas de manjericdo diretamente no queijo, tiveram efeito antioxidante, reduziram o teor
de humidade e preservaram os acidos gordos insaturados e proteinas presentes no

alimento. Além disso, foram comparadas as folhas desidratadas com o extrato obtido por
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decoccdo, sendo o extrato resultante da decoccdo o que demonstrou o maior efeito

conservante.

Num outro estudo, Martins et al. (2015) estudaram a bioatividade de diferentes
extratos de sélvia (infusdo, decoccdo e metanol/agua 80:20 v/v), sendo que as extragdes
resultantes da decocc¢éo e do solvente metanol/agua na propor¢édo 80:20 v/v revelaram os
melhores resultados em termos de propriedades antioxidantes e antifingicas, sendo a

extracao por decoc¢do a que apresentou maior concentracdo de compostos fenolicos.

1.2.3. Caracterizacdo botanica do alecrim, manjericéo e salvia

Alecrim (Rosmarinus officinalis L.): € um arbusto perene que pode alcancar até
1,5 metros de altura, originario do Mediterraneo, porém, cresce naturalmente em
Marrocos e é cultivada intencionalmente nos Estados Unidos, Franca e Espanha (Figura
4). As hastes do alecrim s&o lenhosas e as suas folhas séo filiformes, pequenas e verdes
na parte superior, enquanto esbranquicadas no verso, com pelos finos e curtos (Berdahl
& McKeague, 2015).

Figura 4. Folhas de Rosmarinus officinalis L.

Fonte: Plants of the World Online (2020)
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E possivel colher esta planta 3 a 4 vezes por ano, sendo que sua producio se
mantém durante 5 a 7 anos. Atualmente o alecrim é cultivado como uma planta
ornamental, com folhas em forma de cera e tolerante & seca. Para a sua producdo
comercial, 0 processo passa pela secagem da planta, sendo selecionadas as plantas com

alto teor de compostos fenolicos e resistentes ao frio (Berdahl & McKeague, 2015).

Manjericdo (Ocimum basilicum L.): é um arbusto perene, na qual atualmente
existem mais de 60 variedades diferentes, sendo que sua producdo se mantém até o
segundo ano de cultivo e a primeira colheita é feita 3 meses apds o plantio (Figura 5).
N&o tolera calor excessivo, frio e geadas e ndo suporta colheitas subsequentes,
necessitando do replantio (May et al., 2018).

Figura 5. Folhas de Ocimum basilicum L.

Fonte: Plants of the World Online (2020)

As suas espécies diferenciam-se a partir do aroma, podendo ter um odor doce, de
limdo, cravo, anis, entre outros. Além disso, também é classificado pelo tamanho,
coloragédo da folhagem, porte e formato da copa. Apresenta caule ereto e ramificado e
pode atingir até 1 metro de altura, sendo as suas folhas delicadas, ovaladas e cor verde-
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brilhante. De entre as suas aplicaces, 0 manjericdo é utilizado principalmente como
condimento, na forma de folhas frescas ou secas (May et al., 2018).

Salvia (Salvia officinalis L.): € um arbusto perene nativo da regido do
Mediterraneo (Figura 6), destacando-se as regides da Europa Central, Albania e Estados
Unidos e pode ser colhido 2 a 3 vezes por ano, com vida Util de até 4 anos (Berdahl &
McKeague, 2015).

Figura 6. Folhas de Salvia officinalis L.

Fonte: Plants of the World Online (2020)

E uma planta subarbustiva, com folhas aromaticas largas, elipticas e de colorag&o
verde-acinzentadas. Apresenta hastes ramificadas, eretas e recobertas por tricomas curtos.
S&o inicialmente herbéaceas e com o passar do tempo tornam-se lenhosas (Berdahl &
McKeague, 2015).

1.3. Propriedades bioativas

De acordo com Valls et al. (2013), a influéncia de alimentos funcionais e

nutracéuticos na economia ultrapassam 40 bilhdes de ddlares, aumentando a cada ano
14
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devido ao aumento de vendas e desenvolvimento de novos produtos. Esse fato ocorre pela
melhoria dos habitos alimentares e consequentemente desejo de uma maior expectativa

de vida, influenciados pela midia e propagandas.

O consumo de frutas e vegetais vém sido associados com a reducdo de diversas
doencas como por exemplo a arteriosclerose coronaria. A mesma rela¢éo inversa tambem
ja foi verificada, relacionando a falta de consumo desses alimentos com doencas
cardiovasculares e cancer, sendo atribuido a falta dos compostos antioxidantes presentes

nas frutas e vegetais (Gulgin, 2012).

Um composto bioativo é definido como qualquer composto presente em
alimentos, provindo de animais, plantas ou derivados, que possui um efeito no organismo
apos a sua ingestdo, enquanto que um ingrediente bioativo é qualquer substancia que,
quando adicionada em alimentos, fornece algum tipo de beneficio para a salde
(Fernandes et al., 2019). As fontes mais comuns de compostos bioativos sdo derivadas de
plantas como frutas, vegetais, legumes, graos e algas (Arroyo et al., 2019). Quanto aos
beneficios para a salde, 0s compostos bioativos sdo conhecidos pela sua capacidade
antimicrobiana, antiflngica, antioxidante, antialérgica, anti-inflamatéria, antitumoral,
antiviral e propriedades terapéuticas. Além disso, também tém sido utilizados como um
meio de eliminacdo de microrganismos patogénicos devido a resisténcia desenvolvida aos

agentes terapéuticos (antibioticos) (Galotto, Guarda & De Discastillo, 2015).

N&o ha apenas uma forma Unica de classificar os compostos bioativos, seja pela
sua solubilidade, caminho de biossintese ou classificacdo farmacoldgica. De acordo com
Croteau, Kutchan & Lewis (2000), os compostos bioativos séo divididos em trés grandes
categorias: 1) terpenos e terpendides (cerca de 25.000 compostos); 2) alcaloides
(aproximadamente 12.000 compostos) e 3) compostos fendlicos (cerca de 8.000
compostos). Estes compostos provém de diversas partes das plantas (folhas, frutos,
sementes e até raizes), e, sdo considerados responsaveis pela reducéo de doengas cronicas,

relacionadas com o stress oxidativo (Ferreira & Abreu, 2007).

De entre os bioativos mais conhecidos fazem parte os carotenoides, acidos
fenolicos, flavonoides, taninos e entre outros, estando amplamente descritos como

antioxidantes pela sua capacidade de bloqueio de radicais livres, inibicdo de alteracdes
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oxidativas, pelos seus efeitos benéficos quanto ao tratamento de hipertensdo e diabetes

tipo 2 e auxilio na inibigdo do crescimento em células tumorais (Ferreira & Abreu, 2007).

Relativamente a atividade antimicrobiana, acredita-se que a relacdo dos
compostos fendlicos com esta capacidade esta relacionada com a ruptura da membrana
citoplasmatica dos microrganismos, gerando a perda do conteudo celular, porém acredita-
se que o aumento da natureza lipofilica dos fendis pode aumentar as propriedades
antimicrobianas do composto (Msagati, 2013; Lule & Xia, 2005). A habilidade de
penetrar mais facilmente a membrana celular e consequentemente gerar danos a estrutura
e 0s componentes intracelulares estdo relacionados diretamente com a efetividade do

agente antibacteriano (Chibane et al., 2018).

A membrana citoplasméatica do microrganismo é formada por uma barreira
hidrofébica e o composto antimicrobiano age dificultando a integridade da mesma,
afetando a manutencdo das funcdes celulares como o transporte de substancias e
regulacdo do metabolismo, por exemplo. No geral, os compostos fendlicos e outras
substancias produzidas a partir do metabolito secundario das plantas sdo mais eficazes
em bactérias Gram-positivo do que Gram-negativo. Isso ocorre devido as bactérias Gram-
negativas possuirem uma camada de lipopolissacarideo, oferecendo a bactéria uma

protecdo extra contra os fitoquimicos (Chibane et al., 2018; Meyer et al., 2002).

De acordo com Chibane et al (2018), a nivel celular, existem diversos mecanismos
para explicar a efetividade dos compostos fendlicos como agentes antimicrobianos.
Apesar de todos 0s mecanismos ndo serem constatados na literatura, trés mecanismos
principais sdo citados: a) modificagdo da permeabilidade da membrana celular e ruptura
da membrana citoplasmatica; b) mudanca nas funcdes intracelulares devido a ligacdo dos
grupos OH dos compostos fenolicos nas enzimas e ¢) modificacdo da morfologia dos
fungos, como rigidez celular e perda de integridade, a partir das interacOes realizadas na
membranas celulares. Por fim, ha outros fatores como a mudanca intracelular do pH e o

bloqueio de producédo de energia (interferéncia no sistema de ATP).

De entre os compostos mais conhecidos pela capacidade antioxidante e
antimicrobiana do alecrim, manjericdo e da salvia, destacam-se o acido carndsico,
carnosol,  metil-carnosato, rosmanol, epirosmanol, isorosmanol, rosmadial,

rosmariquinona, e o 4cido rosmarinico (Berdahl & McKeague, 2015). A estrutura quimica
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do acido carndsico (a) e rosmarinico (b) estdo representados na Figura 7. Quanto a
atividade biolodgica do é&cido rosmarinico, cita-se: atividade antioxidante, anti-
inflamatoria, antimutagénica, antibactericida e antiviral, além de que os compostos

fenolicos podem promover uma protecdo contra o cancer (Petersen & Simmonds, 2003).

CH, o}

HO

(@) (b)

Figura 7. Estrutura quimica do acido carndésico (a) e rosmarinico (b)

De acordo com o Regulamento (UE) n.° 231/2012, o carnosol e o &cido carndsico
sd0 0s compostos responsaveis pela atividade antioxidante, visto que representam nédo
menos que 90% dos diterpenos fendlicos totais presentes no extrato de alecrim. Além
disso, os extratos de alecrim também contém flavonoides com estruturas de luteina e
apigenina (Raadt et al., 2015). Jordan et al. (2017) descreveram a importancia do carnosol
nos extratos de alecrim, visto que esse composto aumenta a estabilidade a oxidacdo do
acido carnosico no processamento de carne de cordeiro, demonstrando o efeito sinérgico
da combinacdo dos compostos fendlicos presentes no extrato com estrutura quimica

similar.

Porém, Raadt et al. (2015) verificaram que ndo é tdo facil obter um padrdo de
composicdo dos compostos bioativos presentes no alecrim, visto que podem variar de
acordo com o0 metodo de extragéo utilizado, parte da planta utilizada, se as partes da planta

foram utilizadas frescas ou secas e época de colheita.

Apesar do alecrim e da sélvia produzirem basicamente os mesmos diterpenos

fenolicos e outras substancias fendlicas, o alecrim apresenta concentragdes mais altas,
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tornando-se economicamente mais atrativo. Além disso, quando desidratada, a salvia

possui densidade aparente menor que o alecrim (Berdahl & McKeague, 2015).

Ribeiro et al. (2016b) caracterizaram quimicamente os extratos de alecrim
preparados a partir de uma mistura etanol/agua, tendo detectado 18 compostos fenolicos
de entre os quais se destacam os &cidos cafeico, rosmarinico, quinico, yunnaneico D e F

e alguns flavonoides.

Carocho et al. (2016b) por sua vez, obteve os acidos fendlicos e flavonoides a
partir das folhas de manjericdo, conseguindo caracterizar, detetar e quantificar os acidos
rosmarinico, caftarico, cafeico, chicorico, yunnaneico E, e diversos outros compostos em
menor quantidade. Stojkovic et al. (2013) verificaram que concentracdes de acido cafeico

acima de 0,1 g/L inibiram completamente o crescimento de S. aureus em sopa de frango.

Martins et al. (2015) quantificou os compostos fenolicos de salvia, a partir de
diferentes métodos de extracdo (infusdo, decoccdo e metanol/agua). A luteolina-7-O-
glucuroénido, acido rosmarinico, luteolina-7-O-glucosido e luteolina-O-acetilglucésido

foram os compostos presentes em maior concentragao.

Os compostos fenolicos presentes nessas trés plantas podem ser utilizados em
diversas aplicagBes devido as suas polaridades e solubilidades. O &cido carn6sico possuli
carater lipofilico, enquanto o &cido rosmarinico possui carater hidrofilico, por exemplo.
Quanto a solubilidade, outros compostos fendlicos como diterpendides, flavonoides e até
alguns constituintes dos oOleos essenciais, distribuem-se num largo espectro de

solubilidades, tornando versétil a sua aplicacdo (Berdahl & McKeague, 2015).

Contrariamente a outros antioxidantes artificiais, o &cido carndsico é caracterizado
como um forte antioxidante devido a sua capacidade de atuar repetidamente como um
agente redutor doando sequencialmente atomos de hidrogénio a partir de uma série de
compostos fendlicos (Berdahl & McKeague, 2015). De acordo com Birtic et al. (2015),
0 &cido carnosico é afetado negativamente quando submetido a certas condi¢gdes como
luz intensa, calor, agua e salinidade, por exemplo. O acido carnosico vem sido estudado
pelas suas propriedades anticarcinogénicas e antitumorais, extraido a partir de plantas,

como a sélvia e o alecrim (Barni et al., 2012; Bauer et al., 2012; Sharabani et al., 2006).
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Quanto a biodisponibilidade, Vaquero et al. (2013) verificou que o acido carnosico é

consumido e mantido no sistema circulatorio durante diversas horas.

Os diterpenos fendlicos com estrutura similar ao acido carndsico, como o
carnosol, rosmanol e epirosmanol, por exemplo, sdo produtos da degradagdo do acido
carnosico, também apresentando atividade antioxidante. Outro composto que apresenta

atividade antioxidante é o &cido rosmarinico, presente no alecrim (Birtic et al., 2015).

Carocho et al. (2016b) quantificaram os compostos fendlicos presentes em
manjericdo extraidos por decocgdo, encontrando 26 mg/g de acido rosmarinico. Ribeiro
et al. (2016) identificaram acido rosmarinico em extratos aquosos de alecrim, em uma
quantia de 68,5 mg/g. Por fim, Farhat et al. (2013) encontraram 18 mg/g de acido

rosmarinico em extratos metandlicos de sélvia.

