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Resumo

O fenémeno da globalizagao, a aceleragao do ritmo de vida e crescente preocupagao
com o bem-estar fisico e com a saude tem vindo a refletir-se em alteragées profundas na
escolha dos alimentos introduzidos no nosso quotidiano. Além disso, cada vez mais, os
consumidores procuram estar informados e interpretam cuidadosamente a rotulagem. Este
paradigma cultivou-se através da percecao que uma alimentagao equilibrada e rica em alguns
compostos bioativos ou funcionais, possa ter na diminuicao do risco de desenvolver

determinadas patologias.

Por outro lado, o consumidor interessa-se cada vez mais por produtos que tenham
missoes, como a sustentabilidade alimentar e ambiental, tornando-se pontos de atragao para

a compra daqueles produtos.

A presente dissertacio de mestrado incidiu na utilizacio de dois subprodutos
alimentares, o soro de leite e o tomate rejeitado para venda direta. Um dos objetivos desta
investigacdo foi desenvolver dois produtos alimentares (produto proteico e produto
energético), tendo por base estes subprodutos, que apresentassem no final caracteristicas
benéficas para saude e paralelamente contribuissem para a minimizacdo de subprodutos
alimentares, bem como os problemas ético econémicos a estes associados. Posteriormente,
apos chegar a uma formulagao final dos produtos, estudaram-se os produtos desenvolvidos
quanto a sua composi¢ao centesimal, capacidade antioxidante e presenga de licopeno. A
capacidade antioxidante foi determinada através de dois ensaios, sistema de inibicao do radical
livre DPPH e teste do branqueamento do B-caroteno. Foi também determinado o conteudo
em compostos fendlicos e flavonoides. Por fim, determinou-se a concentragao de licopeno
por HPLC, dado ao interesse e relevancia, inato as suas propriedades, entre as quais, a

prevencao de doengas cardiovasculares (DCV) e do cancro, sobretudo o da proéstata.

Os resultados obtidos para os compostos fendlicos, no que diz respeito aos trés
extratos (fruta, produto proteico e produto energético) utilizados, concluiu-se a presenga de
atividade antioxidante. O extrato de fruta (tomate e cenoura) foi o que apresentou uma maior
capacidade antioxidante em ambos os métodos, com maiores teores de compostos fendlicos
e flavonoides. Quanto aos extratos dos dois produtos desenvolvidos, os melhores resultados,
tanto a nivel da capacidade antioxidante, compostos fendlicos e flavonoides, foram obtidos no

extrato do produto proteico.



O teor em licopeno também foi estudado para os trés extratos, anteriormente,
referidos. Observou-se que o produto proteico possui um teor em licopeno superior aos
outros dois extratos. Quando comparados os outros extratos (fruta e produto energético),
o produto energético apresentou teor em licopeno superior. Estes resultados, podem estar,
relacionados com a possivel formagao de complexos entre este composto antioxidante e as

proteinas presentes nos produtos.

Em conclusao, os resultados obtidos indicam que os produtos desenvolvidos sao duas
fontes ricas em compostos bioativos, sendo que os dois subprodutos contribuem de maneira
distinta nos produtos. O soro de leite apresenta pequenos péptidos cruciais na tensao arterial
e proteinas de maior absor¢ao quando comparadas com as do leite. Enquanto que o tomate
incrementa nos produtos, os seus compostos antioxidantes, entre os quais o licopeno, que ¢
classificado como um dos melhores supressores de radicais livres. Tudo isto numa solugao
viavel para a industria alimentar, demonstrando a possibilidade de criar produtos, como estes,

que satisfagam o consumidor.

Palavras-chave: Dieta mediterranica, tomate, licopeno, soro de leite, proteina,

sustentabilidade, bebidas.
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Abstract

Globalization, hectic life style and general awareness regarding health and well-being
are three phenomenon’s that have had a profound impact in alimentary choices over the
recent years. Has a result, consumers are introducing new food products in their diets and
have developed an interest in careful interpretation of food labels. This change in paradigm
was cultivated through the perception that a balanced diet rich in some bioactive or functional

compounds, may contribute to reducing the risk of developing certain pathologies.

In addition, consumers are increasingly interested in products that are more than their
basic nutritional value. Features like food and environmental sustainability, becoming points of

interest when deciding which products to buy.

The present master's dissertation focused on the use of two food byproducts, whey
and tomato not proper for direct commerce. One of the objectives of this research was to
develop two food products (protein product and energy product), based on these byproducts.
These should have the following characteristics: be beneficial to health and also contribute to
the reduction of food byproducts as well as ethical economic problems to these associates.
Subsequently, after reaching a final formulation, the products developed were evaluated for
their centesimal composition, antioxidant capacity and presence of lycopene. The antioxidant
capacity was determined through two assays, DPPH free radical inhibition system and B-
carotene bleaching test. In addition, the content of phenolic compounds and flavonoids was
also determined. Finally, the concentration of lycopene was determined by HPLC, given the
interest and relevance, innate to its properties, among which, the prevention of CVD and

cancer, particularly prostate tumours.

The results obtained for the phenolic compounds, with respect to the three extracts
(fruit, protein product and energy product) used, were concluded the presence of antioxidant
activity. The fruit extract (tomato and carrot) presented the highest antioxidant capacity in
both methods, with higher contents of phenolic compounds and flavonoids. As for the extracts
of the two products developed, the best results, both in antioxidant capacity, phenolic

compounds and flavonoids, were obtained in the extract of the protein product extract.

The lycopene content was also studied for the three extracts previously mentioned. It
has been observed that the protein product has a lycopene content higher than the other two

extracts. When comparing the other extracts (fruit and energy product), the energy product
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had higher lycopene content. These results may be related to the possible formation of

complexes between this antioxidant compound and the proteins present in the products.

In conclusion, the results indicate that the products developed are two sources rich in
bioactive compounds, and the two by-products contribute in a distinct way in the final
products. Whey contains small crucial peptides with effects on blood pressure reduction and
higher absorption proteins when compared to milk. In addition, tomatoes increase the
antioxidant compound present in the products, among them lycopene, which is classified as
one of the best suppressors of free radicals. All this in a viable solution for the food industry,

demonstrating the possibility of creating products, such as this, that satisfy the customer.

Keywords: Mediterranean diet, tomato, lycopene, milk serum (whey), protein, sustainability,

drinks.

viii



Indice

RESUMIO cauuueeeiiiieiiiinnnnnetieenesiissssnnneeeesscsssssssssensessessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssassassssssssssnns v
ADSLract ...ccooeinuunnreeiiineciissnnnneeetieesisssssnneesneesssses vii
Lista de Abreviaturas ..........cuueeeeeicneeicnsnneeccssnnneecsssneeeesssnnenes eeee X
INdice de FigUras .......cceererererererereseresesesesesesesesesesesesesesenes R
INAICE A TADEIAS ....vovereeceererersseerersrsssssssssessssssssesssssssssssssssssssssssssesssssssssssessssssssssess xiii
[OF 1o TTuT] Lo B 11T« (1T ot~ 1o S |
1.1 Novas tendéncias de consumo de alimentos........uueeeecinneeecissnneeecsssnneeesssneeccsnnns 3
1.2 Dieta mediterraniCa......cceeeccicsnnnneeereeccssssnnnneerenccssssnnnsseeennes .6
1.3 TOMALE c.uuueeeneeeeirecciisnnnnnneeeeeccssssnnnssseensecsssonsenses

[.3.] Origem e impOrtancia ECONOMICA ceeeeeeeeeeeeeseeesesesesesssesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 7
[.3.2 Composica0 NULFICIONAlieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesesesesesssssssssesssssssssssssssssssses 10
1.4 Capacidade AntioXidante ......cccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeeeeenneeeeceeeeeceeseeeesesssesssssssssssssssees 12
1.5 Carotenoides.......uuieeiineeeeinnnnieinsnnneenssnneeessssneeessssnssesssssnssssssssssessssssssssssssassssssns 15
[.5.1 Caracteristicas fisico-quimicas e sua distribuicao na Natureza ....ccceeeessneenseeeeeeccssssennens 15
[.5.2 Funcoes Bioldgicas No Ser HUMaNO..eeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeneeeeeeeneeeeeeeeeeeeneeenenseeeeeseeseesssssssseees 16
1.6 LICOPENO ...ceeeeeeiiiieiieieiiiiieeeeeeeeeeceeceeeeeeeceeeeceeeeesesesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 16
[.6.1 Biodisponibilidade ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseceeeeeeeseseeesesesssssssssssssssssssssssssssssssssses 17
1.6.2 Evidéncias na salde humana....ccceeeseeenseeeencccsennee 18
1.7 SOF0 de [QIte c.uueeecnuneereninneieninniiecnnneeessneeeesssnseeessssnsssesssssnssssssssssesssssssessssssssssssans 20
[.7.1 Subproduto como fonte de compostos bioativos 22
1.8 Desperdicio da industria alimentar vs ambiente .............cuuueueeeeeeenennnnnnnnnnnnnnnnnnne 25
Capitulo l1- ObjJetivos ......ccccciiiiiiiiiiiiiisiiisisisisiscscscscscscssscsessseense .31
Capitulo lll- Materiais € MEtodos.......cccuvvummeriiiiciisiicnnneiieecssssssnnneeneeccsssssnnssssesncssans 34
3.1Preparacdo das amostras de tOMALE ......cceeeeecciiicnnnnteiieccsssssnnnneeteeccsssssnnsssssensccsans 35
3.2 Preparacdo das amostras de soro de leite 35
3.3 Preparacido das amostras para o produto final 37
3.4 Formulacgoes testadas......cccoeieiirenniiiiennccisnnnsencsssssscssssssscssssonns 38
3.5 Métodos de determinacdo da composicdo dos produtos finais 38
R T I o) o P 38
3.5.2 Humidade relativa e SOlidOS tOtaiS.ceeeessssnnssreerecssssscsnnnssrrreccsssssnnssssennssssssnsssssssensessans 39
3.5.3 ClNZAS wueeeeeeeeeennenneennenennnnnenneenenenesesesssesssesssssssssese 39
3.5.4 PrOtEINAS eeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeneenneesnsssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 39
3.5.5 GOrdura ...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenenenenenesesesesesesssssesssssese 40
3.5.6 Fibrauuuuccecssseeeessssnneeccsssnnenssssnnennsssansesssssnnnensens 41
3.5.7 Cloretos soluveis €M AgUa ...eeeeeereecessscnnnsseeences 41
TR 21 0T () o N 42
3.5.9 Hidratos de carbono ........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeneneneeenenenesesesesesesese .42




3.6 Determinacdo in vitro da capacidade antioxidante dos extratos das amostras ....
....................................................................................................... 43

3.6.1. Preparacao e eXtragao das aMOSLIAS.......cccvcurercurercurencmencuseesneessesesseessesessacssaessescsssscssencssencses 43

3.6.2 Determinagao da capacidade antioxidante pelo sistema de inibigao do radical livre DPPH .

................................................................................................................ 44
3.6.3 Determinagao da capacidade antioxidante pelo teste do Branqueamento do B-Caroteno ..
...................................................................................................................................... 46
3.6.4 Determinacao dos compostos fenOliCOS tOtaiS...eeeeeeemeeesesesesesesesesesesesssssesssssssssssssssessee 47
3.6.5 Determinagao dos compostos flavonoides.....cccuueeeessnneeecssannenes .49
3.6.6 Determinagao do teor em liCOPENO ..ccccuueeeeessnnenecssnnnenes -1
Capitulo IV- Resultados e Discussao .......ccccccuureeeereccennee cessennenee 52
4.1 Determinacdao da composicdo centesimal dos produtos finais .....ccccceceeeeeeeeeeeeees 53

4.2 Sistema de inibicdo do radical DPPH e teste do branqueamento do B-Caroteno

....................................................................................................... 58
4.3 Determinacdo do conteido em compostos fendlicos e em flavonoides......... .. 60
4.4 Determinacao do teor €m lICOPENO.....cccciiieiiiiiiiiiiiiieiieieiecnencncscncecscncssesssssscesssnnene 63
Capitulo V- CoNCIUSAO....ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisisisisssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssae 66
Capitulo VI- Referéncias Bibliograficas......ccccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciesiccccccsccccccccecenees 69
AANEXOS ..urniiiniiiinititituttititittttatatetetttttatasatasasasasstsssiescassssssssasasssasasssansnsnsns 87

Lista de Abreviaturas

De seguida, apresenta-se uma listagem das abreviaturas utilizadas neste trabalho, organizadas

por ordem alfabética.



AAT
ABT
ADN
AR
AVC
CE
CCDR
CLPS
DCV
DGS
DPPH
ECE
EFSA

EUA
FAO

FRAP

GAE
GEEs
HDL
HPLC

IAN-AF
INE
LDL
Min

Ol
OMS

ORAC

PE

Atividade antioxidante

Acido 2,2 - azino - bis(3-etilbenzoti-azolin) - 6-sulfénico

Acido desoxirribonucleico

Assembleia da Republica

Acidente Vascular Cerebral

Comissao Europeia

Comissoes de Coordenagao e Desenvolvimento Regional
Concentrado liquido de proteina do soro

Doencas Cardiovasculares

Direcao-Geral de Saude

2,2-difenil- I -picril-hidrazilo

Equivalentes de epicatequina, do inglés, Epicatechin Equivalents
Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar, do inglés, European
Food Safety Authority

Estados Unidos da América

Organizagao das Nagoes Unidas para a Alimentagao e Agricultura, do
inglés, Food and Agriculture Organization of the United Nations

Poder antioxidante de redugao do ferro, do inglés, Ferric Reducing
Antioxidant Power

Equivalentes de acido galico, do inglés, Gallic Acid Equivalents

Gases de efeito de estufa

Lipoproteinas de alta densidade, do inglés, High Density Lipoprotein
Cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés High Performance Liquid
Chromatography

Inquérito Alimentar Nacional e Atividade Fisica.

Instituto Nacional de Estatistica

Lipoproteinas de baixa densidade, do inglés, Low Density Lipoprotein
Minutos

Osmose inversa

Organizagao mundial de saude

Capacidade de absorgao de radicais livres de oxigénio, do inglés, Oxygen
Radical Absorbance Capacity

Parlamento Europeu

Xi


https://www.efsa.europa.eu/
https://www.efsa.europa.eu/

PMA

PUF
PUFC
ROS

UE

UF
UNESCO

VIH

indice de Figuras

Programa Mundial de Alimentos das Nagoes Unidas

Permeado da ultrafiltracao

Permeado da ultrafiltracao concentrado

Espécies reativas de oxigénio, do inglés, Reactive oxygen species

Uniao Europeia

Ultrafiltragcao

Organizagao das Nagoes Unidas para a Educagao, a Ciéncia e a Cultura,
do inglés, United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization.