1.3.1. Métodos de extracao

Um extrato é definido como a fracdo solUvel, e essa fracdo pode ser removida de
acordo com a solubilidade do composto desejado, seja em fase aquosa, alcodlica, lipidica
ou outra. Para plantas, os extratos sdo obtidos a partir das folhas, caule, flores, frutas e até
raizes, e as substancias quimicas obtidas nesse extrato sdo denominados de fitoquimicos
(Gokoglu, 2018). O método de extracdo utilizado € fundamental para a obtencdo de um
extrato rico em compostos bioativos, sendo a primeira etapa no estudo de qualquer planta
pelas suas capacidades medicinais. Os parametros que mais afetam a extracdo desses
compostos séo a planta ou parte da planta, solvente, temperatura, pressao e tempo (Azmir
etal., 2013).

Caleja et al. (2019) verificaram que na obtengéo de um extrato otimizado de flores
de castanheiro, o solvente utilizado era o maior responsavel pela obtencdo de um extrato

com altos compostos bioativos, seguido pela temperatura, e por fim, o tempo de extracao.

Existem diversos métodos de extracdo, podendo ser convencionais ou nao, bem
vistos do ponto ambiental, melhores na qualidade final do extrato e menor tempo de
extragdo (Azmir et al., 2013). Quanto aos métodos convencionais, citam-se: extragao por

Soxhlet, maceracéo, infusdo, decocgéo, hidrodestilacdo e entre outros. Referentes aos
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métodos modernos (ou ndo convencionais), sdo descritos a microdestilacéo, extragao por
membrana, micro-extracdo em fase solida (SPME), ultrassom, fluido supercritico e outros
(Gupta, Naraniwal & Kothari, 2012). De acordo com Gokoglu (2018), os métodos
convencionais que necessitam de tratamento quimico ou calor, podem mudar o conteudo,

a bioatividade e as caracteristicas dos compostos ativos na planta.

A extracao assistida por ultrassons (EAU) é um método na qual utiliza-se de ondas
sonoras, atravessando as moléculas e criando compresséo e expansdo. Esse processo cria
bolhas e gera o crescimento até o colapso da mesma, sendo o fenbmeno denominado de
cavitacdo (Figura 8). Apesar desse método funcionar apenas em meio liquido (totalmente
liquido ou liquido contendo materiais solidos), € um método de alta eficiéncia, sendo
capaz de extrair compostos organicos e inorganicos presentes na planta com certa rapidez

e sem a necessidade de solventes (Azmir et al., 2013).
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Figura 8. Processo de cavitagdo e liberagdo dos compostos bioativos

Fonte: Verruck & Prudencio (2018)

20



Aplicacdo de formulagdes conservantes por incorporacao em produtos lacteos Introducao

O processo de pré-extracdo, como trituramento das amostras e armazenamento,
também é uma etapa importante para o processo, visto que o preparo das amostras afeta
na preservagdo dos fitoquimicos. Um exemplo é a utilizacho de amostras
secas/liofilizadas comparada com amostras frescas, sendo as amostras secas mais
vantajosas dado o longo tempo dos experimentos e consequentemente deterioracdo das

amostras (Azwanida, 2015).

O tamanho da particula também é relevante, visto que € responsavel pelo aumento
ou diminuicdo da superficie de contato. Amostras em pd constituem-se de pequenas
particulas, que sdo homogeneizadas mais facilmente e possuem maior superficie de

contato entre a amostra e o solvente utilizado para a extragdo (Azwanida, 2015).

1.4. Aplicacdo de conservantes naturais nas industrias de laticinios

O iogurte € um dos produtos lacteos fermentados mais conhecidos em todo
mundo, existindo duas possiveis origens: pelo povo Turco que vivia na Asia ou pelos
nativos dos Paises Balticos. A Danone, fundada em Barcelona, Espanha, foi a primeira
empresa a produzir iogurtes em larga escala, partindo do mesmo principio de producéo
artesanal, porém de uma forma industrial (Pophaly et al., 2016). Nos Estados Unidos e
na Unido Europeia o alimento s6 pode ser chamado de “iogurte” caso haja presenca de
bactérias lacticas no produto final. Se estas ndo existirem, a nomenclatura correta é
“produto lacteo fermentado” (Yildiz, 2010).

Em relacdo a sua classificacdo, o iogurte pode ser natural, liquido, grego, com
adicdo de frutas ou aromatizante, entre outros tipos (Yildiz, 2010). De entre as variaveis
que influenciam a qualidade final do produto, a qualidade inicial do leite é a de maior
importancia, pois impacta diretamente a qualidade microbiologica, nutricional e o valor
de mercado. Além disso, sdo também importantes a pureza da cultura do iogurte e sua

respetiva atividade (Pophaly et al., 2016).

Quanto a interagdo entre 0s microrganismos, o Streptococcus thermophilus e o
Lactobacillus bulgaricus possuem uma relacéo simbiética entre eles e entre os nutrientes

existentes no leite. Essa relacdo é positiva devido ao rapido crescimento e
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consequentemente rapida acidificacdo do leite, a qual seria muito mais lenta caso
trabalhasse com as duas culturas separadamente. Além disso, o efeito sinérgico entre
esses microrganismos produz certos compostos que colaboram no flavor do produto final

e aumento da producéo de polissacarideos (Pophaly et al., 2016).

No que se refere aos ingredientes, o principal e mais importante é o leite, podendo
ser de vaca, cabra, entre outros. O leite utilizado pode ser integral, parcialmente
desnatado, desnatado ou até a propria nata. Para ser utilizado na producéo do iogurte, o
leite deve sequir 3 critérios: 1) livre de antibidticos, sanitizantes, rancificado ou com
origem de mastite; 2) baixa contagem de bactérias e 3) sem contaminagdo por
bacteriéfagos (Yildiz, 2010). Quanto as caracteristicas desejaveis destacam-se a baixa

acidez, limpo, bom sabor e odor e uma composicao quimica padrdo (Ozer, 2010).

De entre os outros componentes que podem estar presentes no iogurte,
consideram-se os produtos derivados do leite (lactose, leite desnatado concentrado e leite
desnatado em pd) para o aumento de sélidos ndo gordurosos; adocgantes (glicose ou
sacarose e adocantes de alta intensidade como o aspartame); estabilizantes (gelatina,
carboximetil celulose, gomas, alginatos, carrageninas e proteina de leite) e aromatizantes
(preparados de frutas, naturais ou artificiais) (Yildiz, 2010). Os macronutrientes de

diversos iogurtes estdo presentes na Tabela 3 (Chryssanthopoulos & Maridaki, 2010).

Tabela 3. Macronutrientes de diversos tipos de iogurtes (por 100 g)

Energia Agua Carboidratos Gorduras

Tipo de alimento Proteina (g)

(kcal) (9) (9) totais (g)
logurte integral 79 8,9 7,8 3,0 5,7
logurte semi- e 63 g79 7074 1016  30-48

desnatado

logurte 54 869 8,2 0,2 5.4
desnatado

logurte liquido 62 84,4 13,1 Tragos 3,1

Lassi (com 62 833 116 0,9 2.6
adocante)

Kefir 65 87,5 40 3,5 3,3
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Fonte: Chryssanthopoulos & Maridaki (2010).

O iogurte, como o leite, € uma matriz complexa quanto aos seus nutrientes. Em
relacdo aos hidratos de carbono, a lactose é um dissacarideo formado a partir de galactose
e glicose, e representa aproximadamente 54% de todo o conteldo de soOlidos nédo

gordurosos (Chryssanthopoulos & Maridaki, 2010).

A percentagem de proteina também ndo difere muito entre o iogurte e o leite,
porém, a industria adiciona uma quantidade de leite desnatado em p6 durante a producdo,
aumentando consequentemente o contetido de proteina no produto final. A composicédo
baseia-se em duas fontes de proteinas: a caseina representa 80% de toda a fonte de
proteina bovina, enquanto o soro do leite constitui os outros 20%. Tanto o iogurte como
o leite sdo indicados como uma 6tima fonte proteica devido a producdo de valores

significativos de aminoacidos essenciais (Chryssanthopoulos & Maridaki, 2010).

Os lipidos presentes no leite constituem caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas unicas, com um papel fundamental na textura, sabor, aparéncia e estabilidade
do iogurte. A composicdo Unica baseia-se em acidos gordos essenciais, vitaminas
lipossolUveis e diversos outros compostos com potencial benéfico a salde, em que 0s
triglicerideos comp6em de 97 a 98% do contetdo total de lipidos, enquanto a minoria é
representada por fosfolipidos, esterdis livres como colesterol e tracos de acidos gordos
livres. Quanto ao seu potencial benéfico, os CLA (do inglés Conjugated Linoleic Acid)
sdo relacionados com efeitos anticarcinogénicos, reducao de inflamacdes, diabetes, perda
de densidade d&ssea, disfuncdo imunoldgica e diversas outras patologias
(Chryssanthopoulos & Maridaki, 2010).

O leite e o iogurte também representam a quantidade maioritaria de vitaminas e
minerais necessarios para o funcionamento do organismo. De entre as vitaminas
presentes, destacam-se as hidrossoluveis (vitaminas B1, B2, Bs, Bs, Bs € B12 € vitamina
C) e lipossolaveis (A, D, E e K). Quanto aos minerais, o calcio, fésforo, magnésio, ferro,
zinco, iodo, cobre, manganés, selénio, potassio e sodio sdo encontrados em leite em
diferentes quantidades, sendo o calcio o mais abundante (Chryssanthopoulos & Maridaki,

2010). A Tabela 4 abaixo representa a percentagem de cada nutriente de produtos lacteos
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para o suprimento diario de pessoas americanas e canadenses entre 1994 e 1996 (Yildiz,
2010).

Tabela 4. Suprimento diério de nutrientes provindo de produtos lacteos

72% do calcio
60% da vitamina D (caso seja fortificado)
29% de fosforo
30% da riboflavina
23% da vitamina A
31% da vitamina B12
20% da proteina
17% do potéassio
18% do zinco
15% do magnésio
18% da gordura
13% das calorias

Fonte: Yildiz (2010).

A contaminagdo em iogurtes, principalmente por bolores e leveduras, reduz
significativamente o tempo de prateleira do produto. De entre as metodologias aplicadas
para controlar esse problema, incluem-se: tratamento por calor (pasteurizacdo); restricdo
de oxigénio; armazenamento em baixas temperaturas e utilizacdo de agentes conservantes
como sorbato e natamicina (Sahan & Golge, 2005). Os sorbatos s&o considerados 6timos
conservantes por serem compostos inertes (ndo reagem com o alimento) e séo eficazes
mesmo em baixos niveis de pH, além de ndo afetarem drasticamente as caracteristicas
sensoriais do alimento (Saidi, Faid & Warthesen, 2003). Para que ndo haja efeitos
adversos na qualidade do produto final, a concentracdo de sorbato de potassio deve ser
limitada, variando entre 0,05% e 0,2% (Al-Ashmawy & Ibrahim, 2009).
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A contaminacéo de iogurtes por leveduras é relativamente frequente, visto que o
baixo pH do produto se torna um ambiente favordvel para o crescimento destes
microrganismos. Além disso, a adi¢do de frutas e agucar contribuem ainda mais para a
contaminacdo, visto que ambos sdo fontes de substrato. De entre as possiveis formas de
reconhecer a contaminacgéo por leveduras, podem mencionar-se a geracao de off-flavors;
diferenca na textura pela producéo de gases e inchago ou rompimento da embalagem.
Sobre condicdes corretas de refrigeracéo (5°C), o iogurte pode durar de 3 a 4 semanas se

seguidas as boas praticas de fabrico (Suriyarachchi & Fleet, 1981).

Sahan & Golge (2005) avaliaram os efeitos do conservante sorbato de potassio em
relacdo a qualidade microbioldgica de iogurte. Foram aplicadas diferentes concentracdes
(50, 100, 200 e 400 ppm) do antimicrobiano com duas metodologias: na primeira o
conservante foi incorporado na producao do iogurte, enquanto na segunda foi aplicado
um spray na superficie do alimento. A partir da analise estatistica avaliando 1, 7, 15 e 30
dias de armazenamento, verificou-se que as diferentes metodologias de aplicacdo do

conservante ndo obtiveram diferencas significativas (p>0,05).

Porém, a aplicacdo de diferentes concentragdes gerou diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05), influenciando o crescimento de bactérias mesoéfilas, esporuladas
aerobicas, psicrotrofilas e bolores e leveduras. Além disso, um outro ponto positivo foi a
ndo alteracdo na quantidade de bactérias lacticas, preservando as culturas iniciais (Sahan
& Golge, 2005).

Said, Faid & Warthesen (2003) por outro lado, estudaram o efeito do sorbato
aplicados em iogurtes caseiros e industriais e verificaram que no geral as amostras
tratadas com sorbato apresentaram menor crescimento das bactérias lacticas e

consequentemente producdo de acidez retardada, aplicando 0,1% do agente conservante.

Martins et al. (2014) investigaram a propriedades nutracéuticas de flores de amora
(Rubus ulmifolius Schott), quando aplicados em iogurtes, sendo as flores de amora ricas
em compostos fendlicos e apresentando alta atividade antioxidante. Além disso, também
foram testados dois métodos de extracdo (decocgédo e hidroetandlica), sendo a extragao

hidroetandlica mais eficiente na obtencéo de um extrato rico em compostos fenolicos.
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Caleja et al. (2016) compararam o uso de aditivos naturais (provindos de plantas)
com o uso do sorbato de potassio em iogurte, verificando que ndo houve mudancas
significativas no pH e valor nutricional, quando comparado a amostra preparada com o
conservante artificial. Além disso, os iogurtes produzidos com conservantes naturais
apresentaram maior atividade antioxidante, indicando a possivel utilizacdo de

conservantes naturais como uma alternativa aos artificiais.

Heleno et al. (2017) adicionaram bio-residuos do cogumelo A. bisporus em
iogurtes, sendo capazes de manter as proteinas e a fracdo lipidica, atribuindo essa
preservacdo devido a capacidade antioxidante do extrato de cogumelo. Corréa et al.
(2018) também verificaram as propriedades bioativas de cogumelo (A. blazei),
verificando notaveis propriedades antioxidantes e antimicrobianas, além de néo

apresentar hepatotoxicidade.

Pelo exposto, verifica-se a complexidade de requisitos que um conservante deve
ter para conseguir exercer a sua funcéo, sem causar qualquer tipo de alteracdo no iogurte

final.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho englobam a otimizacdo da extragdo de
compostos conservantes a partir de alecrim, manjericéo e salvia, de forma a utilizar estes

extratos como agentes conservantes na industria alimentar.

Obijetivos especificos deste trabalho, citam-se:

1. Andlise de triagem da extracdo de compostos conservantes utilizando: extratos
aquosos (infusdo e decoc¢do) e extratos hidroetandlicos, pela técnica de extracdo
assistida por ultrassons (EAU) e determinacdo dos intervalos de extracdo pela

metodologia de superficie de resposta (RSM) por analise de triagem;
2. Caracterizacdo quimica dos extratos obtidos por HPLC-DAD-MS;

3. Caracterizacdo bioativa dos extratos através da sua atividade antioxidante,

antimicrobiana e citotoxica;
4. Incorporacdo dos melhores extratos em iogurtes;

5. Auvaliagdo dos parametros fisicos dos alimentos ao longo do tempo de prateleira:

textura, cor e pH;
6. Analise microbioldgica dos produtos alimentares ao longo do tempo de prateleira;

7. Avaliacdo do perfil nutricional e monitorizacdo das moléculas conservantes ao

longo do tempo de prateleira.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Plantas utilizadas

Foram utilizadas trés plantas: alecrim, manjericdo e sélvia. Estas plantas foram
fornecidas a granel pela empresa Cantinho das Aromaticas, situada em Vila Nova de Gaia,
regido norte de Portugal. Em seguida, foram trituradas e armazenadas para posterior

analise (Figura 9).

Figura 9. Sélvia triturada

3.2. Preparagéo dos extratos

Os extratos foram obtidos recorrendo a tecnologia de extracdo assistida por
ultrassons (EAU) (sonicador QSonica, modelo CL-33, Newton, Connecticut, EE. UU)
(Figura 10). Uma quantidade conhecida de amostra foi pesada e colocada em contacto
com o solvente (EtOH/H-0), variando a sua proporcao. Apos este passo, foi colocada no
EAU para otimizacdo das condi¢des ideais de extracdo variando os pardmetros do
equipamento. As amostras foram de seguida centrifugadas (5000 rpm, durante 20 min a
10 °C), filtradas através de um filtro de papel (Whatman n° 4), e o etanol foi evaporado a
40 °C utilizando um evaporador rotativo a vacuo (Buchi, R-210, Flawil, Switzerland)
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(Figura 11). Por fim, a fracdo aquosa foi liofilizada (47 °C, 0,045 bar; FreeZone 4.5,
Labconco, Kansas City, MO, USA) para a obtencao do extrato em po. Os extratos foram
armazenados ao abrigo da humidade e da luz para posterior anélise.

Figura 11. Evaporador rotativo
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3.3. Analise de triagem da extracdo por UAE
3.3.1. Delineamento fatorial fracionado

Numa primeira etapa, e, de forma a realizar uma prospecgédo sobre as condigdes
mais favoraveis para a obtencdo de um extrato rico em compostos fenolicos, foi avaliada
a planta Rosmarinus officinalis (alecrim). Este estudo baseou-se em um delineamento
fatorial de dois niveis, com resolugdo IV (2%1), também conhecido como delineamento
fatorial fracionado, um método ideal para um processo de prospeccdo. O delineamento
foi construido e aleatorizado utilizando o software Design expert 12.0.1. (Stat-Ease, Inc.
Minneapolis, MN, USA), consistindo em 4 processos de extracdo (2 repeticdes por
condicdo), sendo as variaveis fixas nessa experiéncia definidas como Xj: tempo (7,5 e
12,5 min), Xz: solvente (0 e 80% EtOH), e Xas: poténcia do ultrassom (275 e 450 W).

As variaveis dependentes foram expressas de acordo com a concentracao de acido
rosmarinico (Y1), em mg/g de extrato, por HPLC. No delineamento fatorial fracionado,
os fatores foram denominados como Intercept = Intercept + ABC; A=A +BC;B=B +
AC; e C = C + AB em ordem para determinar os fatores pertinentes e os limites da

experiéncia para serem utilizados em futuros delineamentos otimizados.

3.3.2. Delineamento multinivel unifatorial

A selecdo secundaria e a avaliacdo dos fatores e niveis foram realizadas para
determinar os limites apropriados da experiéncia seguindo as instrucdes do primeiro
ensaio. As variaveis independentes foram Xi: tempo (10-300 s) e X4: temperatura (20-75
°C) em 6 e 4 niveis diferentes, respetivamente. Para cada um dos 2 fatores, um multinivel

unifatorial ou delineamento fatorial geral foi realizado e analisado.
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3.3.3. Perfil e quantificagdo dos compostos fenolicos

Os extratos de alecrim, manjericdo e salvia foram dissolvidos em EtOH (80:20
v/v) de forma a obter uma concentracdo de 10 mg/mL. De seguida foram filtrados usando

filtros descartaveis de 0,22 um, e, injetados.

Os dados cromatogréaficos relativos a identificacdo e quantificagdo de compostos
fenolicos para a otimizacdo da extracdo foram adquiridos utilizando um Dionex Ultimate
3000 UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA), acoplado com um detetor de diodos
(280, 330 e 370 nm) e um detetor de massas com ionizagéo por electrospray (Linear lon
Trap LTQ XL, Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA), utilizado em modo negativo. A
separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna Waters Spherisorb S3
ODS-2 C18 (3 um, 4,6 mm x 150 mm, Waters, Milford, MA, USA) a 35 °C.

Os compostos fendlicos foram identificados considerando o tempo de retencéo,
UV-Vis e espectro de massas, em comparacdo com os padrées comerciais e 0s dados
disponiveis na literatura. As curvas de calibracdo dos padrdes fenolicos foram construidas
através do sinal UV-Vis para a obtencdo da analise quantitativa. No caso de padrdes
comerciais ndo disponiveis, os compostos foram quantificados por uma curva de
calibracdo dos compostos mais similares disponiveis. Os resultados foram expressos em
mg/g de extrato utilizando acido cindmico para os &cidos fenolicos, acido rosmarinico

como o composto principal na familia Lamiaceae e quercetina para os flavonoides.

3.4. Propriedades bioativas dos extratos obtidos e toxicidade
3.4.1. Atividade antioxidante

Quatro soluges de eritrdcitos (2,8%, v/v; 200 uL), preparadas numa solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4), foram misturadas com 400 pL das seguintes solugdes:
1) extrato (6-500 pL/mL em PBS); 2) PBS (controlo); 3) agua (até hemolise total) e 4)
controlo positivo Trolox (7,81-250 pg/mL)

Apos a pré-incubagdo em agitacdo a 37 °C durante 10 min, adicionou-se 200 L de
2,2'-azobis(2-metilpropionamidina) dihidroclorido (AAPH, 160 mM em PBS, Sigma-
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Aldrich) e a densidade dptica foi medida em 690 nm a cada 10 min num leitor de microplacas
(Bio-Tek Instruments, ELX800) até a completa hemolise (Lockowandt et al., 2019).

Os valores de At (min) relativos & metade do tempo de hemdlise (valores Htsp),
obtidos a partir das curvas hemoliticas de cada amostra de extrato (subtraindo os valores de
Htso do controlo PBS), foram correlacionados com a concentracéo de cada extrato, para a
obtenc&o dos valores ICso (ug/mL), calculados nos intervalos de tempo de 120 e 180 min, i.e,
a concentracdo de extrato necessaria para proteger 50% da populacéo de eritrécitos da acao
hemolitica do AAPH para 120 e 180 min.

3.4.2. Atividade antimicrobiana

Para a atividade antibacteriana foram utilizadas as seguintes bactérias Gram-
positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 11632), Bacillus cereus (isolado clinicamente)
e Listeria monocytogenes (NCTC 7973). De entre as bactérias Gram-negativas, citam-se:
Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (ATCC 13311) e Enterobacter
cloacae (ATCC 35030).

Quanto a atividade antiflngica, foram utilizados seis micromicetes, sendo eles:
Aspergillus fumigatus (isolado a partir de humanos), Aspergillus niger (ATCC 6275),
Aspergillus versicolor (ATCC 11730), Penicillium funiculosum (ATCC 36839),
Trichoderma viride (IAM 5061) e Penicillium verrucosum var. cyclopium (isolado a

partir de um alimento).

Com o intuito de avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos hidroetanolicos
de alecrim, salvia e manjericdo, o método da microdiluicdo foi utilizado (Sokovic et al.,
2010). Os resultados foram apresentados através da inibicdo completa do crescimento
microbiano (CMI, concentracdo minima inibitdria), através do ensaio colorimétrico de
viabilidade microbiana, tal como a concentracdo minima bactericida/fungicida (CMB e
CMF, respetivamente). Os controlos positivos utilizados foram os conservantes artificiais
E211 e E224 (benzoato de sodio e metabissulfito de potassio, respetivamente) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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3.4.3. Citotoxicidade

A fim de avaliar a toxicidade dos extratos obtidos em células normais, de forma a
garantir a seguranca das concentracdes activas, 0s extratos foram testados numa linha
celular obtida a partir de células normais de porco (designada como PLP2), sendo o tecido
de figado lavado com uma solugédo salina equilibrada de Hank (HBSS), contendo 100

U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, obtendo explantes de 1x1 mm?.

Os explantes entdo foram transferidos para frascos de 25 cm? contendo meio
DMEM suplementado com soro fetal bovino (SFB, 10%), aminoéacidos ndo essenciais (2
mM), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 mg/mL) e incubados a 37 °C numa

incubadora com atmosfera modificada contendo 5% CO..

O meio de cultura foi renovado a cada dois dias para assegurar 0 crescimento
celular e observado em um microscopio com contraste de fase. As células foram sub-
cultivadas e plagueadas numa microplaca de 96 pocos, obtendo uma densidade de 1,0 x
10* células/poco e a avaliagéo foi feita utilizando o método da Sulforodamina B (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Abreu et al., 2011).

Assim, uma cultura de células (PLP2) foi obtida a partir de figado de porco e
testada com diferentes extratos hidroetanolicos e diferentes concentragdes (alecrim,
manjericdo e salvia). A leitura da absorbancia foi realizada utilizando um leitor de
microplacas a 540 nm e o controlo positivo utilizado foi a elipticina. Os resultados foram

expressos em valores Glso (concentragdo que inibe 50% do crescimento celular).

3.5. Incorporacgéo dos extratos em iogurtes

Para a preparacdo dos iogurtes, utilizou-se um iogurte natural de 125 g, (Pingo
Doce) para 1 L de leite meio gordo UHT (Pingo Doce), a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C), e incorporaram-se 0s extratos vegetais liofilizados (cerca de
30 mg/kg). As amostras foram colocadas numa iogurteira durante 8 horas. Apds a
preparagdo, adicionou-se a um copo uma porcdo de polpa de fruta de morango

(aproximadamente 20 g, GoGo Squeez Fruit Snack), preenchendo o fundo do copo, sendo
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o0 iogurte adicionado por cima com os extratos previamente incorporados (Figuras 12 e
13).

Figura 12. Incorporagéo dos extratos e polpa de frutas no iogurte

Figura 13. Diferenca entre o iogurte in natura e o incorporado com a polpa

Foram feitos iogurtes com polpa de fruta natural, uma vez que os iogurtes naturais
sem adicdo de frutas ndo necessitam da adicdo de conservantes. Assim, 0s extratos foram
adicionados na mesma quantidade que o aditivo artificial sorbato de potéssio, quantidade
que esta regulamentada pela legislacdo em vigor (Council Regulation, 2008), visto que é
o0 aditivo mais utilizado para esta matriz alimentar. Os ingredientes e a tabela nutricional

dos ingredientes utilizados estdo descritos nas Tabelas 5, 6 e 7.
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Tabela 5. Tabela nutricional e lista de ingredientes do leite meio gordo

Tabela nutricional

Por 100 mL

Energia 270 kJ / 64 kcal
Lipidos 360

Dos quais saturados 250
Hidratos de carbono 49¢

Dos quais agucares 499
Fibras 0g
Proteinas 329
Sal 0,19

Ingredientes: Leite UHT meio gordo
homogeneizado

Tabela 6. Tabela nutricional e lista de ingredientes do iogurte natural

Tabela nutricional

Por 100 mL

Energia 206 kJ / 49 kcal
Lipidos 1549

Dos quais saturados 1g
Hidratos de carbono 590

Dos quais agucares 43¢
Fibras 0g
Proteinas 399
Sal 0,19

Ingredientes: leite pasteurizado desnatado, leite
pasteurizado, leite em pé magro, proteinas do
leite, fermentos lacticos

Tabela 7. Tabela nutricional e lista de ingredientes da polpa de frutas

Tabela nutricional

Por 100 mL
Energia 286 kJ / 68 cal
Lipidos 059
Dos quais saturados 0,29
Hidratos de carbono 149
Dos quais agUcares 139
Proteinas <059
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Sal <0,01¢g

Ingredientes:

Polpa de macé 66,4%
Polpa de morango 21,6%
Sumo de magé concentrado
Polpa de banana 4,0%
Polpa de groselha-negra

Todas as etapas de incorporacdo foram feitas em condigOes de assepsia para evitar
quaisquer contaminagdes utilizando um bico de Bunsen, e, utensilios e bancadas
previamente esterilizados. Apos esse processo, 0s iogurtes foram homogeneizados com

uma espatula e armazenados no frigorifico a uma temperatura de 4-5 °C.

A codificacdo das amostras esta descrita na Tabela 8 abaixo. Todas as amostras
foram analisadas em triplicado durante os 14 dias de prateleira, tendo-se analisado no
tempo 0 (TO), ap06s 7 dias (T7) e apds 14 dias (T14), num total de 45 amostras (Figura
14).

Tabela 8. Amostras de iogurte

Amostra Contendo Codificacao
Controlo IC
Sorbato de potassio ISP
Alecrim 1A
Manjericao IM
Sélvia IS
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Figura 14. Amostras de iogurte

3.6. Avaliacdo dos parametros fisico-quimicos

Quanto a avaliacdo dos pardmetros fisicos e quimicos, foram feitas as analises de

cor, pH e atividade de agua.

Para a analise de cor, utilizou-se um colorimetro Konica Minolta (Chiyoda,
Tokyo, Japan) Chroma Meter CR-400 (Figura 15), com um iluminante D65, padréo
estabelecido pela Comissao Internacional de lluminacgéo (CIE), com 8 mm de abertura e
10° de angulo de observacdo. Foram avaliados parametros como o grau de luminosidade
(L*) e as coordenadas cromaticas (a* e b*), na qual a* apresenta o tom mais avermelhado

(vermelho-verde) e b* mais amarelado (amarelo-azul).