Virus da imunodeficiéncia humana

Figura n°l- Tendéncias de consumo de frutas e legumes por habitante, 1970 a 2000 (OMS,

xii



Figura n°2 - Tipos de tomate mais consumidos em Portugal ...............ccoooiiiiiiiiiin. 9
Figura n°3- Estrutura quimica dos flavonoides (Silva et al., 2015) ..................con 14

Figura n°4- Dados da recolha de leite de vaca e do efetivo leiteiro na EU em 2015 (INE,2016)

Figura n°6- Desperdicio total estimado de alimentos na EU em 2010, Kg/habitante

(ROYEE,2014) .ot e et et 26

Figura n°7- Perdas alimentares em cada fase da cadeia dos horticolas (Baptista et al, 2012)

Figura n°8- Esquema da técnica de OSMOSE INVEIrSa .......ovuiiuiiitiiiiiiiiiieieieaiennenns 36

Figura n°9- Fluxograma do processo de producao de concentrados liquidos de proteinas de

soro (CLPS) e permeados de ultrafiltragao concentrado por osmose inversa (PUFC) ....... 37

Figura n°10- Preparagao das solugdes com diferentes quantidades de trolox para a construgao

da cUrVa de Padrao .....cuuiiniitiie e e 46
Figura n®1 1= EMUISA0 . ...nen e 47

Figura n°l2- Determinagao do contelldo em compostos fendlicos da nossa amostra. A)
Amostra com o reagente Folin- Ciocalteu. B) Amostra apds 2 horas no escuro com formagao
de uma coloragdo mais intensa, caracteristica da presenga de compostos

11211 To) [Tele L TPT T 48

Figura n°13- Determinagao do conteido em flavonoides totais. A) Preparagao das solugoes

da amostra para analise. B) Amostras no final do ensaio............c..coooeiiiiiiiiiiiiiiinin, 50

Figura n°l4- Cromatogramas resultantes da analise do licopeno na fruta (A), produto proteico

(B) e produto energético (C). ....o.vuuiiiiiiiiiiiiii i 65

indice de Tabelas

Tabela n°1- Cultura tomate em Portugal (INE, 2015)....... ..o 9

xiii



Tabela n°2- Valores para macronutrientes e energia do tomate por 100g de parte comestivel

(adaptado de Almeida, 2006) ........conuinniinii i e 10

Tabela n°3- Valores para vitaminas do tomate por 100g de parte comestivel (adaptado de

Almeida, 2006) ...t 10

Tabela n°4- Valores para minerais do tomate por 100g de parte comestivel (adaptado de

Almeida, 2006) ......onuiniiii e I

Tabela n°5- Condigoes de armazenamento recomendadas para os diferentes estados de

maturagao do tomate (adaptado de Almeida, 2006) ..........coieiiiiiiiiiiiiiiiiieeee I

Tabela n°6- Composigao caracteristica (mg/100 g de tomate) (adaptado de Marti et dl,

Tabela n°10- Valores da produgao de leite e derivados, 1986 a 2015 (INE, 2016.............. 29
Tabela n°1 |- Formulagao final de ambos os produtos desenvolvidos .................c..co.ee. 38
Tabela n°12- Composicao das aMOSLIAS ......eutineenetiteteae ettt et eeeaneaneanns 44

Tabela n°14- Teste de inibicao do radical DPPH com resultados expressos em mg equivalentes
de Trolox por g de extrato (mg ET/g extrato) e % de inibicao. Teste do branqueamento do B-
caroteno com resultados expressos pelo coeficiente de atividade antioxidante (AAC). Todos

os resultados apresentam média £ DP, n=3. ... .o 59

Tabela n® |5- Contelldo em compostos fenolicos com resultados expressos em mg de
equivalentes de acido galico por g de extrato (mg GAE/g extrato) e contelido em flavonoides
expresso em mg de equivalente de epicatequina por g de extrato (mg ECE/g extrato). Os

resultados correspondem amédia £ DP, n=3.. .. ... 6l

Xiv



Capitulo I- Introducao



A alimentagao é um direito humano, uma necessidade primaria e, simultaneamente,
uma atividade cultural. O ato de comer nao trata apenas da ingestao de elementos nutritivos,
fundamentais para o organismo, é também uma fonte de prazer e assenta no fator social,
promovendo a convivéncia entre seres humanos (Pereira, 2013). A alimentagao detém um
papel preponderante na salde. Para além da influéncia que exerce sobre as capacidades
cognitivas, estudos epidemiologicos afirmam que a alimentagao tem também uma agao sobre
o estado de espirito (Costa, 2009). Deste modo, “a alimentagao consiste em obter do
ambiente, uma diversidade de produtos, naturais ou transformados, é assim, um processo de
selecao de alimentos, fruto das preferéncias, das disponibilidades e da aprendizagem de cada

individuo...” (Viveiros, 2012).

Alguns incidentes no setor alimentar contribuiram para mudangas nos consumidores.
Face a esta realidade, o consumidor tem vindo a demonstrar uma maior preocupagao e
interesse por praticas como a produgao e o consumo sustentavel, refletindo-se na escolha dos
alimentos com menor impacto ambiental. Isto €, no processo de decisao, a responsabilidade
social (bem-estar animal e ambiente) intervém como um critério de escolha ao lado de outros

como as caracteristicas sensoriais, nutricionais, preco e facilidade no consumo (Moura, 201 1).

Visando a satisfagao das preocupagoes dos consumidores com os problemas de salde
e ambientais, a investigagao alimentar tem recaido sobre a inovagao e desenvolvimento de
produtos alimentares focando-se no aproveitamento de subprodutos da industria alimentar-.
Produtos esses, que apresentam a mesma qualidade e seguranga para os consumidores,

quando comparados com produtos ja comercializados.

Na bibliografia ja publicada, constatou-se a utilizagdo das proteinas do soro
desidratadas para comercializagao, além da incorporagao do CLPS do soro de leite em
produtos lacteos (Pereira et al., 2014). Também a sobreprodugao do tomate tem mostrado
algumas solugoes, entre elas, a extragao de licopeno, tanto do tomate em si, como da polpa,

da pele e das sementes (Viuda-Martos et al., 2014).

A incorporacao de subprodutos alimentares de qualidade e seguros em novos
produtos é considerada uma alternativa de sustentabilidade alimentar e ambiental, pois reduz

o elevado desperdicio resultante da producao e diminui a poluigao.

Neste contexto, surgiu o presente estudo, tendo como finalidade desenvolver
produtos alimentares sustentaveis com caracteristicas benéficas para a saiude humana, como
por exemplo, os antioxidantes. Tendo em conta que o licopeno é um antioxidante, cada vez

mais reconhecido, optou-se pela escolha do tomate na incorporagao da base lactea dada a
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elevada percentagem de licopeno que compoem este fruto, para além do elevado desperdicio
que se verifica na produgao do tomate, tanto a nivel nacional, como mundial. Os produtos
serao avaliados nutricionalmente além da sua aceitagao junto de voluntarios apds provas

sensoriais.

I.1 Novas tendéncias de consumo de alimentos

Desde os primoérdios da espécie humana, a busca de alimentos para a sobrevivéncia
era essencial. Este paradigma deixou de ter interesse per si, todavia, adquire uma nova, embora
diferente, relevancia com o desenvolvimento da arte de comer e beber, que se torna um
prazer pelas diversas caracteristicas organoléticas que os alimentos apresentam. Conforme
demonstram os estudos, ha uma relagao direta e benéfica entre as dietas ricas em vegetais e
fruta e o menor risco de desenvolvimentos de doengas degenerativas (Ames et al., 1993). Este
potencial é atribuido, essencialmente, a presenca de vitaminas, minerais e compostos

fitoquimicos, como os carotenoides, antocianinas, catequinas, entre outros.

A constante preocupagao com a alimentagao ja advém de tempos remotos da
civilizagao. Hipdcrates, no século V a.c.,, descreveu que uma alimentagao ideal deve ser
particularizada, tendo em conta a idade, atividade fisica, etc. Na antiguidade classica, diversos
autores manifestaram a relagao causa-efeito da alimentagao com um estado individual de

salde, prosseguindo-se esse pensamento na idade média (Pereira, 2013).

Ao longo da histéria, o poder econdmico e o monopdlio do comércio sofreram
diversas alteragdes, promovendo o intercambio cultural e gastronémico. Estas mudangas
conduziram a alteragoes marcantes. A agricultura, apresenta, porventura, o melhor destas
alteragoes. Inicialmente, baseada numa economia de subsisténcia passa para uma cultura
intensiva, promovendo a deplegao dos solos, originando um desequilibrio em nutrientes nos
alimentos. Além disso, assistiu-se a uma utilizagao excessiva de fertilizantes, pesticidas e
herbicidas que contribuiram para o aumento da poluicao ambiental (solos, agua e ar). As
formas de colher e de armazenar os alimentos também se alteraram. Passou-se de uma
colheita para consumo imediato, para uma safra em estado imaturo, conjuntura que pode, ou
nao, influenciar o conteudo nutricional dos alimentos. Esta situagao explica-se pelo facto de o
amadurecimento dos alimentos s6 ocorrer apos a colheita, sendo ainda sujeitos a processos
fisicos e quimicos durante o armazenamento que induzem alteragoes nos produtos, antes de

conquistarem as prateleiras do mercado (Caris-Veyrat et al, 2004; Prego et al., 2002).



Na década de 50, o ritmo da vida quotidiana comegou a ficar mais acelerado e
stressante, tanto a nivel profissional, como pessoal, fendmeno que veio promover a procura
de solugoes rapidas e praticas para as refeicoes. Deste modo, os estilos alimentares adotados
recaem em alimentos refinados, processados, sujeitos a adicdio de edulcorantes e
conservantes, ao que se conjugam as elevadas quantidades de gorduras. Além dos excessos
sobre uma alimentagao nutricionalmente desequilibrada, caracteristica da fast-food, existe uma
panoplia de refrigerantes que sao ingeridos em excesso. Este paradigma proporciona o
aumento da obesidade e, naturalmente, o incremento de doencas cardiovasculares.
Encontramos ainda, fruto destas rotinas, doengas oncologicas e degenerativas (Baker e
Wellman, 2005). Com estas duvidas surgiram cada vez mais estudos com o objetivo de avaliar

a relacao entre a alimentagao e salde.

Consequentemente, os anos 80 foram marcantes na comunidade cientifica, muito por
causa dos estudos mais discriminados da interagao alimentagao e saude. Ja no século XXI, a
geragao Millennials ganha forga e influéncia no mercado alimentar, contrariando o que até ai
era considerado prazer na alimentagao. A preocupagao desta geragao passou a recair sobre
os beneficios dos alimentos que potenciavam a saude, em paralelo com o aumento do interesse
pelo culto do corpo, da beleza e da aparéncia jovem. Erguem-se, assim, inUmeras campanhas
de sensibilizagao para a adogao de opgoes nutricionais mais vantajosas, observando-se que
estas escolhas tinham uma relagao estreita com a cultura, politica, gastronomia, ciéncia e
sustentabilidade alimentar (Schubert e Schneider, 2016). A construgao desta imagem de beleza
e de saude, visa também corresponder a uma situagao sociocultural que foi cultivada, sendo a
aparéncia algo cada vez mais valorizada, nao so6 a nivel profissional, como social (Borralho,

2015).

Acrescenta-se, ainda, o nivel de stress e o niumero de horas de trabalho que sao
obstaculos ao cumprimento de um regime alimentar tradicional de refeicoes com horario
predefinido. Face a este panorama, o mundo encontra-se com tantas pessoas subnutridas
como sobre-nutridas. De acordo com os ultimos dados, a populagao mundial tem cerca de 7
bilides de pessoas, sendo que destas, 2 bilides sao obesas e outros 2 bilides sao subnutridas

(PMA, 2017).

Os Millennials consideram que nao existem varias “saudes”, isto &, a saude € s6 uma e
corresponde ao ser humano, ao meio ambiente e aos animais (OMS, 2016). Como tal, os
alimentos que detém por base conceitos como o da ecossustentabilidade - dentro do qual o
bem-estar do animal é salvaguardado - tém sofrido um incremento na sua procura. Denota-

se, assim, a preocupagao da populagao mundial pelo meio que as rodeia e o quao ele pode
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influenciar a cadeia alimentar, quer positivamente, quer negativamente (Schubert e Schneider,

2016).

Com estas mudangas surgem novas tendéncias no consumo alimentar, com o
consumidor, player bastante influente no mercado agroalimentar, a ditar as regras (Spaargaren
e Oosterveer, 2010). Mais meticulosas, as escolhas recaem em produtos com um custo mais
acessivel, mas que possuam a mesma qualidade, pois muitas das vezes, os ingredientes para
estes produtos sao exatamente iguais aqueles utilizados nos produtos de prego mais elevado.
Nesta logica, surgem as marcas “brancas” que progressivamente estao a conquistar terreno
no mercado. Aliada a esta tendéncia, aparecem areas mais direcionadas para uma vida saudavel
e também para regimes nutricionais especificos (PortugalFoods, 2017). Cada vez mais surgem
novos produtos, quer seja através da inovagao de embalagens ou desenvolvimento de gamas
que reunem diversos componentes que se encontram na categoria de produtos com potencial
beneficio para a saude humana como, por exemplo, os pré e probidticos e, também, os
antioxidantes. Por fim, sao ainda dadas outras classificagoes aos alimentos, como “natural”,
“bioldgico”, “sem conservantes e edulcorantes”, “0% de lactose, de gluten e de gordura”,

influenciando o consumidor na hora da compra (PortugalFoods, 2017).

E de salientar que os consumidores cada vez mais investigam e apreciam produtos que
reunem conceitos como: qualidade de vida, saude, nutricao e bem-estar. Todavia, apesar de
todas estas classificagoes, os mesmos nao querem deixar de desfrutar do prazer social e

gustativo da comida (PortugalFoods, 2017).

A adogao de algumas condutas alimentares, descritas anteriormente, nao depende
apenas do acesso a informagao nutricional, mas é influenciada pelas preferéncias pessoais,
comportamentos e atitudes em meio familiar, para nao falar de fatores psicologicos e sociais.
Esta evidenciado por diversos autores que os habitos alimentares no seio familiar durante a
infancia sao de extrema relevancia, uma vez que é uma etapa de formagao a todos os niveis e,
nao sendo excegao a regra, sao desenvolvidas afeicoes por padroes alimentares que
permanecerao para a idade adulta. Isto é, uma nutricao adequada advém da educagao alimentar

que cada um teve, nao sé dentro do seu ambiente familiar, como na escola (Viveiros, 2012).

A populagao, em geral e atualmente, adotou um ritmo de vida acelerado. No que lhe
concerne, e como compensagao, tende também a procurar um estilo de vida saudavel,
destacando-se a influéncia das geragoes mais novas nas tendéncias alimentares, sendo que 22,7
% da populagao portuguesa, ou seja, um total de 2,4 milhoes de pessoas segue essa corrente,

de acordo com Correia (2016).



1.2 Dieta mediterranica

A OMS refere que a perda de anos de vida, ou a morte em paises desenvolvidos, ou
em desenvolvimento, deve-se essencialmente a trés fatores associados a padroes alimentares
que podem ser readaptados: abuso do alcool, excesso de peso, consumo insuficiente de fruta

e de vegetais (Sarti et al., 2017).

Na década de 60, Ancel Keys, através de estudos epidemiologicos constatou que a
mortalidade por doengas cronicas, destacando-se os problemas DCV e o cancro, detinha uma
taxa inferior nos paises junto ao mar mediterraineo em comparagao com os do norte da
Europa e dos EUA (Saldanha, 1999). Esta relagao também ja se tinha demonstrado nos séculos
XVIIl e XIX, pelo professor de medicina Thomas Mckeow, expondo como justificagdo uma
alimentagao mais regular e com um carater nutricionalmente mais completo, ou seja, uma

nutricao adequada (Flandrin et al., 1998).

A dieta mediterranica é modelo alimentar completo e nutricionalmente equilibrado,
com inimeros beneficios para a saude e qualidade de vida. Este regime favorece o elevado
consumo de frutas, vegetais, cereais pouco refinados, leguminosas, frutos secos e oleaginosos,
peixe e lacticinios, de preferéncia queijo e iogurtes, um consumo baixo e pouco frequente de
carnes vermelhas e doces e o azeite como principal fonte de gordura (Nemésio, 2013). O
consumo de bebidas alcodlicas é moderado, sendo o vinho o mais utilizado, sobretudo as
refeicoes (Abreu, 2017). A nivel nutricional, esta dieta caracteriza-se por uma ingestao de
acidos gordos monoinsaturados, sobretudo de acido oleico, fibras e substincias de origem

vegetal com um elevado potencial antioxidante.