Figura 15. Colorimetro
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Para cada amostra (iogurte com polpa), foram feitas medi¢cGes em trés pontos
diferentes, obtendo a média entre as 3 medigBes. Para a calibragdo do colorimetro,
obtiveram-se os valores dispostos na Tabela 9. Além disso, também foram avaliados o0s

parametros apenas para a polpa pura.

Tabela 9. Calibracdo do colorimetro

Calibracao

Y 86,3
X 0,3208
y 0,3365

Relativamente ao pH, utilizou-se um titulador com potencidmetro Hanna

Instruments HI 902; foram também feitas trés medicdes para cada amostra (Figura 16).

Figura 16. Titulador e potenciémetro

Por fim, a atividade de agua foi medida a partir de um Dew Point Water Activity
Meter 4TE (Aqua Lab) (Figura 17).
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Figura 17. Medidor de atividade de 4gua

3.7. Avaliagdo da textura

De forma a conseguir entender os efeitos que os diferentes extratos podem tem no
perfil de textura dos iogurtes, estes foram sujeitos a uma analise num texturometro TA.XT
plus da Stable Micro Systems (Vienna Court, Godalming, Reino Unido) (Figura 18).
Visto que os iogurtes sdo alimentos semissolidos, optou-se por uma a analise de extruséo
invertida, permitindo verificar a firmeza, consisténcia, coesividade e trabalho da
coesividade dos iogurtes, utilizando a plataforma de extrusdo invertida com o disco de
perspex de 45 mm de didmetro e o copo com 45 mm de altura. O gatilho de analise foi
definido como forca, sendo o limiar de 5 g, e 0 modo de analise definido como a distancia
de 10 mm. O tipo de teste foi de compressdo com uma velocidade inicial de 5 mm/s,

velocidade de teste 3 mm/s e velocidade de regresso a origem de 10 mm/s.
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Figura 18. Texturometro

3.8. Perfil nutricional

A andlise do perfil nutricional ao longo do tempo de prateleira foi feita avaliando
a composicdo centesimal, tal como o teor de acUcares solUveis, cidos orgénicos e &cidos
gordos individuais. Para este efeito, os diferentes iogurtes foram congelados e liofilizados
(FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, USA).

3.8.1. Composicéo centesimal

Referente a composicao centesimal, foram determinados o teor de gordura bruta,
proteinas, humidade e cinza, de acordo com os Métodos Oficiais de Analise, 172 edi¢do
(AOAC, 2016).

A gordura bruta foi obtida a partir de um extrator de Soxhlet, como apresentado
na Figura 19. Utilizou-se 1 g de amostra e éter de petréleo como solvente para a extracao.
Apo0s a extracdo a amostra é colocada na estufa até a evaporacdo do éter de petroleo,
sendo a gordura total obtida pela diferenca entre o tubo com o residuo resultante da
extracdo e 0 peso do tubo vazio. O teor de gordura foi expresso em g/100 g de peso fresco.
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Figura 19. Extrator de Sohxlet

Para a obtencdo do teor de proteinas, utilizou-se 0 método Macro-Kjeldahl,
seguindo da metodologia AOAC 920.87, utilizando um fator de conversdo de 6,38
(produtos lacteos). Assim, 0,25 g de amostra foi digerida em &cido sulfurico com
catalisador K2SO4/CuSO4 durante 70 min a 400 °C num digestor (Bloc Digest 12, JP
Selecta, Barcelona) (Figura 20). Posteriormente, utilizou-se um destilador Kjedahl com
titulador alcalino integrado (modelo Pro-Nitro-A, JP Selecta, Barcelona) (Figura 21). O

teor de proteinas foi expresso em g/100 g de peso fresco.

Figura 20. Digestor para proteinas
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Figura 21. Destilador Kjedahl

A humidade foi avaliada a partir de um medidor de humidade (PMB 163 Moisture
Analyzer, Adam Equipment, Oxford), como mostrado na Figura 22, seguindo a
metodologia AOAC 925.09. O equipamento é capaz de aquecer a amostra utilizando uma
lampada de halogénio com poténcia de 400 W, registando a massa inicial e final da
amostra apds manutencdo de um peso constante durante um intervalo de tempo, e,

calculando, por fim, o teor de humidade.

Figura 22. Medidor de humidade
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As cinzas foram determinadas segundo a metodologia AOAC 923.03. Cerca de
0,25 g de amostra sdo colocadas em cadinhos e incineradas numa mufla (Lenton ECF
12/22, Hope Valley, UK) a 550 °C (Figura 23). O teor de minerais foi expresso em g/100
g de peso fresco. O teor de cinzas € calculado pela diferenca do peso dos cadinhos com a

amostra incinerada com o peso dos cadinhos vazios.

Figura 23. Mufla

3.8.2. Acidos gordos individuais

Os é&cidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa acoplada a um
detector por ionizacdo de chama (CG-FID) (DANI 1000, Contone, Switzerland) (Figura
24). O procedimento inicia-se com a derivatizacdo da gordura total obtida, pela adi¢do de
5 mL de uma solucdo metanol/acido sulfurico/tolueno 2:1:1 (v/v/v). As amostras sao de
seguida colocadas num banho a 50 °C com agitacdo constante durante aproximadamente
12 horas. A etapa posterior é realizada com a adi¢do de 3 mL de &gua destilada e 3 mL
de éter etilico, e, homogeneizados em vortex. Apds a separacdo de fases, retirou-se o
liquido sobrenadante para um vial contendo sulfato de sédio anidro. Apds este processo,
as amostras foram filtradas com filtros descartaveis de nylon 0,22 um e injetados no CG-

FID, utilizando uma coluna Zebron-Kame (30 m x 0,25 mm x 0,20 um).
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Figura 24. CG-FID

A temperatura do forno foi programada da seguinte forma: temperatura inicial da
coluna a 100 °C, mantida por 2 min, aumento da temperatura de 10 °C/min até 140 °C,
seguido por um aumento de 3 °C/min até 190 °C e por fim 30 °C/min até 260 °C, mantido
por 2 min. O gas de arraste (hidrogénio) foi mantido a 1,1 mL/min (0,61 bar), medidos a
100 °C. A injecdo split (1:50) foi realizada a 250 °C e a identificacdo dos acidos gordos
individuais foi obtida a partir da comparacdo dos tempos de retencdo dos padrbes
comerciais FAME Mix C4-C24 (padrdo 4788-U, Sigma-Aldrich). Os resultados foram

apresentados em percentagem relativa de cada acido gordo quantificado.

3.8.3. Acidos organicos

Os acidos organicos foram detectados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada com um detector de fotodiodos (HPLC-DAD) (Shimadzu 20A series, Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan) (Figura 25). Inicialmente pesou-se 1 g de amostra, a qual se
adicionou 25 mL de acido metafosférico (4,5%) num gobelé coberto com aluminio. As
amostras foram mantidas sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 20 min.
De seguida, as amostras foram filtradas com a ajuda de um papel de filtro (Whatman N°
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4) para um tubo de ensaio e por fim para um vial ambar de 1,5 mL com a ajuda de uma

seringa e filtro de nylon 0,22 um, para a analise no HPLC-DAD.

Figura 25. HPLC-DAD

A separacdo dos compostos foi realizada através de uma coluna de fase reversa
C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um, Phenomenex), termostatizada a 35 °C e a detec¢do ocorreu
nos comprimentos de onda de 215 e 245 nm através de um detetor de diodos (DAD). O
solvente de eluicdo utilizado foi acido sulfurico (3,6 mM). Para a identificacdo e
quantificacdo dos acidos organicos foi comparado os tempos de retencao e dos espectros
dos padrdes comerciais, tal como suas respetivas retas de calibracdo. Os resultados foram

apresentados em g/100 g de peso fresco (fw).

3.8.4. AgUcares soluveis

Os agucares soltveis foram determinados por HPLC acoplado com um detector
de indice de refracdo (HPLC-RI) (Knauer, Smartline System 1000, Berlin, Germany),
(Figura 26). Pesou-se cerca de 1 g da amostra liofilizada, e adicionou-se 1 mL de uma
solucéo padrao de melezitose (IS, 25 mg/mL) e 40 mL de uma solugdo aquosa de etanol
80:20 v/v. As amostras foram num banho termostatico a 80°C durante 1 h e 30 min, sendo

45



Aplicacdo de formulagdes conservantes por incorporacao em produtos lacteos Materiais e métodos

agitadas a cada 15 min. Apds este processo, o etanol foi evaporado no evaporador rotativo
e perfez-se o volume com &gua destilada até 5mL, num baldo volumétrico. Por fim, as

amostras sao filtradas com filtros 0,22 um e injetadas no HPLC-RI.

Figura 26. HPLC-RI

Para a determinacdo dos acucares livres, utilizou-se de uma coluna 100-5 NH>
Eurospher (4,6 x 250 mm, 5 um, Knauer). A fase movel utilizada foi acetonitrilo/agua
desionizada (70:30 v/v) a 35 °C com um caudal de 1 mL/min (forno 7971 R Grace). A
identificacdo e quantificacdo foi realizada utilizando os tempos de retengdo de padrdes
comerciais. Os dados foram analisados utilizando o software Clarity 2.4 (DataApex,
Praga, Republica Tcheca). Por fim, os resultados foram expressos em g/100 de peso
fresco (fw).
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3.9. Analise microbioldgica
3.9.1. Preparacdo das amostras

A preparacdo das amostras para andlise de carga microbiana seguiu o
procedimento descrito na International Organization for Standardization (ISO, 2003).

Todos os iogurtes foram analisados em fresco. Foi avaliado o crescimento
microbioldgico ao longo do tempo de prateleira (dias 0, 7 e 14). Inicialmente misturou-
se 1 g da amostra de iogurte em 9 mL de agua peptonada. A partir dessa dilui¢do, foram
feitas diluicdes sucessivas (10 a 10°). Foram analisados diferentes microrganismos, os
mais representativos e causadores de degradacdo neste tipo de alimentos (Tabela 10).

Todas as dilui¢des efetuadas foram analisadas em duplicado.

Tabela 10. Andlises microbioldgicas realizadas

Contagem Meio de cultura  Modo de incubacao Norma I1SO
Mesofilos aerobios PCA 72ha 30 °C 4833-2:2013
totais
Coliformes VRBLA 48h a 37 °C 4832:2006
Bolores/leveduras DRBC 5diasa 25 °C 21527-1/2:2008
Bacterias lacticas MRSagar 5diasa 22 °C 15214:1998

psicrotrofilas

PCA: Plate Count Agar; VRBLA: Violet Red Bile Lactose Agar;

DRBC: Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol; MRSagar: De Man, Rogosa e Sharpe.

3.9.2. Contagem de microrganismos

Para a contagem de microrganismos aerdbios mesofilos totais foi utilizada a
técnica da sementeira por incorporacao (1SO 4833-2:2013): 1 mL de amostra foi colocada
numa placa de Petri, & qual foram adicionados cerca de 15 mL do meio de cultura PCA
(Plate Count Agar) liquido (Figura 27), em duplicado (Limite de Quantificacdo (LOQ) =

1 log (Unidades Formadoras de Colonias) CFU/g). As placas foram entdo

47



Aplicacdo de formulagdes conservantes por incorporacao em produtos lacteos Materiais e métodos

homogeneizadas e apds a solidificacdo do meio, estas foram incubadas a 30 °C em posic¢éo
invertida durante 72h. A contagem foi realizada em placas que continham entre 15 e 300

colénias.

—

2O We-a
’ >—/\, — 1
‘ \

= it N

Figura 27. Meio de cultura PCA

Para a contagem de coliformes (ISO 4832:2006) inoculou-se 1 mL da amostra
numa placa, a qual se adicionaram 15 mL do meio de cultura VRBLA (Violet Red Bile
Lactose Agar) liquido (Figura 28), pela técnica de sementeira por incorporacdo, em
duplicado (Limite de Quantificacdo (LOQ) = 1 log (Unidades Formadoras de Coldnias)
CFU/g). As placas foram homogeneizadas e solidificadas, sendo incubadas a 37°C
durante 48h em posicao invertida. A contagem foi realizada em placas que continham

entre 10 e 150 colénias.
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Figura 28. Meio de cultura VRBLA

Relativamente aos bolores e leveduras (ISO 21527-1/2:2008), 0,2 mL da amostra
foram colocados em placas de Petri contendo 15 mL do meio de cultura DRBC (Dichloran
Rose Bengal Chloramphenicol) ja solidificado (Figura 29), em duplicado (LOQ = 1,7 log
CFU / g), utilizando a técnica de sementeira por espalhamento (spread plate technique).
As placas foram incubadas em posicdo normal a 25°C durante 5 dias, sendo a contagem
realizada em placas que continham menos que 150 col6nias. A contagem de leveduras e
bolores foram realizadas depois de 2 e 5 dias de incubacéo, respetivamente.

Figura 29. Meio de cultura DRBC
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Para a contagem de bactérias lacticas (ISO 15214:1998): 1 mL da amostra foi
colocada numa placa de Petri, a qual se adicionaram 15 mL do meio de cultura MRSagar
(De Man, Rogosa e Sharpe) (Figura 30), pela técnica de sementeira por incorporagéo.
Apobs a solidificacdo do meio, uma camada de meio extra (10 mL) foi adicionada de forma
a promover as condicBes de anaerobiose (LOQ = 1 log UFC / g). As placas foram
incubadas ainda na posicéo invertidaa 22 ° C por 5 dias, sendo a contagem feita em placas
que continham entre 15 e 300 coldnias.

Figura 30. Meio de cultura MRS

3.10. Anélise estatistica

Para o delineamento fatorial fracionado foram utilizados a anélise de variancia
(ANOVA) e Pareto para determinar os efeitos principais e suas magnitudes, enquanto que
para o delineamento fatorial completo foi feita uma comparacdo entre as diferentes
amostras através da analise de variancia (ANOVA) simples utilizando teste-F com p-
value = 0,05, juntamente com o teste da diferenca minima significativa (LSD) de Fischer.
Ambas analises foram realizadas utilizando o software Statgraphics Centurion XVI
(StatPoint Technologies, Inc. Warrenton, VA, USA).