Em concordancia com a UNESCO (2013), esta € uma dieta que envolve uma série de
competéncias, conhecimentos e rituais, em particular, o incentivo ao consumo de alimentos
saudaveis (Covas et al., 2015). Estas caracteristicas assumem propriedades benéficas para quem
segue este tipo de dieta, essencialmente no que diz respeito a reducao de patologias
oncoldgicas, doengas coronarias e crénicas. Diversos estudos epidemiologicos corroboram as
vantagens de um regime nutricional como o da dieta mediterranica, em que a populagao desta
area apresenta um risco reduzido em desenvolver DCV, quando comparada com a dos EUA

e de outros paises da Europa (Capurso e Vendemiale, 2017; O Kennedy et al., 2017).

Estas vantagens devem-se a presenga de macronutrientes e micronutrientes, sendo que
os micronutrientes nos ultimos anos tém sofrido uma investigacao profunda, mas ainda longe
de alcancar todo o conhecimento acerca dos mesmos. Deste grupo, fazem parte os
carotenoides, as vitaminas, os minerais, as antocianinas, entre outros compostos
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caracteristicos de origem vegetal (Partidario et al, 2014). Uma das caracteristicas mais
procuradas destes micronutrientes é a atividade antioxidante, que tem estado no foco da
industria alimentar para atrair o maior numero de consumidores que procuram os beneficios
desta propriedade, associada a prevencao de doencas degenerativas e genéticas, anti-
envelhecimento e ao aumento da fertilidade. Assim, de modo geral, conclui-se que os

micronutrientes assumem uma fungéio protetora.

O tomate, parte integral das dietas mundiais, € um dos componentes chave na dieta
mediterranica, apresentando um largo consumo, além da riqueza em constituintes benéficos
para a saude (Leonardi et al., 2000). Cerca de 85 % do licopeno da dieta humana é originario

do tomate e dos seus derivados (Marques, 2017; Perveen et al., 2015).

A populagao, em geral e atualmente, adotou um ritmo de vida acelerado. No que lhe
concerne, e como compensagao, tende também a procurar um estilo de vida saudavel,
destacando-se a influéncia das geragoes mais novas nas tendéncias alimentares, sendo que 22,7
% da populagao portuguesa, ou seja, um total de 2,4 milhoes de pessoas segue essa corrente,

de acordo com Correia (2016).

1.3 Tomate

1.3.1 Origem e importancia econémica

O tomate (Lypersicon esculentum) é um fruto da planta Solanum lypersicum L, membro
da familia Solanaceae, a qual a batata, o pimentao e beringela também pertencem (Alves, 2009).
E uma planta nativa da América do Sul e desde o século XVI que a sua producio se iniciou na
Europa. Presentemente, a sua produgao ja se encontra generalizada ao ser utilizado em

culturas gastrondmicas distintas, vivenciadas em todo o mundo (Almeida, 2006).

Com as novas tendéncias alimentares, a populagio mundial tem consumido uma
quantidade mais elevada de fruta e de legumes (Figura n°l), produtos fomentadores de saude.

O tomate nao é excegao (OMS, 2002).
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Figura n°l- Tendéncias de consumo de frutas e de legumes por habitante, 1970 a 2000 (OMS, 2002).

Nas ultimas décadas, a produgao de tomate sofreu um aumento brusco, tornando-a
uma das culturas hortofruticolas mais importantes em termos econdémicos, ocupando o
segundo lugar mundial, com um valor a rondar os 150 milhoes de toneladas (Friedman, 2013;
Sudrez et al., 2007). Além disso, € um dos setores mais industrializados e competitivos, com a
China a representar 26 % da produgao mundial, ou seja, cerca de 33 milhdes de toneladas
(FAO, 2009). Os Estados Unidos da América (EUA) ocupam a 2° posigao no ranking mundial,
seguidos pela Turquia, india, Egito, Irdo, Itilia e Espanha (FAO, 2009).

Esta expansao deve-se ao incremento deste fruto nas dietas porque, além do baixo
custo, esta disponivel durante todo o ano e tem um sabor agradavel (Abreu et al., 2012). O
seu consumo, todavia, nao se fica apenas e s6 pelo alimento em fresco. Muito versatil, utiliza-
se também através de formas processadas, como exemplo, molhos, sumos e produtos

desidratados, entre outros (Viuda-Martos et al., 2014).

Esta mudanga de paradigma deve-se ao facto de as caracteristicas apreciadas pelos
potenciais compradores nao so6 assentarem em questoes visuais ou olfativas, mas, nos dias de
hoje, na importancia que estes apresentam para a saude, traduzindo-se no crescimento da

venda do produto para consumo em fresco.

Portugal, segundo os dados do Eurostat (2015), é o terceiro maior produtor de tomate
da UE com 8 % de produgao, ficando apenas atras da Italia (36,3 %) e da Espanha (27,4 %).
Sabe-se ainda que o consumo de tomate na EU é, cerca, de 35 quilos por habitante
(Observador, 2016). A producao nacional de tomate destina-se ao consumo em fresco e para
a industria de transformagao. A cultura para consumo em fresco (4,1 %) tem a sua maior
concentragao nas regioes do Ribatejo e oeste do Algarve, enquanto que, o tomate com destino
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a industria (40,8 %) centraliza-se no Ribatejo, vale do Tejo, no vale do Sorraia e nos regadios

do Alentejo (Almeida, 2006).

Tabela n°l- Cultura de tomate em Portugal (INE, 2015).

2012 2013 2014
Tomate de industria
Area cultivada (ha) 13 895 14 006 17 210
Produgao (t) | 298 902 | 089 501 I 310 366
Tomate fresco
Area cultivada (ha) I 516 | 628 | 249
Produgao (t) 95515 97 339 89 169

O consumo de tomate em Portugal assenta sobretudo em quatro tipos: o alongado, o
redondo, o cherry e o de rama, como ¢ visivel na figura n°2. O cultivo deste fruto pode ser
feito em estufa, ocorrendo durante todo o ano ou ao ar livre, sendo que este método so
permite a sua produgao de junho a setembro na costa oeste, podendo prolongar-se até

outubro na costa do Algarve (Codex Alimentarius, 2008; Costa et al., 201 3).

Tomate chucha ou Tomate débora ou
alongado redondo

oo 28

Tomate cherry Tomate de rama

Figura n°2- Tipos de tomate mais consumidos em Portugal (Revista Business Portugal, 2017).



A sua industria de transformagao é a principal e a mais competitiva no setor
hortofruticola em Portugal. Ainda segundo o Eurostat (2015), o nosso pais € o segundo maior

exportador da Europa (cerca de 95 % de concentrado de tomate).

1.3.2 Composicao nutricional

O tomate é um veiculo de nutrientes e compostos bioativos, como os
micronutrientes, entre eles a provitamina A e vitamina C (Choi et al., 2014; Martins, 2006). A
composi¢ao nutricional do tomate depende do tipo de amadurecimento, da produgao, de
fatores ambientais e agricolas (fertilizagao e irrigagao), possuindo um baixo teor de gordura,
proteina e fibra, sendo constituido maioritariamente por agua. Além da sua composicao em
vitaminas e minerais (Tabelas n° 2,3 e 4).

Tabela n°2- Valores para os macronutrientes e energia por 100 g de parte comestivel (Adaptado de
Almeida, 2006).

Agua (%) Energia Proteina Gordura Hidratosde Fibra

(Kcal) (%) (%) carbono (%)
(%)
Tomate 93 23 1,2 0,2 51 I,
verde
Tomate 945 18 0,9 0,2 3,9 1,2
maduro

Tabela n°3- Valores para as vitaminas por 100 g de parte comestivel (Adaptado de Almeida, 2006).

Vitamina Tiamina Riboflavina Niacina Acido Vitamina
A (mg) (mg) (mg) (mg) Ascorbico B, (mg)
(mg)
Tomate 385 0,06 0,04 0,5 23,4 0,08
Verde
Tomate 680 0,04 0,02 0,6 13,7 0,08
Maduro
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Tabela n°4- Valores para os minerais por 100 g de parte comestivel (Adaptado de Almeida, 2006).

Potassio Calcio Fosforo Magnésio Sédio (mg) Ferro
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
Tomate 204 13 28 10 13 0,5
Verde
Tomate 237 10 24 I 5 0,3
Maduro

O tomate é classificado como um fruto, apesar de nao possuir a mesma dogura de
outras frutas. Ao invés, esta dogura é compensada por um sabor ligeiramente amargo e acido,
possuindo semelhangas com os diversos vegetais, de tal modo que sao preparados e
cozinhados como tal. Este fruto € fragil e perecivel. Como tal, e de acordo com a legislagao, é
realizada uma triagem para a eliminagao dos defeituosos (podres, com fendas, pisaduras) antes
da comercializagao. Outro controlo é a calibragem obrigatoria - com um minimo e um maximo
— de tamanho predefinido. Os frutos que estejam fora deste intervalo também sao
descartados, apesar da qualidade e da seguranca deles estar garantida. Apos a colheita, os
tomates devem ser conservados em condi¢oes especificas, como a temperatura e/ou
atmosfera modificada, divergindo para o tomate verde e o maduro (Almeida, 2006).

Tabela n°5- Condigoes de armazenamento recomendadas para os diferentes estados de maturagao
do tomate (Adaptado de Almeida, 2006).

Condicoes de Tomate Verde Tomate Maduro
armazenamento
Temperatura (°C) 12 8-10
Humidade relativa (%) 90-95 90-95
Duracao do I-3 semanas 4-7 dias
armazenamento
O, (%) 3-5 3-5
CO, (%) 2-3 3-5

De acordo com o referido, € compreensivel que exista um desperdicio alimentar
bastante elevado deste fruto. Consequentemente, tem-se pesquisado e investido no
reaproveitamento do tomate, possibilitando a oportunidade para esta indlstria criar valor
economico em algo que era descartado e também contribuir para a sustentabilidade alimentar.

Como ja se afirmou, dada a sua composicao em compostos fenodlicos e carotenoides, como
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B-caroteno, licopeno, entre outros, a utilizagao do tomate na dieta quotidiana, conduz a

beneficios para a salide (Abreu et al., 2012; Friedman, 201 3).

O licopeno representa cerca de 80 % a 90 % do total dos carotenoides, existentes no
tomate, tornando este alimento a principal fonte (Aherne et al., 2009). Utilizando a correlagao
direta entre o consumo de tomate e a saude, diversos estudos foram realizados e
demonstraram a sua potencialidade ao ser utilizado como promotor da salde, através da
ingestao de compostos naturais, podendo ser combinado, ou nao, com outros ingredientes
(Friedman, 2013). Também tem sido possivel verificar as inUmeras vantagens da introdugao do
licopeno em suplementos alimentares. Assim, foi aprovado pela EFSA, em 2006, o Fruitflow,
com o objetivo de reduzir as DCV, entre outras patologias (O'Kennedy et al., 2016). Além
disso, a baixa concentra¢ao de sodio e a alta concentragao em potassio presente neste fruto
revela-se de extrema importancia no controlo da pressao arterial e normal funcionamento das
artérias, por causa do seu efeito vasodilatador. Concordante com diversos estudos, o seu
sumo influencia o nivel da glicose sanguinea, normalizando os seus valores apés uma carga

exagerada de exercicio fisico (Samaras et al.,2014).

.4 Capacidade Antioxidante

Os antioxidantes sao moléculas que protegem de danos oxidativos que ocorrem

biologicamente, podendo ser classificados como enzimaticos e nao-enzimaticos.

Os enzimaticos encontram-se no primeiro nivel de defesa contra os ROS, que ocorrem
naturalmente no organismo e nao sao obtidos através da alimentagao. Por outro lado, os
antioxidantes provém dos alimentos. Os compostos fendlicos ou polifenois, advém do
metabolismo secundario das plantas e sao importantes no seu crescimento e reprodugao, uma
vez que, exercem fungoes de defesa contra a radiagao ultravioleta e organismos patogénicos,
parasitas e predadores. Além disso, contribuem para a coloragao e outras propriedades
organoléticas das plantas, como o aroma, adstringéncia e ainda a estabilidade oxidativa (Dias

et al., 2014; Martins, 2018; Naczk e Shahidi, 2004).

Dentro deste vasto grupo sao caracteristicos mais de 8000 compostos e os mais
abundantes na alimentagao siao os acidos fendlicos e os flavonoides, apresentando uma
proporgao de 30 % e 60 %, respetivamente. Estas espécies organicas possuem, pelo menos,
um anel aromatico ao qual se ligam um ou mais grupos hidroxilos. A sua estrutura pode ser

classificada numa simples molécula fendlica a polimeros bastante complexos com elevado peso
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molecular. Estes fitoquimicos sao antioxidantes potentes, pois, agem como intercetadores de
radicais livres, reduzindo os efeitos do stress oxidativo. Sao também agentes quelantes de
metais e retardadores de peroxidagao lipidica, tornando-os essenciais numa dieta (Abreu et
al., 2012; Alves, 2009; Oliveira et al., 2009; Martins, 2018). Todavia, a sua presenga vai muito
além da funcao antioxidante, apresentando outras propriedades bioldgicas, como anti-

histaminica, anti-inflamatoria, antibacteriana ou antiviral.

Os compostos fendlicos abrangem os acidos fendlicos, os taninos, os estilbenos, as
cumarinas e os flavonoides, apresentando-se divididos em dois grupos: os flavonoides e os
nao-flavonoides. Os primeiros, encontram-se distribuidos de maneira mais alargada pelos
hortofruticolas e apresentam uma estrutura quimica como C6-C3-C6, contrariamente aos
outros, que detém varios subgrupos, entre os quais o grupo dos acidos fendlicos (Abreu et al.,
2012; Alves, 2009). Os acidos fendlicos encontram-se subdivididos em derivados do acido
hidroxicinamico e derivados do acido hidroxibenzoico (Martins, 2018; Marti et al., 2016;
Oliveira et al., 2009). Sabe-se que mais de 30 % de compostos fendlicos introduzidos na dieta

quotidiana advém da ingestao de sumos de fruta.

Os flavonoides também estao presentes nas plantas, e desempenham um papel
importante a nivel sensorial nos alimentos, a adstringéncia. Este grupo apresenta mais de 5000
compostos, e as maiores fontes sao os frutos, vegetais, cha e o vinho, dado que sofre uma
fermentagao. Estes apresentam uma estrutura quimica com dois anéis aromaticos, anel A e B,
unidos por trés carbonos dando origem a um anel heterociclico, anel C (Figura n°3). O anel
C pode sofrer variagoes caracteristicas que resultam em importantes classes de flavonoides,
como flavondis, flavonas, flavanonas, flavandis (ou catequinas), isoflavonas e antocianidinas
(Hollman e Katan, 1999). Os flavonoides, apresentam um papel importante na saide do ser
humano, estando-lhes atribuidas propriedades como a prevengao de inflamagoes, alergias,
redugao do risco de aterosclerose, da pressao arterial, da inibicao plaquetaria e da oxidagao
das LDL-colesterol. Estes acontecimentos sao explicados pelo alto poder anti-radical livre
destes fitoquimicos que protegem a camada lipoproteina interna das artérias (Abreu et al.,

2012; Alves, 2009).
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Figura n°3- Estrutura quimica dos flavonoides (Silva et al., 2015).

O tomate apresenta polifendis, embora em concentragoes menores comparativamente

aos carotenoides, como se pode observar na tabela n® 6 (Marti et al., 2016).

Tabela n°6- Composigao caracteristica do tomate em carotenoides e polifendis (adaptado de Marti
et al, 2016)

Carotenoides Concentracao Polifendis Concentracao
(mg/100g) (mg/100g)
Licopeno 7,8-78,1 Chalcona 0,9-18,2
Naringenina
Fitoeno 1,0-2,9 Rutina 0,5-4,5
Fitoflueno 0,2-1,6 Quercetina 0,7-4,4
B- caroteno 0,1-1,2 Acido clorogénico 1,4-3,3
Luteina 0,009 Acido cafeico 0,1-1,3
o-caroteno 0-0,002 Naringenina 0-1,3

Nos ultimos anos, os polifendis tém alcangado grande importancia no tomate, com
varios estudos clinicos e epidemiologicos a sugerirem que a ingestao do mesmo e de produtos
derivados promovem uma redugao do risco em desenvolver DCV e cancro, uma vez que
influenciam a transformagao de células categorizadas como tumorigénicas, em células
tumorais, in vivo e in vitro. Esta associagao tem sido fortemente relacionada com o cancro da
prostata. Assim, podem interagir de forma agonista com as terapias antitumorais, ditas de
convencionais, sabendo que esse potencial difere consoante as capacidades quimioprotetoras

dos polifendis (Alves, 2009; Marti et al., 2016; Sidddiqui et al., 2015).