Ao longo de todo o trabalho, os valores sdo apresentados por médiatdesvio
padrdo. No que concerne a analise dos parametros dos iogurtes, os valores foram
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analisados atraves de uma ANOVA a 2 fatores, com soma de quadrados do tipo IlI,
recorrendo ao software SPSS, versdo 25. Este modelo de analise linear multivariado
permite tratar os dois fatores TC (tipo de conservante) e TP (tempo de prateleira) de uma
forma independente, permitindo entender a contribuicdo de cada um deles independente
do outro, oferecendo uma melhor compreensdo do comportamento dos varios parametros

ao longo do tempo. Ao longo de todo o trabalho, o nivel de significancia € de 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Teste de rastreio
4.1.1. Desenho fatorial fracionado aplicado em Rosmarinus officinalis

A selecdo dos fatores foi feita a partir da otimizacédo de planos anteriores realizado
pelo nosso grupo de pesquisa e outros projetos relacionados ao Rosmarinus officinalis,
de modo a reduzir o tempo e maximizar o rendimento, sendo as varidveis mais relevantes
para a EAU o tempo de extracdo, poténcia do equipamento e percentagem de etanol em
agua como solvente de extracdo (Tabela 11). O fatorial fracionado € um delineamento
rapido, porém efetivo para verificar os efeitos principais e suas magnitudes, e tem sido

significativo para a tomada de decisoes.

Tabela 11. Ordem de ensaio do delineamento fracionado e resultados

Fatores
— Concentragéo de acido
Ensaio  TEmpo Poténcia Solvente  rosmarinico (mg/g extrato)
(min) (W) (%)
1 125(-1)  275(-1) 80 (1) 31,12
2 7,5 (1) 450 (1) 80 (1) 26,02
3 7,5 (1) 275 (-1) 0 (-1) 2,26
4 12,5 (-1) 450 (1) 0 (-1) 3,33

Como é possivel observar numericamente (Tabela 11) e de forma gréfica (Figura
31), o efeito do solvente utilizado teve o0 maior e melhor impacto dos trés fatores testados,
sendo eficaz em mais de 2 vezes quando comparado com o segundo efeito (tempo). De
acordo com os resultados obtidos e descritos, a decisdo tomada para trabalhos futuros sera
a utilizacdo da menor poténcia do equipamento de ultrassons devido a economia de
recursos, tal como a maior concentracéo de etanol como solvente de extracdo. A eficiéncia

na extracdo com a diminuicdo de solventes polares no rendimento de compostos fendlicos
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de Rosmarinus officinalis também ja foi descrito por outros autores (Oliveira et al., 2016;

Sik et al., 2020), o que reforca a decisdo tomada por esse trabalho.

C: Solvente + AB

A: Tempo + BC

B: Poténcia + AC

Efeito

Figura 31. Diagrama de Pareto da magnitude dos efeitos

4.1.2. Delineamento multinivel (tempo)

De acordo com os resultados obtidos anteriormente, uma analise mais profunda
do rendimento do extrato em diferentes tempos torna-se um fator importante para
investigar. A esse ponto € importante lembrar que os valores de tempo utilizados foram
de 7,5 e 12,5 minutos, e, a0 mesmo tempo, ensaios paralelos no nosso grupo de
investigacdo apontaram a possibilidade de utilizar tempos menores de extragcdo. Assim,
realizou-se um novo ensaio variando o tempo entre 10 segundos e 5 minutos em trés
plantas da mesma familia Lamiaceae (alecrim, manjericdo e salvia), como disposto na

Figura 32. A comparacdo entre as trés plantas estudadas esta representada na Figura 33.
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Figura 32. Concentracdo dos compostos fendlicos para (a) alecrim; (b) manjericéo e (c)
sélvia para diferentes tempos

Alecrim
Luteolina-O-glucurénido  m Acido rosmarinico = Kaempferol-O-glucurénide  m Total

60.00

50.00

40.00

30.00

20.00

10.00

0.00
10 s 155 30s 1 min 2 min 5 min
Figura 32 (a). Alecrim
. -
Manjericao
m Alcool benzilico 4-hidroxi-7-O-(3'-hidroxi-4 -O-glucosilbenzoil) ™ Acido rosmarinico ™ Total

30.00
2500 I
20.00 I I I
15.00 I
10,00

5.00

0,00

10 s 158 30s 1 min 2 min 5 min

Figura 32 (b). Manjericdo
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r 1 .
Salvia
Luteolina-O-glucurénido W Acido rosmarinico M Total
70,00
60,00
50.00
40,00
30,00
20,00
I I

10,00 - = - -

0.00

10s 15s 30s 1 min 2 min 5 min

Figura 32 (c). Sélvia

Média de rendimento

e _ “

= I

5,00 5,00 15,00 25,00 35,00 45,00 55,00

Figura 33. Rendimento médio e comparacao entre os trés extratos analisados
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A partir das Figuras 32 e 33, é claramente visivel que o alecrim é a planta que
apresenta a maior quantidade de compostos fenolicos, mas também a maior concentragdo
de &cido rosmarinico, em concordancia com os resultados reportado por Sik et al. (2020).
Além do &cido rosmarinico, foram identificados e quantificados mais trés compostos
fenolicos, tendo sido no total identificados 4 moléculas maioritarias (Tabela 12). A
identificacdo foi efeituada tendo em consideracdo o i&o molecular e a fragmentacéo do
composto, mas também o tempo de retencdo, caracteristicas do UV-Vis e comparacao
com padrGes comerciais quando disponiveis. O pico 1 apresentou um ido
pseudomolecular com m/z 421 e foi identificado por tentativa como alcool benzilico 4-
hidroxi-7-O-(3'-hidroxi-4"-O-glucosilbenzoil). Os picos 2 e 4 foram identificados como
luteolina-O-glucurénido e kaempferol-O-glucurdnido, respetivamente, apresentando
ambos um ido pseudomoleculares em m/z 461, mas sendo distinguidos pelo seu espectro
UV-Vis. Por fim, o pico 3, com ido pseudomolecular em m/z 359, foi identificado como
sendo &cido rosmarinico em comparagdo com o padrdo comercial. Este composto foi

encontrado em maior quantidade nas trés amostras.

Tabela 12. Tentativa de identificacao do perfil fendlico dos extratos vegetais

Pico (n?itn) [I(\r/ln_/g)]- Tentativa de identificacio
1 15,95 421 Alcool benzilico 4-hidroxi-7-O-(3’-hidroxi-4’-O-glucosilbenzoil)
2 18,29 461 Luteolina-O-glucurénido
3 21,12 359 Acido rosmarinico
4 24,48 461 Kaempferol-O-glucurdnido

Por outro lado, nos trés gréficos isolados de cada planta foi encontrada alta
variabilidade com diferenca estatisticamente significativa em quase todos os resultados.
Surpreendentemente, em todos 0s menores tempos, obtiveram-se maiores concentragoes
e rendimentos quando comparados com os relatados na secdo 4.1.1. Também é importante
ressaltar que ndo parece haver nenhuma tendéncia especifica nos diferentes tempos
aplicados. Basicamente, altos rendimentos de compostos fendlicos diferem ndo apenas
em plantas, mas também em flutuaces de tempo, portanto, duas conclusdes evidentes
podem ser retiradas desses resultados: primeiro, mais especificidade na metodologia de
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superficie de resposta deve ser aplicada para se obter resultados 6timos de cada planta, e
segundo: o poder de extracdo EAU aparenta ser maior que o esperado e mais analises
neste assunto deveriam ser realizadas, visto que ndo existem muitos estudos relacionados
ao tempo de extracdo. Acima de tudo, é um resultado interessante porque, em ensaios de
RSM baseados em extracdes EAU, a tendéncia € a utilizacdo em tempos longos, até
maiores que os testados nesse trabalho. Se ensaios futuros puderem ser realizados, a
reducdo do uso de energia para a extracdo de compostos fenolicos poderia levar a uma

economia incalculavel.

4.1.3. Delineamento multinivel (temperatura)

Em conjunto com os resultados obtidos do delineamento fatorial e do
delineamento fatorial com a variavel tempo dependente, uma analise extra multinivel
baseada no efeito da temperatura também foi realizado, atuando num intervalo entre 20 e
75 °C. A ideia principal de incorporar temperatura como um fator foi devido a existéncia
de possiveis compostos fendlicos termolébeis. Portanto, a decisdo de analisar um
intervalo comum de temperatura aplicado em diferentes extracdes pareceu interessante

com o intuito de maximizar a selecdo de fatores para futuras otimizacdes.

Na Figura 34, encontra-se uma representacao agrupada de diferentes temperaturas
em cada planta estudada, e tal como o fator tempo, também ndo ha um padréo evidente
no rendimento da extracdo das trés plantas, portanto, interpretaces independentes devem

ser destacadas.
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Figura 34. Efeito da temperatura no rendimento de acido rosmarinico nas plantas
avaliadas

No caso do alecrim, é observado um efeito negativo no rendimento com o aumento
da temperatura. Apesar de apresentar um pequeno pico a 50 °C, apresenta menor
rendimento quando comparado com a menor temperatura aplicada. Entretanto, também é
importante verificar que a menor temperatura apresentou um rendimento 37% maior,
quando comparado com a maior temperatura, sugerindo um impacto relevante nos niveis

desse fator.

Contrariamente ao alecrim, para a sélvia, 0 aumento da temperatura causou um
efeito positivo, obtendo a maior eficiéncia com a maior temperatura testada, apesar de
ndo apresentar resultados da mesma magnitude que o alecrim. Entre os intervalos da
menor para a maior temperatura, houve um acréscimo de aproximadamente 15% no
rendimento da extracdo do &cido rosmarinico, apresentando diferenca estatisticamente

significativa (p<0,05).

A partir de uma analise mais profunda dos compostos estudados, ndo foi detetado
nenhum padrdo especifico, como suposto no inicio, ndo encontrando degradacdo de
flavonoides, nem de &cido rosmarinico. Além disso, a diferenca na resposta pode ser
atribuida ao arranjo dos polifendis na matriz alimentar, permitindo de certa forma, uma

maior facilidade de extragdo numa planta quando comparada com outra e
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consequentemente, a quantidade de energia necessaria ira variar para cada planta,

portanto € necessario aplicar um foco em futuros ensaios relacionados com a temperatura.

4.1.4. Condigdes 6timas de extracdo

Por fim, determinaram-se os valores encontrados de teste de rastreio da extragéo,
sendo: 1 min; temperatura: 75 °C; e poténcia do equipamento: 375 W. A partir dessas
condigdes, analisaram-se 0s extratos vegetais mais promissores, pela sua bioatividade e
citotoxicidade, para posterior incorporacdo nos iogurtes. A identificacdo e quantificacao,
tal como os tempos de retencdo e ido pseudomolecular ([M-H]") dos compostos fenolicos,

estdo descritos na Tabela 13 abaixo.

Tabela 13. Composicédo fendlica dos extratos vegetais

Quantificacdo (mg/g extrato)

Pico Composto identificado - — —

Alecrim Manjericao Sélvia

ro e Ogtosibenoty N9 100:0088 ne
20 Luteolina-O-glucurénido 1,40£0,078 nd 12,770,071
3 Acido rosmarinico 15,99+0,363  17,90+0,365  23,42+0,261

40 Kaempferol-O-glucurénido 1,29+0,075 nd n.d
Total 18,68+0,210  18,90+0,413  36,19+0,332

n.d — ndo detetado. Padr&es das curvas de calibragdo: *acido cindmico (y = 1E+06x — 222204); ? quercetina-
3-0-glucosideo (y = 34843x — 160173); ¢acido rosmarinico (y = 191291x — 652903)

A tentativa de identificacdo dos compostos fendlicos foi descrita no Capitulo
4.1.2. Foram identificados e quantificados 4 picos, sendo considerado apenas 0s
compostos maioritarios. Para o alecrim, foram identificados e quantificados trés picos:
luteolina-O-glucurdnido, &cido rosmarinico e kaempferol-O-glucurénido. Quanto ao
manjericdo, apenas o alcool benzilico 4-hidroxi-7-O-(3’-hidroxi-4’-O-glucosilbenzoil) e
0 acido rosmarinico foram detetados. Por fim, foram identificados e quantificados na

sélvia os compostos luteolina-O-glucuronido e acido rosmarinico.

O éacido rosmarinico foi o Unico composto identificado em todos os extratos

avaliados e com concentracao relevante. Os compostos obtidos nesse trabalho também
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sdo confirmados por outros autores (Ribeiro et al., 2016; Carocho et al., 2016b; Roby et
al., 2013).

A composicdo fenolica de cada extrato vegetal corrobora com os resultados
obtidos em ensaios preliminares, como demonstrados na Figura 33. As diferentes
concentracdes obtidas entre este resultado e os anteriores sdo justificadas pelo fato de
cada planta (alecrim, manjericdo e salvia) possuir diferentes condi¢bes Otimas de
extracdo, variando a temperatura e 0 tempo para cada extrato, como constatado nas se¢des
4.1.2. e 4.1.3. Os perfis fenolicos dos extratos vegetais encontram-se nas Figuras 35, 36
e 37.
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Figura 35. Perfil fendlico do extrato de alecrim a 280 nm (cima) e 370 nm (baixo). Os
nameros apresentados correspondem aos compostos descritos na Tabela 13
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Figura 36. Perfil fenolico do extrato de manjericdo a 280 nm. Os nameros apresentados
correspondem aos compostos descritos na Tabela 13
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Figura 37. Perfil fendlico do extrato de salvia a 280 nm (cima) e 370 nm (baixo). Os
nameros apresentados correspondem aos compostos descritos na Tabela 13

4.2. Propriedades bioativas dos extratos obtidos e toxicidade

4.2.1. Atividade antioxidante

A Tabela 14 apresenta a capacidade antioxidante dos extratos vegetais e do
controlo positivo (Trolox), determinado pelo método OxHLIA, pelos periodos de 120 e

180 min. Quanto menor a concentracdo de extrato necessaria para inibir a hemolise
oxidativa, maior é a atividade antioxidante.
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O alecrim e a salvia demonstraram uma maior protecéo dos eritrocitos, ao inibirem
50% da hemolise oxidativa, quando comparados com o Trolox no tempo de 120 min
(valores de ICso (120 min) de 1,2; 2,6 e 41 pg/mL, respetivamente). Da mesma forma, no
periodo de 180 min foram obtidos os valores de 1Cso (180 min) de 6,9; 8,8 e 63 pg/mL,
respetivamente). Por outro lado, 0 manjericao foi o extrato que possuiu menor capacidade
antioxidante entre os extratos avaliados, com valores de 1Csp para 120 e 180 min de 60 e

87 pg/mL, respetivamente.