Estudos recentes comprovam que estes compostos bioativos sao resistentes aos

processos térmicos (Alves, 2009).
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1.5 Carotenoides

1.5.1 Caracteristicas fisico-quimicas e sua distribuicao na Natureza

Os carotenoides sao pigmentos naturais que compoem uma numerosa familia de
compostos lipofilicos, podendo variar na coloragao entre o vermelho, laranja e amarelo. Estes
pigmentos sao nativos de inumeros frutos e vegetais (Nobre et al, 2012; Simoes de

Carvalho,2012).

A sua formacgao ocorre pela jungao de 8 unidades de isoprenos correspondente a uma
cadeia poliolefinica de 40 atomos de carbono (tetraterpenos). Detém uma cadeia linear
(aciclica), apesar de os compostos apresentarem nos seus extremos anéis de 6 carbonos,
podendo exibir numa ou em ambas (- caroteno) as extremidades. As duplas ligagdes que
caracterizam a molécula sao conjugadas em grande maioria na forma trans e sao responsaveis
pela absorgao de luz cujos comprimentos de onda se situam na regiao do visivel (Domingos,

2009).

A comunidade cientifica, atualmente, tem conhecimento de mais de 600 carotenoides
naturais, catalogados como derivados da estrutura aciclica do licopeno (C4Hse) por reagoes
quimicas, como hidrogenagao, desidrogenagao e ciclizagao (Rodriguez-Amaya, 2001; Viuda-
Martos et al., 2014). Os carotenoides dividem-se em dois grupos. O primeiro, onde os
carotenos se designam por hidrocarbonetos por possuirem apenas atomos de carbono e de
hidrogénio, traduzindo-se numa baixa polaridade, como por exemplo o licopeno. O outro
grupo é o das xantofilas. Sao derivados oxigenados e possuem na sua estrutura quimica, pelo
menos um atomo de oxigénio, como, por exemplo, a luteina (Delgado-Vargas et al., 2000). A
natureza apolar destes compostos faz com que sejam insoliveis na agua, mas soliveis em

solventes organicos, como a acetona, alcool ou o éter de petréleo (Domingos, 2009).

Estes pigmentos encontram-se dispersos por toda a natureza, existindo em plantas e
outros organismos. Todavia, so as plantas e os microrganismos € que conseguem sintetizar
estas moléculas. Nos animais, a sua presenga resulta de fontes externas, exclusivamente
através da dieta (Raiola et al., 2014). Nas plantas, a sua presenga caracteriza-se por uma fungao
primaria, a captagao de luz, durante a fotossintese, além de exercer fotoprotegao contra
possiveis danos oxidativos. No ser humano, apesar da sua presenga nao ser essencial, estudos
comprovam que a sua capacidade antioxidante esta associada a prevengao de patologias

(Trejo-Solis et al., 201 3).
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1.5.2 Fungdes Bioldgicas no Ser Humano

Ao longo dos anos, diversos trabalhos tém permitido evidenciar os beneficios dos
carotenoides para o ser humano. Uma dessas fungoes assenta na provitamina A, mais associada
ao B-caroteno. Este carotenoide adquire atividade de vitamina A quando se da a sua conversao
na mucosa intestinal. E uma vitamina indispensavel 3 manutengio adequada do sistema
imunitario, visao, resisténcia a infe¢oes, reprodugao, entre outros (Delgado-Vargas et al., 2000;
Takeoka et al., 2001). Também o poder antioxidante dos carotenoides apresenta um potencial
benéfico para a saude, pois, para além de promover a neutralizagao dos ROS, consegue ainda
estimular o sistema anti-inflamatorio. Assim, estes compostos bioativos assumem fun¢oes de
protecao celular e ainda contra a foto-oxidagao, combatendo os diversos radicais livres e
espécies excitadas que podem causar danos irreversiveis no ADN e nos lipidos. Esta
caracteristica permite desenvolver uma “arma bioldgica” contra o cancro e outras doengas
desencadeadas por essas moléculas, como a aterosclerose, as cataratas, a degeneragao

muscular ou a esclerose multipla (Domingos, 2009).

1.6 Licopeno

O licopeno (C4Hsy) é o carotenoide mais abundante no plasma e tecidos do ser
humano, descoberto em 1876 por Millardet (Raiola, et al., 2015). A sua sintese acontece apenas
nas plantas e microrganismos durante a fotossintese pela acdo do acido mevalonico,
posteriormente sujeito a uma série de processos, até chegar a forma final de licopeno.
Possuindo uma elevada massa molecular (536,85 Da), é muito utilizado na industria alimentar
como corante natural (Domingos, 2009; Viuda-Martos et al., 2014). O licopeno apresenta uma
estrutura aciclica simétrica que contem |3 ligagcoes duplas, das quais duas nao sao conjugadas
e € apenas constituido por atomos de carbono e de hidrogénio, como ja atras se referiu. Esta
estrutura € responsavel pela sua cor, solubilidade em lipidos e pelo seu potencial antioxidante.
A sintese deste carotenoide é influenciada por fatores ambientais, como a luz ou a
temperatura, e agricolas que vao desde da produgao a maturagao (Friedman, 2013; Hwang et
al., 2012; Rodriguez-Amaya, 2001). O teor de licopeno varia consoante o estado de maturagao
do tomate. Ou seja, quanto maior for o amadurecimento, maior sera o teor de licopeno,
independentemente da zona geografica onde este é produzido (Friedman, 2013; Kozukue e
Friedman, 2003; Rodriguez-Amaya, 2001). A abundancia deste composto no tomate é

responsavel pela cor vermelha tao caracteristica deste fruto, estando também presente em
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outros frutos e vegetais, desenvolvendo uma coloragao que pode variar entre o vermelho e o
laranja (Barba et al., 2006). O licopeno nao tem atividade provitamina A, contudo, devido a
sua estrutura quimica é definido como um dos melhores supressores biologicos de radicais
livres (ROS). A sua capacidade antioxidante é duas vezes superior a dos outros carotenoides
(a-tocoferol, a-caroteno, B-criptoxantina, B-caroteno e a luteina, por ordem decrescente) e
cem vezes a da vitamina E (Horvitz et al., 2004; Perveen et al., 2015). No que diz respeito ao
teor de licopeno, os valores dependem sempre da sua produgao e do seu processamento. O
tomate fresco contém em média cerca de 9,0 mg de licopeno/100 g, o molho de tomate tem
|7 mg de licopeno/100g e o sumo |0 mg de licopeno /100g, por exemplo. A percentagem
deste é também sempre superior na polpa comparativamente a pele (Perveen et al., 2015)
(Tabela n°7).

Tabela n® 7- Concentragao dos diversos carotenoides no tomate e nos seus derivados (mg/100g)
(adaptado de Perveen et al., 2015).

Licopeno Fitoflueno Fitoeno Luteina B- a-
(mg) (mg) (mg) (mg) caroteno caroteno
(mg) (mg)
Tomate 9,25 0,80 1,86 0,07 0,41 0,00
cru

Pasta de 55,43 3,63 8,36 0,34 1,27 9,95
Tomate

Molho de 17,96 1,27 2,95 Vestigios 0,45 3,37
Tomate

Puré de 16,60 1,07 2,38 0,08 0,58 3,03
Tomate

Sumo de 10,76 0,81 2,77 0,05 0,43 1,07
Tomate

1.6.1 Biodisponibilidade

A biodisponibilidade dos nutrientes nos alimentos € sujeita a um processo complexo
que envolve a digestao, a absorgao e distribuicao pelos tecidos. No que diz respeito ao
licopeno, a sua biodisponibilidade é influenciada pelo processamento, pelo alimento em si, pela
forma quimica da molécula, pela quantidade de gordura, para além do processo de absorgao
e das interagdes que podem ocorrer com outros carotenoides (Burton-Freeman, 2014;

Takeoka et al, 2001). De acordo com diversos estudos, a biodisponibilidade parece estar
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associada a um isdmero que se forma devido a a¢ao do calor. A presenga deste no tomate e
nos seus derivados varia entre 94 % e 96 % na forma predominante, isomero trans.
Contrariamente, a forma que se encontra mais no soro e nos tecidos do ser humano é o
isdmero cis, sendo esta transformacao favorecida pelo pH acido do estomago (Marques, 2017),
apresentando uma percentagem superior a 50 %, pois, detém propriedades fisicas e quimicas
distintas da estrutura trans, possuindo uma maior solubilidade em matrizes lipofilicas (Costa et
al, 2013; Viuda-Martos et al., 2014). A forma natural que se encontra no tomate, trans,
apresenta uma reduzida absor¢ao ao nivel dos tecidos. Sabe-se que a absorgao deste
carotenoide é afetada pela agao de um processo térmico sobre o tomate, provocando a rutura
da parede celular onde se encontra armazenado o licopeno, mais precisamente nos
cromoplastos (Marques, 2017). E também influenciada pela quantidade de lipidos na refeicio,
porque durante a digestao e absorc¢ao desta molécula quimica, ocorre a sua separagao dos
restantes nutrientes, sendo incorporada nas micelas (Unlu et al., 2005). Quando se
desencadeiam estes fendmenos, observa-se uma predisposi¢cao para ocorrer a isomerizagao
do licopeno. Isto é, a configuragao trans passa a cis, o que se traduz numa maior absor¢ao por
causa da sua elevada solubilidade nas micelas, para além da sua bioatividade ser maior que a
da forma trans (Friedman, 2013). E de salientar que a concentracio do licopeno no organismo
nao depende da ingestao diaria de tomate e/ou seus derivados, porque a sua presenca é de 12

a 33 dias (Bojorquez et al., 201 3).

1.6.2 Evidéncias na saude humana

Nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem-se focado na relagao entre o licopeno
e a saude humana, devido a agao deste carotenoide sobre diversas patologias clinicas que

assolam todos os anos milhoes de pessoas pelo mundo (Martinez- Valverde et al.,2002).

De acordo com a OMS, a primeira causa de morte sao os AVC’s resultantes da
genética, da obesidade, do consumo de alcool, do tabaco, do elevado colesterol LDL e da
elevada pressao arterial. As particulas de colesterol de baixa densidade (LDL) sao um fator de
risco para o desenvolvimento de AVC, pois o aumento da oxidagao destas lipoproteinas leva
ao desenvolvimento aterosclerose. Todavia, um estudo de |2 anos realizado nos EUA
constatou que havia uma ligagao entre a reducao da doenca arterial coronaria em mulheres e
o consumo elevado de alimentos ricos em licopeno. Esta redugao deve-se a agao inibitoria da
peroxidacao das LDL que aportam um fator de risco para o desenrolar da aterosclerose

(Kozakue e Friedman, 2003). Outro estudo, mas direcionado para o sexo masculino, teve
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como amostra homens adultos hipercolesterolémicos sujeitos diariamente a uma dose de
60 mg de licopeno durante trés meses. O acompanhamento permitiu registar uma redugao
em cerca de 14 % das LDL, ou seja, contribuiu para a diminuicao de colesterol, devido a
formacao de complexos, tornando o colesterol insoluvel e, posteriormente, excretado nas

fezes (Kozakue e Friedman, 2003).

Em segundo lugar, posiciona-se o cancro que em 2015 matou mais de 8,8 milhoes de
pessoas (OMS, 2015). Em conformidade com alguns especialistas, a alimentagio ¢
preponderante na prevengao de doengas, indo ao encontro com o descrito em varios estudos
epidemiologicos, in vivo e in vitro, onde se evidencia uma relagao entre o licopeno e o cancro
do pulmao, esofago, mama, Utero, bexiga e prostata (Barba et al., 2006). Esta causalidade
(alimentagao-cancro), ja estudada em 1981 por Doll e Peto, demonstrou que em cerca de
35 % dos casos, uma alimentagao inadequada interferia na incidéncia de cancros (Saldanha,
1999). De acordo com o atras referido, o licopeno é uma molécula que assume um papel
importantissimo na inibicao da proliferagao celular, da mutagénese e no aumento da resposta
imunoldgica (Migliori et al., 2012). Existem ainda outros estudos que evidenciam uma possivel
redugao até 32 % do risco em desenvolver cancro dos pulmoées em nao fumadores (Costa et
al., 2013). Em 2004, uma meta-analise publicada evidenciou que o elevado consumo de tomate
reduzia o desenvolvimento de cancro da proéstata (Perveen et al., 2015), relagao corroborada
por outro estudo que aponta essa redugao em cerca de 83 % (Raiola et al., 2014). O consumo
de licopeno através da ingestao de tomate e de derivados, para além de ter uma relagao na
reducao de patologias como AVC e cancro (Gupta et al., 2011), também contribuiu para
diminuir o stress oxidativo e a inflamagao pos-prandial, bem como demonstrou uma agao de

extrema importancia na conservagao do ADN (Burton-Freeman, 2012).

Shi e colaboradores (2002), divulgaram um estudo onde eram demonstrados indicios
da possibilidade de o licopeno ser capaz de estimular o sistema imunitario do ser humano,

tendo uma agao protetora sobre o virus VIH.

19



1.7 Soro de leite

O soro de leite € um dos principais subprodutos da industria dos lacticinios,
representando o liquido de cor amarelo-esverdeado, de aspeto turvo e de sabor variavel,
alternando entre o acido e o doce. Este subproduto que se obtém de separagao durante o
fabrico do queijo, representa cerca de 90 % do volume de leite usado na produgao de queijo
(Tavares et al., 2012; Borralho, 2015). Relativamente a sua composigao, a maior concentragao
recai sobre a 4gua com valores a rondar entre os 93 % -94 %, gordura (0,1 % - 0,5 %), lactose
(4,5 % - 5,0 %), proteinas (0,8 % -1,0 %) e minerais (0,5 % - 0,7 %). Contudo, a constituicao do
soro pode variar consoante o tipo de queijo produzido, da espécie produtora de leite
(Azevedo, 2015; Slavov, 2017). A tabela n°8 refere-se a caracterizagao do soro de leite fabrico

de queijo (lactossoro).

Tabela n°8- Composicao do soro de leite (Adaptado de Slavov, 2017).

Produto Matéria Gordura Proteina Lactose DQO° DBO’
seca (%) (%) (%) (%) (g/kg) (g/kg)

Lactossoro 6,0-6,2 0,05-0,20  0,75-1,00 4,5-4,8 72-77 51,6-55,9

" DQO = demanda quimica de oxigénio 'DBO= demanda bioquimica de oxigénio

Este subproduto representa um sério problema para o meio ambiente por causa das
suas caracteristicas, observando-se uma elevada carga organica de dificil biodegradagao. Ou
seja, os microrganismos nao conseguem usa-lo diretamente como fonte de energia, porque
possui uma demanda bioquimica de oxigénio que pode variar entre os 30 000 ppm a
50 000 ppm (Borralho, 2015; Gouveia, 2016). Esta caracteristica também impossibilita a
condugao deste efluente para estagoes de tratamento comum. Em termos mais concretos,
100 kg de soro liquido tém um potencial poluente que equivale aos detritos produzidos num

sO dia por 40 a 45 pessoas (Pereira et al., 2014).

No dltimo século, esta industria dos lacticinios tem sofrido um crescimento com
valores anuais de 2,8 %, logo é subproduzida uma elevada quantidade de soro, uma vez que,
por cada quilograma de queijo obtém-se em média nove litros de soro. Este crescimento,
numa realidade nacional, demonstra um total de 1,3 %, ocupando a |5 posi¢ao no volume de
leite de vaca recolhido, como se pode ver na figura n°4. Estes dados corroboram, assim, os

20 % de consumo de lacticinios pela populagao portuguesa (IAN-AF, 2017).
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O consumo de queijo ¢ algo enraizado na dieta mediterranica ha muitos anos, e que
nos ultimos tempos sofreu inovagao na sua produgao. Esta adaptagao veio permitir o aumento
da produgao, uma média de 3,2 %, para satisfazer as necessidades de consumo, isto ¢, cada

portugués consome cerca de | 1,7 Kg de queijo por ano (INE, 2016).

% Leite de vaca recolhido % Vacas leiteiras

25 20 15 10 5 0 0 5 10 15 20 25

Forte: INE, 1. P., Eurostat

Figura n°4- Dados da recolha de leite de vaca e do efetivo leiteiro na Unido Europeia em 2015
(INE,2016).

Fazendo uma extrapolacio dos dados anteriormente apresentados, é facil perceber
que o volume deste subproduto é bastante significativo, caracterizado pelo seu potencial valor
nutricional e, simultaneamente, pela sua carga poluente, sendo indispensavel criar solu¢oes de

aproveitamento e de valorizagao para o soro de leite.

No que diz respeito ao destino deste subproduto, soro de leite, sabe-se que 42% das
queijarias tém licenca para rejeicao das aguas residuais produzidas,|13% tém indicacao para
efetuar descarga no solo, 62% tém indicagao de descarga € realizada na linha de agua e 6%
foram indicadas para descarga no coletor municipal (Costa, 201 1), esta informagao esta de
acordo com a disponibilizagao de dados por parte das queijarias instaladas no pais a CCDR.
No fundo, Portugal tem capacidade para potenciar financeiramente uma melhor rentabilizacao

do soro de leite.

O soro de leite apresenta um elevado valor nutritivo, pois retém cerca de 60 % dos
nutrientes do leite e detém propriedades funcionais (Azevedo et al., 2014). As proteinas do
soro caracterizam-se pela alta atividade bioldgica e pela elevada digestibilidade, uma vez que,

sao ricas em aminoacidos essenciais (Henriques et al., 201 1).
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Este excedente é utilizado no enriquecimento de alimentos destinados, tanto para a
alimentagao humana (iogurtes, queijo e derivados), como para a animal. Na forma de soro em
po, este pode ser incorporado na alimentagao de bovinos e ovinos. Devido as suas proteinas,
este pode ser utilizado pelas indUstrias, farmacéutica e alimentar, no fabrico de suplementos

alimentares ou produtos enriquecidos em proteinas (Borralho, 2015).

Quando o soro de leite é processado, através da tecnologia adequada, a ultrafiltragao,
obtém-se dois produtos que apresentam uma composicao diferente. De um lado, o
concentrado liquido de proteina do soro (CLPS) e do outro, o permeado de ultrafiltragao
(PUF). Esta técnica assenta na diferenca de pressao entre os dois lados da membrana que
retém todos os componentes do soro de leite que apresentem um elevado peso molecular,
como esta esquematizado na figura n°5. Assim, ficam retidas as proteinas e a gordura. No
primeiro constituinte (CLPS), a concentragao de proteinas varia entre os 25 % a 80 %. Este
processo permite que a agua, a lactose, pequenos péptidos e algumas vitaminas hidrossoltveis

atravessem a membrana, formando o permeado da ultrafiltragao (Pereira et al., 2014).

Sore m=b s B R Concentrade (proteinasz e gordura)
B Frateina
O Lactose Filtrado (lactoze, dgua e zaisz)
D Sais

Figura n°5- Esquema do processo de ultrafiltragio do soro de leite (Zunira et al, 2004).

Durante décadas, o soro foi dispensado pela indUstria alimentar e somente na década
de 70 é que a comunidade cientifica demonstrou interesse no soro de leite, uma vez que, as
proteinas provenientes do concentrado apresentam beneficios para a saide humana. Estas
apresentam excelentes propriedades funcionais, como a alta solubilidade num largo espetro
de pH, a capacidade emulsionante e gelificante, entre outras. Concluindo, o concentrado de
proteinas de soro pode apresentar efeitos benéficos ao nivel do sistema imunoldgico,

cardiovascular, nervoso e gastrointestinal (Diaz et al., 2009).

1.7.1 Subproduto como fonte de compostos bioativos

As proteinas sao macromoléculas biologicas constituidas por uma ou mais cadeias de
aminoacidos. Estas detém alta qualidade nutricional e propriedades funcionais, podendo dar

origem a uma gama variada de produtos.
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Das inumeras proteinas do soro de leite (Tabela n°9), a B—lactoglobulina é a mais
representativa (50 %-60 %) neste produto, seja ele de origem bovina, ovina ou caprina
(Tavares et al., 2012). Os estudos nao lhe atribuem um papel bioldgico especifico, mas a sua
ingestao contribui para um aporte de minerais, de lipidos, de vitaminas lipossoluveis porque
nao é produzida pelo organismo humano, sendo atribuida uma importancia acrescida a sua
introdugao na nutrigao infantil (Artym et al., 2013). Também tem uma agao benéfica contra o
cancro do colon (Diaz et al., 2009). A a-lactoalbumina no soro encontra-se entre os |5 %-
20 %, e é a segunda proteina com maior expressao neste produto. Caracteriza-se pela facil e
rapida digestao, exercendo uma atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas como a

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae (Haraguchi, 2006).

Tabela n°9- Caracteristicas das proteinas presentes no soro de leite (Adaptado de Azevedo, 2015).

Proteinas do soro Massa Molar (kg/mol) PHisoelétrico Fraciao massica
(%)
B-lactoglobulina 36,6 5,1-5,4 50-60
a-lactoalbumina 14,2 4,2-4,5 15-20
Soroalbumina (BSA) 69 4,7-5,1 5-6
Lactoferrina 77-80 8,6-9,2 <I,5
Lactoperoxidase 77-80 9,0-10,2 <0,5

As proteinas sao constituidas por uma grande quantidade de aminoacidos essenciais,
onde se destaca a leucina, que tal como a f—lactoglobulina nao é produzida pelo ser humano.
A leucina é caracterizada por promover a estimulagao da sintese proteica, desempenhando
fungoes importantes no processo de crescimento muscular, aliado a redugao do catabolismo,
traduzindo-se no aumento da massa muscular e diminuigao da acumulagao de gordura corporal
(Borralho, 2015). Contudo, encontramos outras fung¢oes, tais como a atividade antioxidante,
antimutagénica, imunidade passiva, caracteristicas de outras proteinas (Brimelow et al., 2017).

O leite da espécie bovina, desde sempre assumiu um papel de destaque na nutri¢ao do
ser humano, principalmente por ser uma 6tima fonte de célcio. As proteinas de soro também
assumem um papel importantissimo no que diz respeito aos ossos, uma vez que, estas
promovem a proliferagio e diferenciagio de osteoblastos, originando um aumento na

densidade mineral ossea, ou seja, estimulam a formagao 6ssea (Hinrichs, 2004).
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Também se comprovou, na populagio que sofre diabetes mellitus do tipo II?, que a
ingestao de proteinas antes das refeicoes permite uma reducao da glicemia pos-prandial,
estimulando a secregao da insulina. Das diversas proteinas, as do soro de leite foram
caracterizadas como as mais eficazes por serem ricas em leucina e aminoacidos de cadeia
ramificada, promotores da secregao de insulina. Além disso, estas proteinas sao de uma rapida
absorcao e de elevada biodisponibilidade (Almario et al., 2017; Brimelow et al., 2017).

Em oposigao, temos o permeado da ultrafiltragao, composto pelo principal hidrato de
carbono presente no leite, a lactose. No soro de leite, este hidrato representa cerca de 70 %
dos sdlidos totais, tornando-o um dos constituintes mais importantes e determinantes nas
propriedades dos produtos. A lactose é um dissacarideo, constituido por glicose e galactose,
dois aglcares essenciais que se apresentam como unidades basicas de energia necessarias para
as atividades e manuten¢ao do metabolismo celular. O nosso organismo depende destes para
sobreviver. A lactose tem inUmeras aplicagoes e é amplamente utilizada na industria alimentar
e farmacéutica (Azevedo, 2015).

De salientar que o permeado é constituido por pequenos péptidos bioativos que
exercem fungoes essenciais ao nivel do sistema cardiovascular, nomeadamente em relacao a
hipertensao arterial (Hinrichs, 2004; Pereira et al, 2014), pois, estes péptidos, executam uma
renina-angiotensina. Caso contrario, a angiotensina, iria exercer a sua fungao ao catalisar a
formacao de um vasoconstritor (angiotensina Il) e inibiria a bradicinina (vasodilatador). Pins e
Keenan (2004) estudaram e avaliaram este efeito, verificando que apos a ingestao destes
pequenos péptidos havia uma redugao significativa da pressao sanguinea. Ao fim de 8 semanas,
estes investigadores verificaram que o consumo destes péptidos provocava uma elevagao na
concentragao de HDL, uma diminuicao de triglicerideos e, consequentemente, redugao do
risco de ataque cardiaco (Haraguchi, 2006). Além disso, € constituido por sais minerais,
maioritariamente potassio, sédio, magnésio e calcio. No que diz respeito as vitaminas
presentes, as que se encontram em maior quantidade sao a vitamina A, C e BI2 (Roca, 2009).

Atualmente, a procura por alimentos que nao sejam compostos por lactose é constante
e cada vez maior. Este fator deve-se ao elevado nimero de pessoas intolerantes a este hidrato
de carbono. Estudos epidemiologicos demonstram que este diagnostico € comum em adultos
de todo o mundo (cerca de 75 %). No que diz respeito aos ocidentais, onde se encontram os

portugueses, os valores de intolerancia recaem em cerca de 90%. Este fendmeno de

? Diabetes mellitus tipo Il- € uma doenga enddcrina cronica, caracterizada por hiperglicemia que resulta
da deficiéncia absoluta ou relativa de insulina. Na diabetes tipo Il ha secre¢io anormal de insulina devido
a resisténcia periférica e representa 85 %-90 % dos individuos com diabetes. (APDP)
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intolerancia é causado pelo declinio da atividade da enzima intestinal [3-galactosidase com o
aumento da idade. Esta enzima é responsavel pela hidrélise da lactose nos dois
monossacarideos e ocorre a nivel intestinal (Mattar, 2010). Assim, quem tem este tipo de
diagnéstico, manifesta sintomas clinicos como diarreia, inchago, flatuléncia e dores abdominais,

sendo que o grau de severidade é proporcional a quantidade de lactose consumida.

1.8 Desperdicio da industria alimentar vs ambiente

No mundo, o consumo e a abundancia contrastam com a fome e a pobreza, “come-se
e desperdiga-se muito” (Baptista et al, 2012; Pinho et al, 2015), com a tendéncia da
globalizagao a promover alteragoes no mercado agroalimentar. Consequentemente, existe um
aumento da produgao de alimentos e também uma maior diversidade de produtos, efeito do
incremento na procura por parte dos consumidores. Este fenomeno implica mais desperdicios
alimentares nas diversas etapas, porque os processos de produgao sao mais longos,
desvalorizando cada vez mais a aproximagao produtor-consumidor, processamento,
comercializagao e consumo final (Baptista et al., 2012). O desperdicio alimentar é definido
como a perda em massa ou em qualidade dos alimentos. Isto é, alimentos que sao eliminados
ou utilizados para outros fins, apesar de se manterem seguros e nutricionalmente adequados

para o consumo humano (Hanchar, 2017).

A tematica do desperdicio alimentar é reconhecida como um problema social com
impacto nutricional, ambiental e economico. Este problema tem ganho uma atengao especial
por parte dos governos, das organizagoes hao-governamentais e governamentais, bem como,
dos principais sectores envolvidos na cadeia de aprovisionamento’(Moreira, 2012). Nas
reunioes entre as referidas entidades, figuram prioridades como aplicagao de medidas de
gestao eficiente dos recursos ou a importancia de campanhas de consciencializagao junto da
populacao mundial. Segundo a FAO, apesar de se evidenciar um aumento da produgao
alimentar, a sua distribuigao é desigual, existindo 815 milhoes de pessoas em todo o mundo a
passar fome. Sabe-se que um ter¢o dos alimentos produzidos para o consumo humano,

equivalente a |,3 bilidces de toneladas, sao desperdicados anualmente (FAO, 2017).

A sustentabilidade alimentar tornou-se assim uma preocupagao primordial, pois trata-

se de considerar um alimento proprio para consumo. Em 2008 nos EUA, 222 milhoes de

3 Aprovisionamento — é um processo que inclui aspetos que vao desde da relagao entre fornecedores
e empresas, para além da administragdo e negociagdo. Este conceito é mais vulgarmente conhecido
por abastecimento.
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toneladas de alimentos produzidos para o consumo humano sofreram perdas de 26 %, ou seja,
57,1 milhoes de toneladas perderam-se na distribuicao e consumo (Baptista et al., 2012). A
FAO calcula que, todos os anos, cerca de um tergo dos alimentos produzidos para o consumo
humano sofram perdas ou desperdicio, representando | 300 milhdes de toneladas. Nessa
mesma publicagao, é discriminado que nos paises industrializados o valor mais elevado de
desperdicio ocorre na distribuicao e no consumo final. Por outro lado, nos paises em
desenvolvimento, os niveis de desperdicio figuram ao inicio da cadeia, nas fases de colheita e
pos-colheita, processamento e armazenamento (Royte, 2014). Referindo nimeros, nos paises
desenvolvidos sao desperdicados 670 milhdes de toneladas (Royte, 2014) e as maiores
percentagens de perda assentam nas frutas e legumes (Baptista et al, 2012). Um estudo
realizado pela CE identifica um desperdicio total de 89 milhdes de toneladas em residuos
alimentares nos 27 paises membros da UE, correspondendo a 179 kg por habitante, oscilando
entre os diversos paises, sendo que 34 % do desperdicio ocorre em casa dos consumidores
(Hanchar, 2017; Moreira, 2012). A figura n°6, demonstra o histérico do desperdicio alimentar

na Uniao Europeia em 2010.
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Figura n°6- Desperdicio total estimado de alimentos na Uniao Europeia em 2010, Kg/ habitante
(Royte, 2014).

Portugal também nao foge a regra no desperdicio alimentar, apesar nao estar
categorizado nos paises com niveis mais elevados, cifrando-se numa taxa de 132 kg/habitante.

No total, apresenta um milhao de toneladas de perdas alimentares com 17 % a acontecerem
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antes de chegarem a mesa do consumidor, segundo o Projeto de Estudo e Reflexao sobre

Desperdicio Alimentar (CES/UNL) (Governo de Portugal, 2014).

Ao abordar esta problematica, concomitantemente falamos de poluicao. Em 2014, a
FAO revelou que as emissoes de CO, vindas do sector agroalimentar aumentaram em média
4 % em 3 anos, ou seja, 20 milhdes de toneladas em CO, (Bernstad, 2016; Moreira, 2012).
Alguns autores estimaram que uma redugao para metade do desperdicio alimentar na Europa
levaria a uma diminuigdo em 5 % das emissoes totais dos gases de efeitos de estufa (GEEs)
(Hanchar, 2017). Este impacto ao longo da cadeia de aprovisionamento é inevitavelmente
superior, e as maiores contribuigoes recaem nos subprodutos: 34 % dos cereais; 21 % da

carne; e 2| % dos vegetais (Bernstad, 2016).