Tabela 14. Atividade antihemolitica dos extratos vegetais (ug/mL)

OxHLIA (ICsp values)

At 120 min At 180 min

Manjericao 60+1 87+1
Salvia 2,6+0,2 8,8+0,4
Alecrim 1,2+0,1 6,910,3
Trolox 41+1 63+1

Em termos de capacidade antioxidante entre os extratos, o alecrim demonstrou a
maior capacidade, seguido pela sélvia e por fim, o manjericdo. O extrato de alecrim
resultou na maior atividade antioxidante, como previsto, uma vez que o extrato ja é
regulamentado pela EFSA (Council Regulation, 2011) e estudado por diversos autores
pela sua alta capacidade antioxidante (Martinez et al., 2019; McBride, Hogan & Kerry,
2007; Ribeiro et al., 2016b). Portanto, verifica-se que a capacidade antioxidante dos
extratos vegetais estd possivelmente relacionada com a composicdo fendlica, como

representado na Figura 33 (rendimento dos extratos vegetais).

E importante realgar que o Trolox é um composto puro, enquanto 0s extratos
vegetais sdo uma mistura de compostos, com propriedades bioativas ou ndo (Ayuso et al.,
2020).

A capacidade antioxidante pode ser dividida em diversas categorias: altamente

ativa (ICso < 50 pg/mL); moderadamente ativa (50 < ICso < 100 pg/mL); pouco ativa (100
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< ICsp < 200 pg/mL) e praticamente inativa (ICso > 200 pg/mL) (Rai et al., 2017). Em
relacdo a esta classificacdo, os extratos de alecrim e sélvia foram avaliados com alta
capacidade antioxidante e o extrato de manjericio com capacidade antioxidante

moderada.

Finimundy et al. (2020) utilizaram uma mistura de extratos vegetais com 50% de
alecrim, extraidos por infusdo, e avaliaram a capacidade antioxidante pelo método
OxHLIA, encontrando um valor ICso de 22 pg/mL para At = 60 min. Porém, pelo método

TBARS a mesma mistura obteve um valor ICso de 4,5 pg/mL.

Majdi et al. (2020) exploraram dois extratos de manjericdo (Ocimum basilicum
cv. Cinnamon e Ocimum X citriodorum) extraidos a partir de uma solugéo hidroetandlica
a temperatura ambiente, resultando em valores I1Csp para o ‘Cinnamon’ ¢ o Ocimum X
citriodorum de 48 e 54 pg/mL, respetivamente, para At = 60 min. Avaliaram ainda a
infusdo, obtendo valores de 27,6 e 26,9 pg/mL. Estes resultados corroboram que o método

de extracdo tem total interferéncia nos compostos antioxidantes presentes no extrato.

Né&o foram encontrados estudos referentes a sélvia realizados pelo mesmo método
para determinar a atividade antioxidante (OxHLIA), porém, McCarthy et al. (2001)
avaliaram a capacidade antioxidante de extratos de alecrim e salvia pelo método TBARS
e encontraram resultados similares entre os dois extratos (0,291 e 0,457 mg
malonaldeido/kg amostra, respetivamente). O presente trabalho também confirmou a boa

atividade antioxidante de ambos (1,2 e 2,6 pg/mL) e a sua similaridade nos resultados.

4.2.2. Atividade antimicrobiana

A Tabela 15 apresenta a atividade antibacteriana dos trés extratos vegetais contra
diversas bactérias Gram negativas e positivas, consideradas contaminantes em alimentos.
O alecrim e a salvia demonstraram comportamentos equivalentes, com concentragdo
inibitéria de 1 mg/mL e concentracdo bactericida de 2 mg/mL para todas as bactérias
testadas. O manjericdo apresentou uma concentragdo inibitdria e bactericida maior (2

mg/mL e 4 mg/mL respetivamente) para todas as bactérias, com excegdo do Bacillus
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cereus, que apresentou concentracdo inibitoria e bactericida equivalente ao alecrim e a

salvia.

Tabela 15. Atividade antibacteriana dos extratos vegetais (mg/mL)

Alecrim Sélvia Manjericéo E211 E224

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

Staphylococcus aureus 1 2 1 2 2 4 4 4 1 1
Bacillus cereus 1 2 1 2 1 2 05 05 2 4
Listeria monocytogenes 1 2 1 2 2 4 1 2 0,5 1
Escherichia coli 1 2 1 2 2 4 1 2 0,5 1
Salmonella typhimurium 1 2 1 2 2 4 1 2 1 1
Enterobacter cloacae 1 2 1 2 2 4 2 4 05 05

Relativamente aos controlos positivos E211 e E224 (benzoato de sodio e
metabissulfito de potassio, respetivamente), todos o0s extratos vegetais obtiveram
resultados superiores na inibicdo do S. aureus quando comparados com o E211, e

superiores na inibicdo do B. cereus quando comparados com o E224.

Verifica-se também que os aditivos sintéticos variam muito na concentracédo
necessaria para inibir cada tipo de bactéria. Por exemplo, o conservante E211 necessita
de 4 mg/mL paraa inibi¢do do S. aureus e apenas 0,5 mg/mL para a inibi¢éo do B. cereus,
indicando que o aditivo € seletivo para cada bactéria. Os extratos vegetais, por outro lado,
inibem todas as bactérias na mesma razdo, com exce¢do do manjericdo para o B. cereus,

demonstrando a ampla aplicacdo dos extratos vegetais em diversas matrizes alimentares.

Na Tabela 16 é representada a atividade antiflngica dos extratos vegetais, sendo
gue os fungos foram mais suscetiveis aos extratos, quando comparados com as bactérias.
O alecrim obteve a maior capacidade antiflngica entre os extratos, necessitando apenas
de 0,12 mg/mL para a inibicdo do fungo Penicillium verrucosum var. cyclopium. Os
outros extratos resultaram entre 0,25 e 1 mg/mL para atingir sua capacidade inibitoria.

64



Aplicacdo de formulagdes conservantes por incorporacdo em produtos lacteos Resultados e discussdo

Tabela 16. Atividade antifungica dos extratos vegetais (mg/mL)

Alecrim Salvia Manjericéo E211 E224

CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF

Aspergillus fumigatus 025 05 025 05 025 05 1 2 1 1

Aspergillus niger 025 05 05 1 0,5 1 1 2 1 1

Aspergillus versicolor 0,5 1 025 05 05 1 2 2 1 1
Penicillium funiculosum 025 05 025 05 025 05 1 2 05 05

Penicillium verrucosum

. 0,12 025 025 05 025 05 2 4 1 1
var. cyclopium

Trichoderma viride 0,5 1 0,5 1 0,5 1 1 2 05 05

Comparando os extratos vegetais com 0s conservantes sintéticos utilizados como
controlo positivo, nota-se que os extratos foram equivalentes ou superiores na inibicdo de
todos os fungos testados, sugerindo que, no geral, os extratos sdo mais eficientes na
inibicdo dos fungos do que os aditivos benzoato de sddio e metabissulfito de potassio. O
benzoato de sodio apresentou CMI de 2 mg/mL para o Penicillium verrucosum var.
cyclopium, enquanto o alecrim, por outro lado, demonstrou ser capaz de inibir o mesmo
fungo com apenas 0,12 mg/mL, sendo 15 vezes mais potente que o conservante sintético

testado.

Carocho et al. (2016b) avaliaram os extratos de manjericdo através da extracao
por decoccdo em agua e obtiveram um MIC para as mesmas bactérias entre 0,125 e 0,250
mg/mL. Para os fungos, os valores do MIC variaram entre 0,062 e 0,250 mg/mL para 0s
mesmos testados neste trabalho. Takwa et al. (2018) também verificaram a atividade
antimicrobiana de extratos de manjericdo pelo método de extracdo por macera¢do com
etanol:agua 80:20 (v/v) e obtiveram um CMI entre 0,10 e 0,45 mg/mL para bactérias,

enguanto que para fungos obtiveram valores entre 0,20 e 0,60 mg/mL.

Gaio et al. (2015) analisaram a agdo antimicrobiana dos extratos de manjericao
obtidos a partir de hidrodestilagdo, armazenando o dleo essencial. A partir desse método

obtiveram um CMI para diversas bactérias entre 0,25 e 1 mg/mL.

Moreno et al. (2006) utilizaram diversos solventes e verificaram que o solvente

utilizado afeta diretamente a atividade antimicrobiana de extratos de alecrim, sendo o
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metanol e acetona bem mais eficazes que a 4gua para a inibicao do S. aureus (2, 4 e 25

mg/mL, respetivamente).

Portanto, verifica-se que o método de extracao afeta significativamente a atividade
antimicrobiana dos extratos, igualmente a capacidade antioxidante. Além disso, em certos
trabalhos a atividade antibacteriana foi maior que a antiflingica, e em outros a situacéo
inversa ocorreu, indicando também que o método de extragdo ndo afeta

proporcionalmente as bactérias e os fungos.

Por outro lado, também hé as condi¢des climéaticas em que a planta cresceu, onde
varia entre as diferentes regides ou paises. As condicdes de sobrevivéncia da planta
influenciam na producdo dos metabolitos secundarios, uma vez que um dos objetivos

desses compostos sdo como uma protecdo para a planta (Vuolo, Lima & Junior, 2019).

No geral, o alecrim apresentou os melhores resultados, tanto para a atividade
antibacteriana como para a antifingica, seguido pela salvia e por fim, 0 manjericdo. Bozin
et al. (2007) também avaliou a atividade antimicrobiana dos dleos essenciais do alecrim
e da salvia, na qual o alecrim também apresentou a melhor atividade para ambos

(bactérias e fungos).

Avaliacfes in vitro nem sempre sdo conclusivas, visto que Sd0 necessarios
avaliagOes in situ para concluir a real atividade antimicrobiana do extrato devido as
interacdes dos compostos bioativos com a composi¢do do alimento, podendo ocorrer a
diminuicdo da efetividade. Em alimentos com alto teor de lipidos, por exemplo, uma
camada de gordura pode formar ao redor do microrganismo e protegé-lo da acgéo
antimicrobiana. Outro exemplo que diminui a eficicia do agente antimicrobiano é o teor
de humidade, podendo dificultar o transporte da substancia até a célula microbiana
(Cabral, Pinto & Patriarca, 2013). A proteina presente no alimento pode gerar um
complexagdo com o polifenol, também diminuindo sua bioatividade (Papadopoulou &
Frazier, 2004).
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4.2 3. Citotoxicidade

Com excecdo do alecrim (Council Regulation, 2011), os demais extratos vegetais
ainda ndo sdo regulamentados pela legislacdo da EFSA, ndo garantindo a populacéo que
0 consumo desses extratos é seguro. Portanto, realizar a avaliacdo da toxicidade é de
extrema importancia, visto que 0s compostos toxicos podem gerar a producgéo de diversos
metabolitos, levando a toxicidade (Abreu et al., 2011). Quanto a atividade citotoxica,
todos o0s extratos vegetais ndo apresentaram hepatotoxicidade em células PLP2,

ultrapassando a maxima concentracgéo testada de 400 pug/mL (Tabela 17).

Tabela 17. Hepatotoxicidade em valores Glso (ug/mL) em células PLP2

_ Extrat(,)g Glso
hidroetanolicos
Alecrim > 400
Salvia > 400
Manjericao > 400
Elipticina 2,3+0,2

Carocho et al. (2016b) avaliaram extratos de manjericdo pelo método de decocgédo
e ndo foi indicado hepatotoxicidade nos extratos testados (Glso > 400 pg/mL). Afonso et
al. (2019) avaliaram a citotoxicidade da Salvia officinalis Icterina extraidos pelo método

de decocc¢do em agua, apresentando GI = 304,9 pg/mL.

Por fim, nenhum dos extratos de alecrim de Gongalves et al. (2019) (extraidos

apenas por agitacdo a temperatura ambiente) apresentaram toxicidade (Glso > 400

pug/mL).

Apesar dos métodos de extragdo diferirem entre os autores, em nenhum dos
trabalhos foi apresentado hepatotoxicidade entre os extratos, indicando que independente

das técnicas de extragdo, ndo apresentam toxicidade.
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4.3. Avaliacdo dos parametros fisico-quimicos

Os resultados dos parametros fisico-quimicos, tal como nutricional e contagem
microbiana, serdo referentes aos iogurtes incorporados, e ndo referente aos extratos como
as analises realizadas anteriormente. A Tabela 18 indica os parametros fisico-quimicos
dos iogurtes, como as trés coordenadas da cor (L*, a*, e b*), atividade de 4gua e pH. A
representacdo da tabela segue uma andlise dos dois fatores, tempo de prateleira (TP) e
tipo de conservante (TC), de uma forma independente para que se consiga entender
melhor os efeitos de cada um dos fatores nos resultados apresentados, ou, se porventura,
houve uma interacdo entre ambos. Assim, a parte superior da tabela representa a passagem
do tempo, mas incluido em cada um dos dias estéo todos os tipos de iogurtes diferentes.
Na parte inferior, para cada tipo de extrato conservante, estdo incluidos os trés tempos de
analise. Quando cada um dos fatores pode ser analisando independentemente (p-value TP
x TC > 0,05), entdo a classificacdo é feita recorrendo a testes post-hoc (teste de Tukey
para amostras homoscedasticas e Tahmane T2 para ndo homoscedasticas), contudo,
quando (p-value TP x TC < 0,05) entdo, para alguns casos apenas tendéncias puderam ser

obtidas pelas médias marginais estimadas (MME).

Tabela 18. Parametros de cor, atividade de agua e pH

Atividade de

L* a* b* 4gua pH
0 Dias 7143° 2,6:02° 10,9407 0,09240,001*  4,8%0,2
Tempo ‘(j%‘,’)rate'e"a 7 Dias 79420 28+05° 1241  0,995:0,001°  4:8+0,2
14Dias  82+43b 2,1402% 112  0096+0,001°  4,9+0,1

p-value (n=15) Teste de Tukey <0,001 <0,001  <0,001 <0,001 0,120
Controlo 786 2,7%05° 115508 09970,001°  4,8%02
Alecrim 7845 2205 10,6408 0,9944+0,0008  47+0,1

Tipodeconservante  yyonjericao  76:4 2,5:06° 1242 0,095:0,001° 4,902

TC
e Sélvia 7845 2,3+0,32 11+1 0,995+0,0012 4,840,2
Sorbato de potdssio 77+6 2,0+0,32  10+1 0,995+0,001*  4,91+0,05
p-value (n=9) Teste de Tukey 0,235 0,031  <0,001 <0,001 0,162
STXPT (n=45) p-value 0,416 0,096 <0,001 0,852 0,399

Em cada linha, letras diferentes significam diferengas estatisticamente significativas, com um nivel de
significancia de 0,05. Os desvios padrdo foram calculados a partir de resultados obtidos em condiges

diferentes. Assim, devem ser considerados como um intervalo de valores e ndo como medida de precis&o.
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Entre os conservantes utilizados, apenas para o b* (amarelo-azul) registou uma
interacdo significativa. Referente ao tempo de prateleira, houve diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) na cor, na qual o parametro L* diferiu entre os
dias 0 e 7, tornando-se ligeiramente mais claro com a passagem do tempo, e o0 a* (verde-
vermelho) entre os dias 7 e 14, registando uma tendéncia para a reducdo da tonalidade
vermelha. Portanto, verifica-se que o tempo de prateleira teve mais influéncia que os
extratos na variacdo da cor, como representado na Figura 38. Os iogurtes foram
homogeneizados antes da recolha dos valores da cor e a polpa de fruta utilizada ndo tinha

qualquer tipo de corante, justificando a auséncia da intensidade da cor vermelha.