O tomate tem a maior produgao na categoria hortofruticola, tanto em Portugal, como
a nivel mundial, contabilizando-se cerca de 50 mil toneladas desperdigadas, com impacto
negativo no meio ambiente, poluindo nao so6 os solos, mas também o ar e a 4gua, uma vez que,
a sua degradagao ocorre a céu aberto (Borralho, 2015). Apesar da industria do tomate
apresentar produtos bastante diversificados, ainda sobram numerosos subprodutos do
processamento (pele e grainhas), para os quais o tratamento € bastante dispendioso com
consequéncias na economia (Viuda-Martos et al., 2014). Em Portugal, estes desperdicios
representam cerca de |8 % sé no campo (Baptista et al., 2012). A figura n°7, é ilustrativa das

perdas alimentares, desde da produgao ao consumo, na cadeia dos horticolas.
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Figura n°7- Perdas alimentares em cada fase da cadeia dos horticolas (Baptista et al., 2012).
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Mas nao sao s6 os frutos e vegetais que contribuem para a poluigao, pois, os
subprodutos oriundos da industria queijeira tém um potencial bem mais negativo. O soro de
leite proveniente da manufatura do queijo nos ultimos 30 ano s tem estado na ribalta como
um poluente de aguas e solos, influenciando a cadeia alimentar, tendo em consideragao que é

um produto bastante bioacumulavel (Bernstad et al., 2016).

O aumento do consumo de lacticinios tem-se desenvolvido, tanto em paises cujo
consumo ja estava enraizado, como em paises que se tornaram emergentes no uso destes
produtos que nao faziam parte da cultura gastronomica (Borralho, 2015). Esta crescente
procura por queijo conduz inequivocamente a uma maior sobreprodugao de soro de leite que,

consequentemente, se traduz no aumento da poluicao das aguas.

Durante anos, a principal preocupagao relativamente a agua assentava nas condigoes
basicas de higiene, como tal, os recursos hidricos foram, frequentemente, utilizados como
recetores de efluentes industriais, agricolas e domésticos. Este fendmeno de libertagao nas
aguas ocorre porque nao existe uma solugao mais viavel para as empresas desta industria, uma
vez que, o tratamento € demasiado dispendioso (Slavov, 2017). Este custo deve-se ao facto de
o soro de leite apresentar uma elevada carga organica, nao permitindo a sua biodegradagao,
possibilitando o desenvolvimento de camadas espessas de algas, num fendmeno designado de
eutrofizagao. Este acontecimento impossibilita a entrada de luz e, consequentemente, a
realizagao da fotossintese pelos organismos que habitam aquelas aguas, originando um
aumento de bactérias e microrganismos decompositores. Por sua vez, os microrganismos
consomem o oxigénio presente na agua o que promove a morte da flora e da fauna residente
das areas afetadas (Azevedo et al., 2014; Slavov, 2017). Como tal, as aguas residuais da industria
queijeira nao podem ir para uma estagao de tratamento dita normal, como exposto no anexo
|, pois apresentam concentragoes muito superiores em todos os parametros, quando
comparadas com as aguas residuais urbanas (Costa, 201 ). Logo, as aguas residuais resultantes
da industria queijeira tém de ser conduzidas para estagoes de tratamento residuais especificas
(Azevedo et al, 2014). Caso as aguas residuais desta industria, que apresentam na sua
composicao soro de leite, nao sejam encaminhadas devidamente, irda desencadear-se o
desequilibrio dos ecossistemas (Vale, 2009). Este desequilibrio tera nefastas consequéncias

para todos os seres vivos (Costa, 2009).

28



Tabela n°10- Valores do fabrico de queijo desde 1986 a 2015 (INE, 2016).

frescos
-

1285 T30 145 1B 578 o 0o 20124
1987 THD 558 15 D00 a8 0o 32 097
1288 793 532 17 522 10 320 38 242
1889 B30 T41 =2 5T 12 090 41 081
1250 53 65B 25 2885 15 450 44 137
1951 arr 31T 25 KgT 15 G0 48 915
1952 884 585 25 108 18 520 47 TE3
12953 |86 29T Z2 850 18 705 47 312
1954 898 391 23 183 18 821 50 ZET
12955 889 673 25 891 19 320 52324
1065 903 171 18 552 19 251 52 8ED
189597 975 2349 20 5484 21 154 54 0aE2
12953 1 044 795 17 888 19 5658 58 553
1955 1 053 745 20 T35 24 707 53 801
2000 1 OTE 625 18 BE4 24 590 &8 754
2001 1 036 80T 17 024 24 524 BT 4886
2002 1 043 508 21411 27 435 58 012
2003 1 073 240 1B 580 28 252 68 351
2004 1 057F 025 17 B35 258977 58 526
2005 1 164 528 15 218 28 671 68 282
2006 1 169 864 15 421 28 094 68 033
2007 1 141 676 14 418 27 gas &9 117
2008 1 1402 107 i7 8521 20 355 68 5E0
2008 1 056 440 20 8585 20 263 65 071
2010 1 057 730 1B 578 2r 182 68 883
2011 1 075 966 18 530 27 ga7T T2 240
2012 1 D80 D14 17 348 28 448 71 B8&3
20132 1 0&d 404 14 530 25738 G5 04T
2014 1 058 085 18 B2 28114 73 370
2015 964 411 27 406 32 785
Meédia 201002015 1 0%0 112 18 088 28 238 71 578
Media 198872015 950 431 18 781 22 08 58 550

Taxa media varagio

anual 2010N2015 0.3 4 0.8 0.2

De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica (INE), a produgao de queijo em
Portugal, entre 1986 e 2015, sofreu um aumento de 4 % para 7,2 % do total de leite produzido,
o que reflete um total de 73 132 toneladas de queijo produzido em 2015, como esta ilustrado
na tabela n°10. Esta produgao, apenas diz respeito ao soro do leite de vaca, ficando de lado o
soro dos queijos de ovelha e cabra, e é estimada em cerca de 659 milhoes de litros de soro
(INE, 2016).

Com o aumento do crescimento populacional, o volume global de desperdicio
alimentar na europa, em 2020, atingira valores que rondam os 126 milhoes de toneladas,
representando um acréscimo em cerca de 40 %. Consequentemente, o PE apelou a introdugao
de medidas preventivas, para que até 2025 o desperdicio alimentar sofresse uma redugao em
mais de metade, proclamando o ano 2014 como o “ano europeu contra o desperdicio

alimentar”. Portugal também se mostrou sensivel e preocupado por este tema, levando-o a
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Assembleia da Republica que proclamou o ano 2016 como o “ano nacional de combate ao
desperdicio alimentar” (Hanchar, 2017; Moreira, 2012).

Esta tematica é bastante desafiante para as indulstrias, uma vez que, a redugao do
desperdicio ao longo da cadeia de aprovisionamento é de extrema importancia. As empresas
procuram otimizar os processos, aumentar o lucro e com este a competitividade, sendo que
muitas das vezes para gerar lucros extras, tém de ser ousadas e criar solugoes que valorizem

os seus subprodutos, como no caso do tomate e do soro de leite.
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Capitulo Il- Objetivos

31



Este trabalho tem como principal objetivo reaproveitar recursos que sao subprodutos
da indUstria agroalimentar que detém todas as condigoes de qualidade e seguranga para serem

utilizados no desenvolvimento de duas bebidas alimentares.

Para estas bebidas aproveitou-se um hortofruticola, o tomate, dado a problematica
premente do desperdicio alimentar que se vive neste setor, uma vez que, a produgao vegetal
a nivel mundial estima um valor excedente de 100 trilices de quilogramas (Baeta, 2014). Em
Portugal, na producao de tomate existe um desperdicio de 10 % a 20 % por nao reunir as
condigoes legisladas para a sua utilizagdo na industria ou venda a fresco (INE, 2014). Como
referido anteriormente, o tomate é o fruto que tem maiores valores de desperdicio por ser
perecivel, sujeito a danos fisicos e por nao respeitar o calibre estipulado. Além disso, outros
danos ocorrem na fase de armazenamento, quando nao executado nas condigoes devidas,
traduzindo em média | 100 000 toneladas desperdigadas por ano, a nivel global (Roca, 2009).
Os subprodutos que resultam deste hortofruticola apresentam um elevado valor nutritivo, e
a sua valorizagao tem um alto potencial para o desenvolvimento sustentavel deste sector.
Devido as caracteristicas anteriormente mencionadas, estes subprodutos tinham como
destino a alimentagao animal, uma vez que, além de deter um elevado teor em fibra, tém um
teor de licopeno bastante atrativo (Valente, 2015). Assim, o objetivo passa por recolher a
fruta que nao possuiu as caracteristicas exigidas para a comercializagao e criar valor

acrescentado ao formular novos produtos (Domingos, 2009).

No que diz respeito ao aproveitamento do outro subproduto, o soro de leite, a
legislagao limita, mas nao proibe a sua deposicao no meio ambiente e, como tal, ja é sujeito a
alguns tratamentos apesar de serem ineficazes ou nao contribuirem para uma valorizagao
rentavel. Contudo, os concentrados de proteinas de soro tém ganho mais atengao pelo seu
valor nutricional e a sua comercializagao tem ganho terreno no mercado de produtos secos
ou desidratados. Com estas caracteristicas, torna-se indispensavel o aproveitamento do soro,
ao invés de ser descartado, diminuindo a poluigao e criando produtos com bastante qualidade
para consumo humano (Borralho, 2015; Diaz et al, 2009; Pereira et al, 2014). Uma das
solugoes desenvolvidas e aplicada, assenta na recuperagao de proteinas presentes no soro de
uma forma simples. Em Portugal, a produgao de requeijao é um processo que, desde ha muitos
anos, foi introduzido neste ramo industrial. No entanto, o sorelho também se apresenta como
um problema por causa da sua elevada carga organica e, tal como o soro, nao ¢ passivel de
ser descartado para o meio ambiente sem tratamento especializado (Diaz et al., 2009; Pereira
et al., 2014). A sua valorizagao tem interesse pelas suas propriedades nutritivas e funcionais,

bem como, pelo seu potencial economico.
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A utilizagao de tecnologias para valorizar o soro de leite, passam por encontrar
solugoes vidveis, que permitam a extragao dos constituintes primordiais para este projeto,

proteinas e lactose.

Neste seguimento, a concentragao de proteinas de soro passa pela extragao de agua,
lactose e sais minerais através de ultrafiltragio (UF), resultando apenas proteinas que
posteriormente serdao secas. Esta solugao é praticada em grande escala pelas indulstrias de
grande dimensao, uma vez que, a razao entre o volume de subprodutos e o custo da sua
concentragao apresenta lucros. Esta realidade, para pequenas e médias empresas, pode ser
uma visao ainda bastante longinqua, como tal, tém de encaminhar o soro de leite para ETAR’s
especificas para tratamento prévio antes da descarga para o ambiente, o qual tem de cumprir
com determinados parametros, (Anexo Il) (Costa, 201 1). Este processo, apesar de ser um

procedimento ecoldgico, a nivel econdmico nas empresas so se traduz como um custo.

Tendo consciéncia desta realidade e com o intuito de poder contribuir para melhorias
ambientais e economicas, aliado a inovagao no sector agroalimentar, desenvolveram-se estas
bebidas. Para as quais se recolheu o tomate que nao possui caracteristicas exigidas para
comercializagao, obteve-se sumo deste e adicionou-se as duas bases que se obtém do
tratamento soro de leite. Por outro lado, é importante realgar a sustentabilidade econdmica
das bebidas traduzindo-se em credibilidade para que estas sejam comercializados. O custo de
produgao sera diminuto, por causa do manuseamento de matérias-primas que até agora sao
consideradas “lixo” ou que nao tém a devida valorizagao. Para além disso, o fabrico destas
bebidas é inovador, pois ao contrario do que ocorria até ha bem pouco tempo, a tecnologia
utilizada neste projeto permite o total aproveitamento do soro de leite, em que sé a parte do
concentrado de proteinas era aproveitado, descartando a matriz dos aguUcares naturais
(lactose). Mas esta matriz além das propriedades nutricionais, &, igualmente, poluente. Outro
objetivo deste trabalho, assenta numa tecnologia do tipo Clean, que é utilizada na produgao,
possibilitando a otimizagao do processo de fabrico, reduzindo custos. Mais especificamente,
através da reutilizagao da agua, para lavagem e higienizagao das maquinas ou ainda a sua

utilizagao para rega, desenvolvendo um ciclo fechado de produgao.

Em consideragao a tudo o que foi mencionado anteriormente, ao conseguir
desenvolver estes produtos de valor acrescentado, estaremos nao so contribuir para o meio
ambiente, como para a saude humana, mas, sobretudo, a inovar num sector estagnado que
pode gerar mais-valias para os empresarios do sector e, consequentemente, para a economia

de Portugal.
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Capitulo lll- Materiais e Métodos
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3.1Preparacdao das amostras de tomate

Os tomates utilizados neste estudo foram cedidos pela empresa Zé Verissimo
(Arazede - Montemor-o-Velho). A amostra de tomates foi lavada, seca e posteriormente
removeram-se as partes exteriores que estivessem podres, mas nao se retirou o seu
pedunculo. De seguida, a amostra com cerca de 10 kg de tomate foi dividida em sacos para
que a congelagao fosse mais homogénea. A congelagao ocorreu numa arca congeladora a uma
temperatura de -15°C. Quando da sua utilizagao, descongelava-se a quantidade de tomates
necessaria e cortavam-se estes em pequenas dimensoes para facilitar o processo de trituragao

dos mesmos, realizado com o auxilio de uma varinha magica doméstica.

3.2 Preparacao das amostras de soro de leite

O leite foi recebido a 25 de novembro de 2017 pela Oficina Tecnologica de Lacticinios
da Escola Superior Agraria de Coimbra (ESAC) para a producao de queijo. Apos o fabrico de
queijo, o soro obtido foi sujeito a tratamento, primeiro a desnatagem e de seguida
ultrafiltragao. A desnatagem foi executada por uma centrifuga industrial (Westfalia Separator,
MTA 9.00.104) que separa o soro por diferengas de densidades, reduzindo a gordura presente
de 0,6 % para 0,04 %. Esta etapa € crucial, uma vez que permite obter um produto mais
saudavel e a continuidade do processo, pois, a nata € um constituinte da matéria-prima inicial
que devido ao seu elevado tamanho molecular, impede a separagao dos produtos (proteinas
e lactose) através das membranas da ultrafiltracao, obstruindo-as. Apods esta etapa,
encaminhou-se o soro desnatado para a unidade piloto de ultrafiltragao (PROQUIGA) para
reter e concentrar as proteinas, utilizando uma membrana de 10 kDa, a uma pressao
transmembranar média de 4 bar. O caudal diminuiu ao longo do tempo devido a polarizagao
da membrana de UF, iniciando a 75 L/h e passando a 40 L/h. Nesta etapa iniciou-se com 100
L de soro desnatado procedendo a uma concentragao de 10 vezes, ou seja, obtiveram-se |0
L de CLPS. Desta técnica é sobrante o permeado que é constituido maioritariamente por agua,
lactose e sais minerais.

De seguida, o PUF € sujeito a osmose inversa, técnica que através de bombas de alta
pressao, obriga a agua a deslocar-se através da membrana, da solugao mais concentrada para
a solugdo menos concentrada, retendo sais (Figura n°8). A membrana utilizada é
semipermeavel, SW30-4040, numero 80741, com uma pressao transmembranar de 55 bar

com uma taxa de fluxo de 1950 m’/d, o que permite uma concentragio de sais e de lactose
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em cerca de 95 % a 99 %. Com este processo, obteve-se uma concentragao 3 vezes maior de
lactose que o produto obtido no final da ultrafiltragao, obtendo-se 30 L de PUFC. Antes de
se proceder a osmose inversa, foi necessario deixar arrefecer o permeado para que a

temperatura nao fosse influenciadora do fluxo desta técnica.

Pressio aplicada

Membrana
semipermeavel

Permeado ! Agua
(Lactose,
agua e sais) " § m—

Dire¢ao da dgua

Figura n°8- Esquema da técnica osmose inversa.

De seguida, efetuou-se uma homogeneizacao do CLPS com o objetivo de retardar ou
minimizar uma eventual sedimentagao das particulas em suspensao. Para a homogeneizagao, o
concentrado foi for¢cado a passar num crivo através de orificios muito finos a uma pressao
entre 70 atm a 100 atm e a uma temperatura de 65°C, de modo a fragmentar finamente os
solidos em suspensao. Para tal foi utilizado um homogeneizador Rannie, modelo Blue Top.

Finalizados os processos de tratamento do soro, os dois produtos foram submetidos
a pasteurizagao, e posteriormente, envasilhados e congelados a -18°C. Ainda em relagao aos
processos aplicados ao soro de leite.

A figura n°9 é representativa do processo para a obten¢ao do CLPS e do PUFC.
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Concentrado de proteinas Permeado concentrado
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Figura n°9- Diagrama do processo de produgao de concentrado liquido de proteinas de soro
(CLPS) e permeados de ultrafiltracao concentrado por osmose inversa (PUFC).

3.3 Preparacdao das amostras para o produto final

Para iniciar as formulagdes do produto final foi necessario descongelar CLPS e o PUFC.
Apos descongelagao, e antes de adicionar o tomate, o CLPS foi sujeito a fermentagao numa
estufa Memmert a 44°C por um periodo minimo de 20 horas. Para a fermentagao adicionaram-
se os microrganismos Lactobacillus sp. e probiéticos de mistura CPR | (Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacilluscasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus paracasei
paracasei).

O permeado concentrado (PUFC), antes da fermentagao, foi sujeito a um aquecimento
com auxilio de uma placa de aquecimento e foi-se medindo a sua temperatura até esta atingir
30°C, além da necessidade de apresenta um pH de 6 ou inferior, condi¢oes ideais para que a
enzima lactase produzida pela levedura Kluyveromyces lactis metabolize a lactose, degradando-
a em glicose e galactose. Este processo tem de ser controlado durante 30 minutos a
temperatura referida, para que no final a presenca de lactose esteja de acordo com a legislagao,
inferior a 0,01 %, para a atribuicio da mencio “isento de lactose” (Diretiva 2015/2203). E de
salientar, que apoés verificarmos que a quantidade residual de azoto no PUFC, era um fator

limitante para o crescimento dos Lactobacillus sp. fermentadores, procedeu-se a um pré-
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enriquecimento destas bactérias e s6 entao se incubou o produto de glicose e galactose com
essas mesmas bactérias.
O objetivo do processo fermentativo é aumentar o periodo de validade dos produtos

devido a reducao do pH, que inicialmente era de pH 6 para uma gama de valores entre 4,0 a

4,5.

3.4 Formulag¢oes testadas

Para chegar a uma aceitagao do produto final de ambas as bebidas desenvolvidas, foram
executadas diversas formulagoes, nas quais as variaveis assentaram na utilizagao de tomate
inteiro congelado e fresco, diferentes tipos de tomate, sumo de tomate, adigao de outros

hortofruticolas e sumo de limao, além da presenca de edulcorantes naturais e de sal (Anexo

0}

Depois das varias experimentagoes com as diversas variedades de tomate e pos
diversas provas sensoriais com vinte voluntarios, chegou-se a uma formulagao final e
unanimemente aceite para ambos os produtos desenvolvidos, tabela n°l I. O sumo de tomate
e de cenoura foi extraido individualmente, recorrendo a uma maquina doméstica de sumos da

marca Philips. Note-se de que entre cada extragao a maquina foi devidamente lavada.

Tabela n°l |- Formulagao final de ambos os produtos desenvolvidos.

Produto Proteico Produto Energético
|00 mL de sumo de tomate Rama 100 mL de sumo de tomate Rama
50 mL de sumo de cenoura 50 mL de sumo de cenoura
100 mL de CLPS 100 mL de PUFC
| % de sal | % de sal

3.5 Métodos de determinagcao da composicao dos produtos finais

3.5.1 pH

O pH de cada produto (proteico e de valor energético) foi diretamente medido com

o potenciometro (Jenway Metter 3505).
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3.5.2 Humidade relativa e sélidos totais

As amostras de ambos os produtos finais foram sujeitas a uma desidratagao a 100°C
durante | hora numa estufa (Memmert Schawabach), adaptado da NP 475 (1983) - residuos
com valores de gordura inferiores a 0,1 % e para produtos humidos. O calculo da humidade

foi efetuado, de acordo, a partir da equagao I:

Humidade (9% Massa da amostra himida (g)-Massa da amostra seca (g) 100
%)= )
umidade (%) Massa da amostra himida (g) M)

Para o célculo dos solidos totais (equagao 2), foi feita uma relagao massica direta entre
o peso total das amostras antes de serem desidratadas e o peso final das mesmas apos a

desidratacao.

] Massa do extrato seco (g)
Solidos totais (%)= — x 100 (2)
Massa da amostra inicial (g)

3.5.3 Cinzas

As amostras foram previamente desidratadas em banho de areia a 100°C durante meia
hora. Posteriormente, colocou-se durante 3h na mufla Gallenhamp, durante a primeira meia
hora a 370°C e nas restantes a 550°C. Dando o término desta fase, remove-se as amostras da
mufla e deixam-se arrefecer no exsicador, quando estiverem a temperatura ambiental, pesam-
se. Este procedimento foi adaptado das NP 477 (1983) e NP 872 (1983). O calculo das cinzas

foi conforme a equagao 3:

Massa da amostra em cinza (g)
Cinzas (%)= — x 100 3
Massa da amostra inicial (g) 3)

3.5.4 Proteinas

Ambas as amostras dos produtos foram previamente sujeitas a uma mineralizagao.

Adiciona-se a amostra (0,5 g) uma pastilha de selénio e 25 mL de H,SO, concentrado, leva-se

39



a mineralizar durante 3 horas a 420°C. Retira-se do mineralizador e deixa-se arrefecer na
hotte até nao existirem vapores e adiciona-se 75 mL de 4gua destilada. Coloca-se o tubo de
mineralizacao e um erlenmeyer de 250 mL com 25 mL de H,SO,a 0,2 N e com 2-3 gotas de
indicador de vermelho de metilo, deixar destilar o tempo necessario até que se atinja 150 mL
(Sistema Kjeltec), adaptado da NP 913 (1982).

Por ultimo, recorreu-se a uma titulagio com NaOH 0,2 N até a viragem do indicador
para amarelo.

Para o ensaio branco, pesou-se 0,5 g de sacarose e procedeu-se da mesma maneira.
De seguida, efetuaram-se os calculos para a percentagem de proteinas, recorrendo a equagao

4 (Globallab,2013).

(V1-V2)x0,28%6,38
massa da amostra

Proteinas (%)=

(4)

‘sendo o “VI1” o volume do titulante NaOH 0,2 N gastos no ensaio em branco; e o

“VY2” o volume do titulante NaOH 0,2 N utilizado na titulacio da amostra.

3.5.5 Gordura

A quantificagdo da matéria gorda foi efetuada recorrendo-se ao método de Soxhlet,
técnica adaptada da NP 1224.

Inicia-se pesando, para uma capsula de porcelana, 3 ga 5 g de amostra tratada com 5 g
de sulfato de sdédio anidro, que a posteriori € transferida para o cartucho de papel de filtro,
juntamente com os vestigios de amostra na capsula que sao limpos utilizando algodao
humedecido com éter de petroleo. Por fim, coloca-se o cartucho de papel de filtro,
previamente preparado, no aparelho de extragao, fazendo uma sifonagem e meia com éter de
petroleo. A extracao é feita durante 5 horas, contadas ap6s o inicio de fervura do éter (30°C).
Terminada a extragao, leva-se ao evaporador rotativo (Blichi REI | | Rotavapor) ao qual esta
incorporado um banho de agua com uma resisténcia de aquecimento. Posteriormente,
encaminham-se as amostras para a estufa (Memmert Schawabach) durante | h a 103°C. Apos
arrefecimento no exsicador, pesam-se os baloes (balanga Metter Toledo AG285),
considerando que duas pesagens sucessivas nao podem diferir entre si mais do que 0,1 g, caso

contrario efetua-se mais duas determinagoes.

massa do baldo apés secagem — massa do balao

Gordura (%) = )
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3.5.6 Fibra

Para determinar a percentagem de fibra bruta existente nas amostras, utilizou-se o
método de Weende adaptado para Fibertec (TRADE RayPa- Fibertest). Pesou-se | g de
amostra seca e desengordurada para um cadinho filtrante. Colocou-se o cadinho no Fibertec
e adicionou-se 100 mL de H,SO, 0,26 N fervente e deixou-se ferver durante 30 min, contados
apos iniciar a fervura. Desligou-se o aquecimento, filtrou-se e lavou-se o residuo com agua
destilada a ferver, trés vezes. Adicionou-se, depois, 100 mL de NaOH 0,32 N fervente e
deixou-se ferver durante 30 min. De novo, se desligou o aquecimento, filtrou-se e lavou-se o
residuo com agua destilada a ferver, trés vezes. Os cadinhos foram retirados do Fibertec e
colocados em estufa (Memmert Schawabach) durante uma noite a 103°C. De seguida,
removeram-se os cadinhos para o exsicador, deixaram-se arrefecer a temperatura ambiente,
e pesaram-se (Pl). Levaram-se os cadinhos a mufla (Gallenhamp) a 550°C durante | hora, e
colocaram-se no exsicador, deixaram-se, novamente, arrefecer a temperatura ambiente, e

voltam a pesar-se (P2), (Mineiro, 2014).

(P1-P2)
massa da amostra

Fibra bruta (%) =

X 100 (6)

3.5.7 Cloretos soluiveis em agua

Para a determinagao dos cloretos, recorreu-se ao método de Charpentier-Volhard,
adaptado da NP 471 (1983).

Pesou-se, para um balao volumétrico de 500 mL, 5 g de amostra e adicionou-se | g de
carvao ativado, 400 mL de agua destilada, 5 mL de solugao Carrez | e 5 mL de Carrez Il. Levou-
se a um agitador mecanico durante 30 min a 400 rpm. De seguida, completou-se o volume
com agua destilada, homogeneizou-se e filtrou-se.

Do filtrado, mediu-se 25 mL para um balao, ao qual se adicionou mais 25 mL de agua
destilada, 5 mL de acido nitrico (1,38 g/mL) e 2 mL de solugao saturada de ferro lIl.
Posteriormente, adicionou-se um volume de 20 mL de solugao nitrato de prataa 0,1 Ne 5 mL
de éter dietilico, agita-se fortemente até aglutinagao do precipitado.

Titulou-se o excesso de nitrato de prata com uma solugao de tiocianato de potassio
0,I N, até que a cor vermelha-acastanhada fosse persistente. Para o ensaio em branco

procedeu-se da mesma maneira e apenas se substituiu a solugao da amostra por agua destilada.
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50 x 5,845 x (V1 —V2)

NaCl (%) =
acl (%) V X massa da amostra (7)

V - Volume de solugao tomado para a titulagao
V1 - Volume gasto de tiocianato de potassio no ensaio em branco

V2 - Volume gasto de tiocianato de potassio para a amostra

3.5.8 Fésforo

Pesaram-se 2 g de amostra para um cadinho. Procedeu-se a sua incineragao em mufla
a 600 C, durante 4 horas até a obtencao de cinzas. Apés o término, as cinzas foram
recuperadas em | mL de acido cloridrico (HCI | N) e ferveu-se por 5 min. Deixou-se arrefecer
e transferiu-se para um balao de 100 mL complementando o seu volume com agua destilada.
De seguida, filtrou-se e retirou-se 10 mL do filtrado que foi diluido a 100 mL. Pipetou-se | mL
da aliquota para um tubo de ensaio e adicionou-se 9mL de acido molibidco e 0,8 mL de solugao
de sulfato ferroso. Preparou-se um branco com | mL de agua destilada e 10 mL de solugao
padrao de fésforo 20 pg/mL.

O fosforo foi determinado por colorimetria por reagao com acido molibdico e sulfato
ferroso no modo de transmitincia, A=720 nm, recorrendo a um espetrofotometro Hitachi U-

2000 (Costa, 2009; Suarez et al., 2007).

2X(—logTA
Fésforo (%) = —— ((_ logg Tp)) (8)

m - massa da amostra a partir das cinzas
TA - transmitancia da amostra

Tp - transmitancia do padrao

3.5.9 Hidratos de carbono

A anilise do contelldo em hidratos carbonos, isto é, maioritariamente lactose que
consta nos produtos lacteos, foi executada através de um kit-teste enzimatico da Roche para
determinar lactose e D-galactose em alimentos (BOEHRINGER MANNHEIM/R- BIOPHARM

Enzimatic Bioanalysis/ Food Analysis).
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Os restantes hidratos de carbono (HC) foram calculados através da equagao 9.

HC(%) = Sélidos totais — ((%)cinzas + (%)gordura + (%)proteinas) )

3.6 Determinacao in vitro da capacidade antioxidante dos extratos das amostras

Nesta investigacao, recorreu-se a diferentes solventes para extragiao, consoante os
compostos bioativos a serem analisados. Além disso, utilizaram-se métodos distintos para
avaliar o potencial antioxidante das 3 amostras (fruta - tomate e cenoura; produto proteico
com fruta; produto energético com fruta); determinagao do sistema de inibicao do radical
DPPH e do teste de branqueamento do [-caroteno, determinagao do conteudo em
compostos fendlicos e flavonoides. Paralelamente, recorreu-se a HPLC para andlise

cromatografica do licopeno em ambos s amostras.

3.6.1. Preparacao e extracao das amostras

Apos a obtengao do sumo de tomate e cenoura, para a qual se recorreu a uma maquina
domeéstica de sumos (Philips), e da fermentagao da base proteica (CLPS) e da base energética
(PUFC) do soro de leite, preparou-se as amostras finais, de acordo com a tabela n°l2.
Mediram-se 5 mL de cada uma destas amostras, as quais foram adicionados 50 mL de etanol
absoluto (SIGMA-Aldrich) e sujeitas a uma agitagao de 400 rpm durante 30 min a temperatura
ambiente (agitador horizontal HS 50ID da IKA®-Labortechnik). As amostras foram
centrifugadas a 15°C durante |5 min a 5000 g (centrifuga SIGMA modelo 3-16K da SIGMA
Laborzentrifugen GmbH). O sobrenadante foi retirado para um balao periforme e sujeito a
uma evaporagao completa do etanol a 35°C através de um evaporador rotativo RE-111 da
BUCHI Rotavapor e bomba de vicuo V-700 da BUCHI. Com o auxilio de uma espatula,
retirou-se e pesou-se 30 mg (balanga analitica AG285 Mettler Toledo) do residuo seco para
um balao de 10 mL, dissolvendo-o num volume final de metanol. Estas solugdes foram
devidamente envolvidas com papel de aluminio e armazenadas no frigorifico durante 3 dias e
foi a partir delas que se realizaram os ensaios para avaliagio da capacidade antioxidante
(sistema de inibicio do radical livre DPPH e teste do branqueamento do [-caroteno),

determinagao dos compostos fenodlicos e flavonoides (Martins, 2018).
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Enquanto que, para a determinagao do licopeno, a extragao foi realizada com 50 mL
da mistura hexano (VWR Chemicals): acetona (José Manuel Gomes Dos Santos, LDA): etanol
da Merck (2:2:1), volume que se adicionou a 3 mL de cada uma das amostras (Costa, 2009;
Nellis et al., 2017). Posteriormente, recorreu-se a uma agitagao durante 30 min a 400 rpm. Os

ensaios foram realizados em triplicado.

Tabela n°12- Composigao das amostras.

Fruta Produto Proteico Produto Energético
100 mL de sumo de tomate 100 mL de sumo de tomate 100 mL de sumo de tomate
50 mL de sumo de cenoura 50 mL de sumo de cenoura 50 mL de sumo de cenoura
100 mL de CLPS 100 mL de PUFC
| % de sal | % de sal

3.6.2 Determinacao da capacidade antioxidante pelo sistema de inibicao do
radical livre DPPH

O seguinte método avalia a atividade antioxidante através da capacidade que os
compostos presentes nas amostras tém para capturar radicais DPPH. Este método é avaliado
através de uma reagao entre o DPPH" e um composto antioxidante, e este ultimo cede um
eletrao de hidrogénio, promovendo a redugao do DPPH'. Esta reagao é visivel, pois é
colorimétrica quando a solugao violeta escuro da lugar a uma solugao violeta clara, podendo

por vezes ficar incolor.