Controlo Alecrim Manjericéo Sélvia Sorbato Potissio
T A~ T T A P
M A N A o N A 2
TO
R R R R -
T Ty Ty Ay L
e M~ o ~—_ >
T7
~_ = ~_ ~_ -~
T Y Ty S
o A S S M A
T14
~ ~ ~_ ~

Figura 38. Representacdo da cor dos diferentes iogurtes ao longo dos 14 dias com dados

recolhidos do colorimetro.

No que concerne a atividade de dgua (aw), a partir do p-value é possivel verificar
gue ambos os dois fatores influenciaram e ambos puderam ser classificados. Assim,
percebe-se que ao longo dos 14 dias, a atividade de dgua aumenta, ainda que muito
ligeiramente, e que todos 0s extratos conservantes, bem como o sorbato de potassio,

tambeém fazem diminuir esse parametro, com diferencas significativas quando comparado
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com o controlo. Finalmente, para o valor de pH, durante os 14 dias ndo se verificaram
diferencas significativas, nem com a adi¢do dos diferentes extratos. Esse resultado é
bastante satisfatorio, visto que altera¢cdes no pH de alimentos geralmente relacionam-se
com alteracdes de textura ou, sobretudo, organolépticas, o que se deve evitar na procura

de novos aditivos alimentares.

Apesar de Caleja et al. (2016) ndo obterem os mesmos resultados para 0s
parametros de cor, as amostras com adi¢do dos conservantes (naturais e sintéticos) ndo
diferiram do controlo, como esperado de um aditivo alimentar. A adicdo de polpa de
frutas nos iogurtes feito neste trabalho justifica a diferenca no resultado dos parametros
de cor obtidos por Caleja et al. (2016). Apesar disso, as amostras também tenderam para

a reducdo da tonalidade vermelha ao longo do tempo, como verificado pelos autores.

4.4. Avaliacdo da textura

A Tabela 19 representa o perfil de textura dos iogurtes nos diferentes tempos de
analise usando o teste de extrusdo invertida de forma a obter a firmeza, consisténcia,

coesividade e trabalho de coesividade.

Tabela 19. Textura dos diferentes iogurtes apds realizacdo de um teste de extrusao
invertida

. Consisténcia Coesividade Trabalho de
Firmeza ()

(g/s) (9) Coesividade (g/s)
Tempo de prateleira 0 D!as 49+8 138+21 -31+7 -22+6
(TP) 7 Dlgs 56111 151+26 -38+9 -28+7
14 Dias 5710 146126 -35+9 -26+8
p-value (n=15) Teste de Tukey 0,007 0,075 0,003 0,001
Controlo 51+8 140+15 -32+6 -24+6
Tipo de conservante Ale_cri_m~ 65+13 175+30 -45%9 -33+8
(TC) Manjer_lcao 53+3 13349 -30+3 -21+3
Sélvia 57+2 152418 -36+7 -28+5
Sorbato de potassio 42+3 126+14 -28+6 -2015
p-value (n=9) Teste de Tukey <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
TPxTC (n=45) p-value 0,037 0,027 0,012 0,004

Os desvios padréo foram calculados a partir de resultados obtidos em condi¢es diferentes. Assim, devem

ser considerados como um intervalo de valores e ndo como medida de preciséo.
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A firmeza, ndo tendo uma definicdo universal, € uma das dimensGes mais
importantes de alimentos semissolidos, pois é considerada como uma propriedade
tecnoldgica ao invés de uma propriedade verdadeira resultante da compressdo de
alimentos. A firmeza esta intimamente relacionada com a composic¢éo dos alimentos, pois
a concentracdo de certos nutrientes faz variar em grande medida a firmeza. Além disso, a
firmeza costuma ser caracterizada como um atributo viscoelastico de resisténcia a
deformagéo, sendo definida por Faber et al. (2016) como o inverso da conformidade no

final de um regime de deformacao durante os primeiros 0.1 segundos da recuperacéao.

A consisténcia esta relacionada com a firmeza, a grossura ou a viscosidade no
caso do objeto de estudo ser um fluido ou semifluido. A coesividade é considerada como
a forca interna de um material compactado e ligada ao grau de deformacdo ou destruicédo
do alimento quando uma forca deformante é aplicada, mas também como a tendéncia de
um alimento para se manter junto (Tobin et al., 2017). Finalmente, o trabalho da coeséo
é o valor da coesividade por uma determinada unidade de tempo ou &rea, neste caso 0

tempo.

Assim, a partir da Tabela 19 pode-se entender que ambos os fatores, TP e TC
tiveram uma interacdo significativa para alterar o perfil de textura dos iogurtes ao longo
dos 14 dias, revelando que a utilizacdo dos extratos de plantas ndo interfere nas

propriedades reoldgicas dos iogurtes.

4.5. Perfil nutricional
4.5.1. Composicao centesimal

A Tabela 20 apresenta a composicdo dos iogurtes e sua avaliacdo ao longo da vida
de prateleira (0, 7 e 14 dias), tal como o efeito dos conservantes utilizados (alecrim,

manjericao, salvia e sorbato de potassio) quando comparado com o controlo.
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Tabela 20. Parametros nutricionais em g/100 g de peso fresco

Hidratos

Gordura Energia Energia
Humidade Cinzas Proteinas de
bruta kcal kJ
carbono
0 Dias 87t2  1,7+0,3° 10%02° 2,9:+03 8+l 347 14430
Tempo de 7 Dias 88+3  1,2#¢0,3* 0,6202* 3,007 81 31+7 13027
prateleira (TP)
14Dias 882  1,3t0,5%b 0,7+0,2* 2,7+0,8 7+l 2946 13727
p-value (n=15) Tﬁatlfe(;e 0,088 0039 <0001 0153 0079 0068 0,068
Controlo  87+2  1,6t0,6° 0,804 2804 7+l 336 13727
Alecrim  87+1 1,605 0,8:0,2 31#03 81 3545 14520
Tipode 1 njericio 882  1,1#0.6° 0,8+0,1 29406 7l 29+6 120426
conservante
(TC) Sélvia 89+1  1,1+0,4* 0,9+0,3 2,9+0,3 8%l 29+4  124+18
Sorbatode  ga.5 16406t 08403 27$0,8 T2 32+10 13641
pOtaSSIO
p-value (n=9) Tﬁatfege 0592 0043 0725 0473 0120 0207 0,207

STxPT (n=45)  p-value 0,088 0,186 0,306 0,080 0,009 0,110 0,110

Em cada linha, letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas, com um nivel de
significancia de 0,05. Os desvios padrdo foram calculados a partir de resultados obtidos em condicdes
diferentes. Assim, devem ser considerados como um intervalo de valores e ndo como medida de preciséo.

Quanto a composicao nutricional, a humidade foi o parametro mais abundante,
como esperado devido a alta quantidade de &gua presente nos iogurtes. A média da
humidade (87,75 g/100 g) foi préxima da encontrada por Corréa et al. (2018) e por Caleja
et al. (2016) (84,79 g/100 g e 87,47 g/100 g, respetivamente).

Ap6s a humidade, os parametros obtidos em maior quantidade foram os hidratos
de carbono e as proteinas, na qual os hidratos de carbono apresentaram uma média de 7,4
0/100 g, e 2,88 g/100 g para as proteinas. Corréa et al. (2018) e Caleja et al. (2016)
obtiveram 5,36 g/100 g e 5,55 g/100 g para os hidratos de carbono e 5,62 e 3,77 para as
proteinas, respetivamente. Os maiores teores de hidratos de carbono e menores para as
proteinas encontrados neste trabalho podem ser justificados pela formulacdo utilizada
para a producdo dos iogurtes. Por fim, a gordura bruta foi o nutriente encontrado em

menor abundancia.
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Apenas nos hidratos de carbono se verificou uma interacdo significativa (0,009),
revelando que o valor deste nutriente se alterou por acdo do tempo e da incorporacgado dos
extratos de uma forma interativa. Para o0s outros nutrientes a interacdo ndo foi

significativa, sendo necessario tirar conclusdes por cada fator.

N&o houve diferencas significativas na humidade com o passar dos 14 dias de
tempo de prateleira nem com a incorporacéao dos diferentes extratos vegetais ou o sorbato
de potassio, mostrando que nenhum deles teve influéncia nesse fator. Para a gordura, a
variacdo aconteceu sobretudo com o passar do tempo, verificando-se uma diferenca
significativa dos O para os 14 dias, passando-se 0 mesmo em relacdo as cinzas. A
contribuicdo energética dos iogurtes ndo foi afetada pela adicdo dos diferentes
conservantes. Efetivamente, a adi¢cdo dos diferentes extratos ndo teve qualquer acdo
concreta nos iogurtes, o que é um dado positivo, visto que os aditivos alimentares nédo
podem ter qualquer tipo de aporte nutricional ou alterar de algum modo o perfil
nutricional dos alimentos onde sdo adicionados. Caleja et al. (2016) também verificou
que o tempo de prateleira (TP) possui maior influéncia nas amostras do que o tipo de

conservante utilizado (TC).

4.5.2. Acidos gordos individuais

A Tabela 21 expressa o valor dos acidos gordos mais abundantes expressos em
percentagem relativa do seu total. Dos 13 acidos gordos identificados, os acidos saturados
(SFA) mostraram ser os mais abundantes, tanto em quantidade como em nimero de
moléculas individuais, chegando aos 78%, restando apenas cerca de 20% para 0s acidos
gordos monoinsaturados. Em relacéo aos acidos gordos polinsaturados, apenas se registou
0 &cido linoleico (C18:2) com uma percentagem que variou entre os 1 e 2%. A propor¢do
também foi relatada por Corréa et al. (2018), na qual SFA > MUFA > PUFA.
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Tabela 21. Perfil em &cidos gordos individuais, bem como acidos gordos saturados totais (SFA) e acidos gordos monoinsaturados totais (MUFA)

C60  C80 CI00  CI20 Cl40 cCl4al  Cl50  Cl60 Cl6:1 CIL7.0 CI8:0 Clsl Cl82 SFA MUFA
ODias  30+07 21+03 43+07 46+08 13+l 0,840, 1'22510’0 3742 1’3210' 00403 1241 17+1 2+1 78+2 20+l
Tempo?i;rate'e'ra 7Dias 32405 19403 37+07 41406 12+1  0,7+0.2 1'19510’0 38+1 1’42":0' 1,040,2 12’3;50 18+1 1’581“0' 78+2 2041
l4Diss 32603 21501 46603 52504 14520 ggaiooe 136:00 oo 0. 1350, 085:0, 1080 165:0 10:0, 80420 18610,
9 4 1 09 7 5 2 5 6
p-value (n=15) Tﬁzfege 0289 <0001 <0001 <0001 <0001 0051 <0001 0003 0045 0043 <0001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Controlo  2,9+0,6 20+02 42407 47+07 14+1 08402 1301 38+l 1*321“0’ 08+01 12+2 18+1 1*241'0* 79+1 1941
Alecrim  1,8+03 109402 41+05 46£05 13+1  08%0,1 1’257*0’0 37,4405 1*421“0’ 08402 12+1 17*810 1*571'0* 782 20,;:0,
Tipo Conservante (TC) Manjericio  2,4+02 1,9+05 4+l 4+1  13+1 0,902 1'27;50’0 3742 1’31“:0' 0'801;0’ 1241 1842 1’671“0’ 7843 2042
Silvia  30%04 21+01 41+04 44+05 13+1 09+02 12401  38+1 1’4;0' 11403 1241 17’31“0 241 78%2 19'210'
Sorbalo 403 21404 44507 49+07 1441 08201 028%00 49, 1240, 5.5 1oy, 16240 1020, 80820 4,
Potassio 6 2 8 4 7
p-value (n=9) Tﬁztfege 0037 0065 0149 0022 <0001 0078 <0001 0025 0020 <0001 0993 <0,001 <0,001 <0,001 0416
TPXTC (n=45) pvalue <0001 <0,001 <0001 <0001 <0001 <0001 0001  <0,001 <0001 0,003 <0001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Em cada linha, letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas, com um nivel de significancia de 0,05. Os desvios padrdo foram calculados a partir de

resultados obtidos em condi¢Bes diferentes. Assim, devem ser considerados como um intervalo de valores e ndo como medida de precis&o.

C6:0 — acido caproico; C8:0 — &cido caprilico; C10:0 — &cido caprico; C12:0 — &cido laurico; C14:0 — &cido miristico; C14:1 — cido miristoléico; C15:0 — &cido pendecanoico;
C16:0 — &cido palmitico; C16:1 — &cido palmitoleico; C17:0 — acido heptadecanoico; C18:0 — &cido estedrico; C18:1 — &cido oleico; C18:2 — &cido linoleico; SFA — &cidos
gordos saturados; MUFA — acidos gordos monoinsaturados.
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O acido palmitico (C16:0), acido oleico (C18:1), acido miristico (C14:0) e acido
estearico (C18:0) foram os &cidos gordos individuais mais abundantes, chegando aos 38,
18, 14,5 e 12%, respetivamente. Conceicdo et al. (2020), Corréa et al. (2018), Heleno et
al. (2017) e Caleja et al. (2016) também identificaram e quantificaram os mesmos 4

acidos gordos, tal como sendo os mais abundantes em percentagem relativa.

No que concerne a influéncia do TP e do TC, para todos 0s casos se registou uma
interacdo significativa relevando que efetivamente os extratos vegetais e o sorbato de
potassio ndo exercem influéncia na alteracdo dos acidos gordos durante os 14 dias. Por
outro lado, o tempo de prateleira de 14 dias parece néo ter sido suficiente para que criasse
alterac6es no perfil de acidos gordos, ou, a adi¢do de polpa de fruta pode ter exercido um

efeito protetor dos acidos gordos insaturados.

Apesar do iogurte ser considerado um alimento saudavel devido & alta quantidade
de nutrientes e propriedades benéficas como melhora do sistema imunolégico e da flora
intestinal, a matriz alimentar possui alta quantidade de acidos gordos saturados (SFA),
compostos que a Organizacdo Mundial de Satude (OMS) associou com o risco de doencas
cardiovasculares (Weerithilake et al., 2014; WHO, 2003).

Porém um estudo de revisdo realizado por Fattore & Fanelli (2013) verificou que
o0 acido palmitico, acido gordo encontrado em maior percentagem nos iogurtes, ndo ha
evidéncias suficientes que comprovem o risco associado a problemas cardiovasculares,
na qual o acido gordo aumenta na mesma proporcao os niveis de colesterol LDL e HDL

(lipoproteinas de baixa e alta intensidade, respectivamente).

Além disso, ha diversos estudos relacionados ao &cido oleico, segundo composto
encontrado em maior abundéncia nos iogurtes, evidenciando a reducdo de doencas
cardiovasculares, além de associar o acido oleico com propriedades anti-inflamatorias e

anticoagulantes, como reportado por Lopez-Huertas (2010).
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4.5.3. Acidos organicos

Na Tabela 22 estdo representados os diferentes acidos organicos identificados nas
amostras de iogurte, recorrendo a um HPLC-DAD para sua identificacdo. Entre eles,
destacam-se os mais abundantes, nomeadamente o &cido lactico e o cido citrico, que em
conjunto com os restantes, oxalico, malico e fumaérico, totalizam aproximadamente 0,6

0/100 de iogurte em massa fresca.

Tabela 22. Perfil em &cidos organicos dos iogurtes apresentados em g/100 g de peso

fresco
Acido Acido Acido Acido Acido AI:?Ijac:s
Oxalico Malico Léactico Citrico Fumarico .
Orgéanicos

0 Dias  0,007+0,003 0,13+0,03 0,28+0,08* 0,22+0,06 0,006+0,003 0,6+0,1

Tempo de 7Dias  0,004+£0,003 0,13x0,03 0,300,012 0,23x0,05 0,007+0,003 0,70,1
Prateleira (TP)

14 Dias  0,001+0,001 0,12+0,02 0,37+0,01° 0,18+0,05 0,004+0,004 0,60,1

Teste de

T <0,001 0,238 0,028 0,001 0,036 0,02
ukey

p-value (n=15)

Controlo  0,005+0,004 0,12+0,02 0,3*0,1 0,19+0,06 0,007+0,003 0,6+0,2

Alecrim  0,005+0,003 0,13+0,02 0,35+0,08 0,22+0,04 0,005+0,004 0,7+0,1

Tipo
Conservante  Manjericdo 0,003+0,004 0,11+0,03 0,3+0,1 0,20+0,05 0,005+0,003 0,6+0,2
(TC)
Salvia  0,004+0,003 0,13+0,02 0,33+0,08 0,22+0,03 0,003+0,001 0,7+0,1
Sorbatode 53,0003 013004 0,3%0,1 0,23+007 0,009:0,003 0,6£0,2
potassio
p-value (n=9) Tﬁsmde 0,119 0,108 0,705 0,143 0,001 0,532
ukey
TPxTC (n=45) p-value 0,003 <0,001 0502  <0,001 0,026 0,037

Em cada linha, letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas, com um nivel de
significancia de 0,05. Os desvios padrdo foram calculados a partir de resultados obtidos em condicdes

diferentes. Assim, devem ser considerados como um intervalo de valores e ndo como medida de precisao.

Apesar da sua pouca quantidade, os acidos organicos sdo muito relevantes para
alimentos de base lactea, sobretudo o acido lactico. Apenas o acido lactico néo revelou

uma interacdo significativa, pois todos outros acido tiveram pouca variagdo seja em
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termos de passagem de tempo e de conservante utilizado, excetuando o acido oxalico que

revelou uma tendéncia para decrescer ao longo do tempo.

No que concerne ao cido lactico, a passagem do tempo revelou maior influéncia
que a adicdo dos extratos, mostrando uma tendéncia decrescente de acido lactico ao longo
do tempo, com diferencas estatisticamente significativas entre os dias 7 e 14.

As altas concentrac@es de acido citrico podem ser justificadas pela adi¢do de polpa
de frutas nos iogurtes, e ndo como contaminagdo ou outro conservante adicionado em
iogurtes. Porém, diversos outros estudos também apontam a presenca de &cido citrico em
iogurtes, como descrito por Lee, Lee & Kim (2002), Hong & Ko (1991), Shin, Lee &
Kim (1993) e Vénica et al. (2018).

O é&cido lactico representa um importante agente em produtos lacteos, visto que é
um composto considerado como GRAS e utilizado frequentemente na industria alimentar
como aditivo acidulante, conservante e outros. Os outros &cidos organicos presentes em
iogurtes colaboram no desenvolvimento de um sabor complexo para o produto. A
fermentacdo é definida pela conversao do substrato por um microrganismo, célula vegetal
ou animal ou enzimas, em um determinado produto. Portanto, apesar da sua importancia,
0 4cido lactico ndo € encontrado naturalmente nos produtos alimentares, mas é produzido
durante a fermentacdo pelas bactérias lacticas (Theron e Lues, 2011; Spreer e Mixa,
1995).

4.5.4. Acucares soluveis

A Tabela 23 apresenta os acucares sollveis presentes nos iogurtes durante os 14
dias de andlise. Foram detetados quatro agucares sollveis, nomeadamente a frutose,
glucose, sacarose e 0 aglcar mais abundante em produtos lacteos, a lactose, que registou

valores entre 4 e 5 g/100 g.
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Tabela 23. Perfil em acucares soltveis dos iogurtes apresentados em g/100 g de peso

fresco
Aculcares
Frutose Glucose Sacarose Lactose Sollveis
Totais
0 Dias 1,9+0,3 0,8+0,1 0,15+0,05 5,1+0,7° 8+1
Tempo de . ab
' 7 Dias 1,7£0,4 0,7£0,2 0,16+£0,08  4,4+0,3* 7+1
Prateleira (TP)
14 Dias 1,5+0,6 0,6+0,2 0,13+0,09 4,0£0,12 612
o-value (n=15) oS de 0,031 0,003 0,517 0,039 0,029
Tukey
Controlo 1,7£0,5 0,7£0,2 0,12+0,08 4+1 7£2
Alecrim 1,8+0,6 0,8+0,2 0,20+0,09 5+1 8+2
Tipo Conservante  Manjericdo 1,6+0,3 0,7+0,1 0,15+0,08 4,4+0,6 6,9+0,9
TC
(Te) Sélvia 1,7£0,5 0,7£0,2 0,12+0,07 411 7£2
Sorbatode 4 2,05  07:02  0,13:004 4+l 742
potassio
p-value (n=9) Tﬁs“’ de 0,812 0,583 0,135 0,526 0,583
ukey
TPxTC (n=45) p-value 0,025 0,041 0,112 0,081 0,037

Em cada linha, letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas, com um nivel de
significancia de 0,05. Os desvios padrdo foram calculados a partir de resultados obtidos em condices

diferentes. Assim, devem ser considerados como um intervalo de valores e ndo como medida de preciséo.

Em termos de classificacdo do efeito dos extratos vegetais e do tempo de
prateleira, a frutose, glucose e total de aclUcares sollveis mostraram interacdes
significativas, ndo permitindo tirar conclusdes nem dizer se o TP ou TC tiveram mais

influéncia que o outro.

A sacarose registou uma interacdo nao significativa, mas ndo mostrou alteragdes
significativas entre cada um dos dias ou extratos incorporados. Apenas para a lactose se
conseguiu definir que o tempo de prateleira tem maior influéncia na quantidade de lactose
que a incorporacédo dos extratos, registando um decréscimo estatisticamente significativo
do dia 0 para o dia 14, pois ao sétimo dia ndo havia diferencas, mostrando um decréscimo
continuo e constante ao longo do tempo. Este comportamento é corroborado pelo
aumento constante e significativo de acido lactico, registado na Tabela 22 (acidos
organicos), revelando que as bactérias lacticas estavam, ao longo tempo, a converter

lactose em acido lactico, e que os extratos de plantas ndo alteraram este fenémeno natural
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nos iogurtes. Durante a fermentacdo lactica, a lactose ndo é totalmente convertida,
permanecendo em niveis de até 4 g/100 g de produto (Spreer & Mixa, 1995).

Em trabalhos com iogurte, Corréa et al. (2018) encontraram uma média de 4,17
9/100 g de lactose (sem adigéo de polpa), enquanto Heleno et al. (2017) verificou uma
quantidade meédia de 3,8 g/100 g (com adigdo de polpa). A diferenca nos resultados
obtidos pode ser justificada pelo diferente modo de producdo do iogurte ou a marca do

iogurte utilizado, tal como a adicdo ou nédo de polpa.

De acordo com Spreer & Mixa (1995), a fermentacdo € uma das etapas
fundamentais para a fabricacdo de iogurtes, sendo a pré-fermentacdo a etapa de
decomposicdo da lactose em glucose e galactose. Posteriormente, a glucose € consumida
em diversas etapas até a formacdo de acido lactico. A lactose e a glucose serdo os dois
principais agucares utilizados como substrato, sendo consumido ao longo do tempo, como
é comprovado na Tabela 23.

4.6. Analise microbioldgica

As Figuras 39 e 40 apresentam as contagens para microrganismos aerobios

mesofilos e bactérias lacticas psicrotrofilas, respetivamente.

Microrganismos aerobios mesofilos

; - T
’b‘f 15 L £5
-} T I
[
U 10 = = 3
&
£ s

0

TO T7 T15
e Jogurte controlo = Jogurte com sorbato de potassio
Iogurte com manjericio m Jogurte com alecrim

Iogurte com salvia

Figura 39. Contagem de microrganismos aerdbios mesoéfilos ao longo de 14 dias
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Bactérias lacticas psicrotrofilas
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Togurte com salvia

Figura 40. Contagem de bactérias lacticas psicrotrofilas ao longo de 14 dias

Para os microrganismos aerébios mesofilos, houve um ligeiro decréscimo entre
os dias 0 e 14, porém sem diferencas estatisticas significativas. Quanto a contagem de

coliformes e bolores e leveduras, ndo houve crescimento ao longo dos 14 dias avaliados.

Verifica-se um ligeiro aumento da quantidade de bactérias lacticas, sendo
justificado pelo consumo de lactose e correspondente transformacdo em acido lactico,

como apresentado nas Tabelas 22 e 23 (&cidos organicos e acUcares sollveis,
respetivamente.

As bactérias lacticas sdo estudadas pelas suas propriedades benéficas probidticas,
como a melhoria da funcéo da barreira epitelial e restauracdo da homeostase microbiana
através de interacGes entre 0s microrganismos, além de colaborar nas fungdes do sistema

imunolégico e a eliminacdo de patdgenos (Beermann & Hartung, 2016).
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5. CONCLUSAO

A otimizacdao dos extratos vegetais a partir de um delineamento fatorial fracionado
foi capaz de verificar que a percentagem de solvente utilizada é o fator determinante para
a obtencdo de um extrato rico em acido rosmarinico, seguido pelo tempo de extracéo e
por fim, a poténcia do equipamento. A partir de um estudo mais detalhado sobre os fatores
avaliados, verificou-se que ndo ha um padrdo geral para o tempo aplicado e para a
temperatura, indicando que 0 maior tempo e a maior temperatura ndo irdo

necessariamente obter o maior rendimento em acido rosmarinico nos extratos.

Quanto as propriedades bioativas, o alecrim apresentou a melhor capacidade
antioxidante, seguido da salvia e do manjericdo, assim como para a atividade
antimicrobiana. Esse fato sugere a possivel relacdo dos compostos fendlicos com a
atividade antioxidante e antimicrobiana. Nenhum dos trés extratos vegetais apresentaram

hepatotoxicidade em células PLP2, a maxima concentracéo testada.

Para os parametros fisico-quimicos, nomeadamente cor, atividade de agua, pH e
textura, constatou-se no geral que o tempo de prateleira (ao longo dos 14 dias) teve maior
influéncia que o tipo de conservante utilizado, tal como nos parametros nutricionais.
Considera-se um ponto positivo pois os aditivos conservantes devem evitar a alteracéo

dessas caracteristicas.

Um dos estudos mais relevantes para a aplicacdo de conservantes em iogurtes, é
0 estudo da inibicdo das bactérias lacticas ao longo do tempo de prateleira. Apesar do
extrato ser utilizado pelas suas propriedades antimicrobianas, deve-se evitar a inibigcdo
das bactérias lacticas presentes no iogurte. Essa observacao pode ser realizada avaliando
trés parametros: a quantidade de lactose, acido lactico e contagem de bactérias lacticas.
De acordo com a andlise de acUcares sollveis e &cidos organicos, verificou-se uma
diminuig&o significativa na quantidade de lactose, tal como um aumento na concentragéo
de &cido lactico presente no iogurte, indicando a presenca das bactérias lacticas. Por fim,
houve um aumento das bactérias lacticas, justificada pelo consumo de substrato (lactose

e glucose) ao longo dos 14 dias.

Portanto, 0s extratos vegetais testados (alecrim, manjericdo e sélvia) foram

capazes de apresentar boa capacidade antioxidante e antimicrobiana, além de nado afetar
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as caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais do alimento, nem o normal crescimento e

multiplicagdo das bactérias lacticas.

Para proximos passos da investigacdo, sera importante testar maiores tempos e
temperaturas de extracdo para otimizar o rendimento dos compostos bioativos, tal como
maior concentracdo dos extratos. Também é necessario testar periodos mais extensos de
vida de prateleira, verificando se o conservante é realmente eficaz, além de testar os
iogurtes com e sem a polpa de fruta, para investigar se a polpa também foi responsavel
pela conservacdo dos iogurtes (apesar de ndo conter conservantes adicionados) e para

verificar se existem alteracdes das caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais.

Assim pode concluir-se que esta dissertacdo foi bem sucedida, na medida em que
foi possivel obter um extrato otimizado em termos de compostos fendlicos, compostos
estes diretamente relacionados com a bioatividade exibida. Foi ainda possivel a
incorporacdo dos melhores extratos em iogurtes verificando-se a sua capacidade de

conservacao sem alteracdo dos parametros intrinsecos dos iogurtes.
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