Inicialmente, procedeu-se a preparagao, num balao ambar, de uma solugao de DPPH
(VWR Chemicals) em metanol (VWR Chemicals) com uma concentracao de 14,2 pg/mL. De
seguida, em tubos de ensaio fez-se reagir 50 pl de extrato da amostra (solugoes previamente
preparadas) com 2 mL da solugao de DPPH+* em metanol e colocaram-se os tubos ao abrigo
da luz durante 30 min. Como controlo, utilizou-se 50 ul de etanol (Alves, 2009; Martins, 2018;
Moure et al, 2001). Este ensaio foi realizado em triplicado para cada amostra.

Apos a reagao, mediu-se a absorvancia no espectrofotometro U-3900 da Hitachi com
software U.V Solutions 3.0, a um comprimento de onda de 515 nm para avaliar a redugao do
radical DPPH que, ao verificar-se, provoca uma descoloragao da solugao de radical DPPH e,
consequentemente, uma diminuicdo da absorvancia face ao controlo. Os ensaios foram

realizados em triplicado. A percentagem de inibigao (IP %) do radical DPPH foi definida como
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a percentagem de redugao na absorvancia em relagao ao valor inicial, através da férmula

(Barimah et al., 2017):

. Ac—AA30
IP(A)sz 100 (IO)

Em que,
IP (%) - Percentagem de inibicao do radical DPPH;
Ac - Absorvancia do controlo;

AA 30 - Absorvancia da amostra apos os 30min.

Apos o calculo da IP (%), procedeu-se a avaliagao da capacidade antioxidante através
do equivalente Trolox (ET). O acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2 carboxilico,
designado de Trolox é um antioxidante sintético hidrossoluvel, semelhante a vitamina E, usado
para fazer comparagoes entre a capacidade antioxidante de uma dada substancia com a
capacidade antioxidante do Trolox. Para efetuar esta comparagao preparou-se uma curva de

calibragao a partir de uma solugao padrao de Trolox (Melo et al., 2006).

Curva padrido do Trolox

Foi preparada uma solugao stock de Trolox 97% (SIGMA-Aldrich) com concentragao
de 500 pg/mL em metanol, a partir da qual se fizeram varias dilui¢oes, as quais apresentaram
concentragoes entre 3 pg/mL e 100 pg/mL (Figura n°10). De seguida, operou-se de acordo
com o método anterior, para as diversas concentragoes.

Os ensaios foram realizados em triplicado. Para tragar a curva de calibragao com a
percentagem de inibicao do radical DPPH versus concentragao (pg/mL) de Trolox utilizou-se
a média dos replicados. Os resultados sao expressos em mg de equivalentes Trolox (ET) por

g de extrato.
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Figura n°10- Preparagao das diluigoes com quantidades distintas de Trolox para a construgao da
curva de padrao.

3.6.3 Determinacao da capacidade antioxidante pelo teste do Branqueamento do
B-Caroteno

Este ensaio, assim como o anterior, permite avaliar a capacidade antioxidante. Para a
realizagao deste, seguiu-se a metodologia descrita por Miller (1971). Inicialmente, preparou-
se uma solugio de B-caroteno (SIGMA-Aldrich) com uma concentragao de 0,2 mg/mL,
diluindo-se 2 mg de B-caroteno (pesado numa balan¢a analitica AG285 Mettler Toledo) em 10
mL de cloroformio. Num balao de fundo redondo, fez-se uma emulsio de 200 mg de
Tween®40 (SIGMA-Aldrich), 20 mg de 4cido linoleico (SIGMA-Aldrich) e ImL da solugdo de
B-caroteno (Figura n°ll). De seguida, com recurso a um evaporador rotativo RE-111
Rotavapor e bomba de vacuo V-700 da BUCHI, a 40°C e sob pressio reduzida, evaporou-se
o cloroférmio (Fisher Scientific.). Ao residuo resultante, adicionou-se 50 mL de agua ultrapura
oxigenada (através de agitagao durante 30 min em placa de agitagao magnética Agimatic 243)
e agitou-se vigorosamente até formar uma emulsiao estavel. Em tubos de ensaio, fizeram-se
reagir (em triplicado) 0,2 mL de extrato da amostra com 5 mL da emulsao de B-caroteno. Os
tubos foram agitados e colocados num bloco de aquecimento (SHT | da Stuart Scientific) a
50°C durante 120 min. Para os ensaios de controlo utilizaram-se 0,2 mL de metanol (VWR
Chemicals). A absorvancia dos ensaios controlo foi medida no espetrofotometro U-3900 da
Hitachi com software U.V Solutions 3.0, 2 470 nm, antes e apds os 120 min de reagao, enquanto
a absorvancia das amostras foi medida, apenas, no final dos 120 min no mesmo comprimento

de onda (Martins, 2018).

O Coeficiente da Atividade Antioxidante, AAC (Antioxidant Activity Coefficient), foi

calculado através da seguinte equagao (Koleva, 2007; Martins, 2018):
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AA120—-Ac 120
c= x 1000
Ac 0—Ac120 (1)

Em que,
AA 120 - Absorvancia da amostra ap6s 120 min de reagao;
Ac 120 - Absorvancia dos ensaios de controlo apos 120 min de reagao;

Ac 0 - Absorvancia dos ensaios de controlo no tempo inicial.

Figura n°l | - Emulsao.

3.6.4 Determinacao dos compostos fenolicos totais

Para a determinagao dos compostos fenodlicos totais, recorreu-se ao método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu (SIGMA-Aldrich), dado que é o mais corrente para esta
avaliacio. E um sistema que tem por base uma mistura de dois 4cidos (fosfotunguistico e
fosfomolibdico), de coloragao amarela em meio basico. A presenga de compostos fendlicos
nas amostras, ao serem oxidados em meio basico, formam O,  que ao reagir com os acidos
desencadeiam uma cor azul com intensa absorvancia (Marques, 2017). Outro ponto
determinante na sua escolha, assenta no facto de ser um método recomendado para analise
destes compostos, numa diversidade de substratos, por se apresentar pouco suscetivel a

interferéncias de proteinas (Silva, 2010).
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Adicionou-se 7,5 mL de reagente Folin-Cioucalteu, que previamente se preparou uma
solugao com agua ultrapura, 1:10 v/v, a uma aliquota de ImL de extrato da amostra e deixou-
se a repousar a temperatura ambiente. Apds 5min, foram adicionados 7,5 mL de solugao
aquosa de carbonato de sodio (Merck) com uma concentragao de 60 mg/mL. Este ensaio foi
executado em triplicado. As solugdes foram agitadas e guardadas ao abrigo da luz, durante 2
horas. A figura n°l2 representa este ensaio colorimétrico, o antes e o depois das 2 horas no
escuro. Apos este periodo, mediu-se a absorvancia no espectrofotometro (U-3900 da Hitachi
com software U.V Solutions 3.0) a 725 nm, usando agua como branco. Os resultados foram
expressos em equivalentes de acido gilico (GAE, Gallic Acid Equivalents), (Abreu et al., 2012;
Barimah et al., 2017; Erkan. et al., 201 |; Martins, 2018; Melo et al., 2006).

Curva padriao do acido galico

Preparou-se uma solu¢gao mae de acido gilico (SIGMA-Aldrich) em metanol (VWR
Chemicals), com concentragao de 10 mg/mL e dessa fez-se uma solugao intermédia de 5
mg/ml. A partir desta efetuaram-se oito diluicoes com uma gama de concentragoes entre 0,025
mg/mL a 0,5 mg/mL. Os diferentes padroes foram tratados como descrito anteriormente. A
curva de calibragao foi construida, absorvancia versus concentragao (mg/mL) de acido galico

(Anexo V), da qual se obteve a equagio y=7,0205x-0,0057 (r*=0,9889) (Siddiqui et al., 2017).

Figura n°12- Determinagao do contelido em compostos fendlicos das amostras. A) Amostra com
reagente Folin-Ciocalteu. B) Amostra apos 2 horas no escuro com formagao de uma coloragao mais
intensa, caracteristica da presenga de compostos fendlicos.
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3.6.5 Determinacao dos compostos flavonoides

Os fendlicos sao compostos antioxidantes, tornando-os potentes quelantes de metais
e inibidores da lipoperoxidagao. Os flavonoides abrangem as flavonas, flavonois e taninos
condensados, todos metabolitos secundarios das plantas, cuja atividade antioxidante esta
diretamente relacionada com a presenga de grupos OH livres. A determinagao destes
compostos foi executada através de um método espetrofotométrico, baseado na formagao de
um complexo entre o ido AP’* e um grupo carbonilo, originando solugdes de rosa em meio
alcalino (Marques, 2017; Nunes, 2012).

O conteudo de flavonoides totais (TFC) foi determinado através da metodologia
utilizada por Martins (2018) e Yoo et al. (2008).

Tomou-se uma aliquota de | mL de extrato da amostra para um tubo de ensaio e
adicionaram-se 4 mL de agua ultrapura. De seguida, adicionou-se 0,3 mL de nitrito de sodio
(SIGMA-Aldrich), (5%, p/v preparado com agua ultrapura) e homogeneizou-se. Apos 5 min,
juntou-se 0,6 mL de cloreto de aluminio da SIGMA-Aldrich (10 %, p/v preparado com agua
ultrapura) e homogeneizou-se novamente. Ao fim de 6 minutos, foram adicionados 2 mL de
hidroxido de sodio fornecido pela Merck (1M, preparado com agua ultrapura) e 2,1 mL de
agua destilada, ensaio realizado em triplicado. A figura n°l3 ilustra este ensaio colorimétrico.
A solucao foi homogeneizada e, de seguida, procedeu-se a leitura da absorvancia a 510 nm no
espectrofotometro U-3900 da Hitachi com software U.V Solutions 3.0., utilizando agua como

branco. Os resultados foram expressos em equivalentes de epicatequina por g de extrato (mg

de ECE/g de extrato) (Barimah et al., 2017; RE et al., 2002).

Curva padriao da epicatequina

A (-) -epicatequina (290%) fornecida pela SIGMA-Alfrich, foi utilizada para construir a
curva padrao. Inicialmente foi preparada uma solugao stock de (-) -epicatequina com uma
concentragao de | mg/mL em metanol (VWR Chemicals). A partir desta prepararam-se 7
diluigoes com concentragoes entre 0,025 mg/mL e 0,175 mg/mL. Fez-se o ensaio dos
flavonoides totais, como descrito anteriormente, para as varias diluigoes, determinando-se
cinco concentragoes que dessem origem a absorvancias no intervalo obtido para as amostras.

Os ensaios foram realizados em triplicado. Para tragar a curva de calibragao com a

absorvancia versus a concentragao (mg/mL) utilizou-se a média dos replicados (Anexo VI). No

49



final, os resultados foram apresentados em mg ECE/g de extrato, utilizando-se a equagao da

curva de calibragio y=1,3243x+0,0293 (r*=0,9795).

Figura n°13- Determinacao do conteudo em flavonoides totais. A) Preparagao das solugdes da

amostra para analise com NaOH. B) Amostras no final do ensaio.

3.6.6 Determinacao do teor em licopeno

Para determinar a concentragao de licopeno nas amostras, recorreu-se a cromatografia
liquida de alta pressao (HPLC), para a qual se construiu um procedimento adaptado de varias
referéncias bibliograficas (Alves, 2009; Barba et al., 2006; Costa, 2009; Geoirge et al.,, 201 |;
Madeira, 2015)

Apos o método de extragao, anteriormente descrito, adicionou-se |5 mL de agua
ultrapura e levou-se a placa de agitagdo magnética Agimatic 243, novamente durante 30 min.
De seguida, deixou-se repousar para ocorrer a separagao das fases, a posteriori removeu-se |
mL da fase organica e secou-se numa corrente de azoto a 40°C. Por fim, dissolveu-se o residuo
seco em fase movel acetonitrilo da Honeywell: diclorometano da .Y Baker (75:25). Antes da
injecao no sistema cromatografico Gilson que consiste numa bomba Gilson modelo 321, um
detector UV-VIS modelo 155, aliado a uma coluna Hichrom C18 250 X 4.6mm e a um injetor
Rheodyne, as amostras foram filtradas com um filtro de 0,45 pm MilliPore, a injegao no sistema
ocorreu a um fluxo de 1,5 mL/min, com um loop de injegao de 20 pL. A detegao do licopeno
ocorreu a um comprimento de onda de 472 nm. A aquisi¢ao e tratamento dos dados foi
através de computador LG equipado com software Gilson UniPoint System que esta liagado ao
sistema cromatografico.

Os ensaios foram realizados em triplicado, sendo a média das areas do pico de licopeno

de cada amostra (fruta, produto proteico e produto energético) utilizada para os calculos.
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Preparacao do padrio de licopeno

O padrao de licopeno (I mg da SIGMA Aldrich) foi dissolvido com uma solugao de
acetonitrilo: diclorometano: metanol (70:20:10) para um balao ambar de 10 mL até que o
houvesse auséncia da cor alaranjada tao caracteristica do licopeno. Desta solugio mae,
preparou-se uma solugao intermédia com uma concentragao de 5 pg/mL, a partir desta,
executou-se 5 dilui¢oes (0,50 pg/mL; 1,00 pg/mL; 1,50 pg/mL; 2,00 pg/mL; 2,50 pg/mL). Apos
as solugoes estarem preparadas, injetou-se no cromatografo sob as mesmas condigoes
referidas anteriormente. A curva de calibragao do licopeno foi construida, média das areas
obtidas para cada uma das diluicoes referidas anteriormente vs concentragao (ug/mL) de

licopeno (Anexo VII).
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Capitulo IV- Resultados e Discussao
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Os produtos desenvolvidos, produto proteico e energético, contém probidticos e
Lactobacillus sp. (3.3). Um dos maiores desafios para chegar a estas formulagoes, assentou no
tomate, dado que existem centenas de variedades deste fruto agridoce, sendo umas mais
doces que outras. Dos quatro tipos de tomate mais cultivados em Portugal, o tomate de rama
€ o que se apresenta mais doce comparativamente ao tomate redondo, além de apresentar
também elevado desperdicio. Deixou-se de parte o tomate chucha, dado que o seu
aproveitamento € praticamente completo, ao ser utilizado para caldas e conservas.
Relativamente ao tomate cherry, apesar de ser o mais doce dos 4 tipos de tomate aqui
apresentados, o seu desperdicio nao ¢ significativo quando comparado com a variedade aqui

utilizada (Veloso, 2016).

Salienta-se que todas as comparagoes aqui desenvolvidas para a amostra de fruta
(tomate e cenoura) nos diversos ensaios (composigao centesimal, determinagao do sistema
de inibicao do radical DPPH, teste do branqueamento do B-caroteno, determinagao dos
compostos fendlicos, flavonoides e licopeno) foram com dados publicados, referentes ao
tomate e ao CLPS e PUFC. Refira-se que os produtos aqui considerados sao inovadores, visto
nao existirem produtos no mercado que culminem na jun¢ao do CLPS e do PUFC com tomate

€ cenoura

4.1 Determinacdao da composicao centesimal dos produtos finais

No caso da composigao centesimal, foi efetuado, também, a comparagao dos dados
obtidos com um produto desenvolvido anteriormente, Toal (Costa e Santos, 2017), assente
na jungao destas duas partes do soro (CLPS e PUFC) mas com um fruto diferente do aqui

estudado, o morango.

Os resultados das analises fisico-quimicas dos produtos (proteico e energético) com
tomate e cenoura, apresentados na tabela n°l3 correspondem aos valores de pH, humidade,
solidos totais, cinzas, proteina, gordura, fibra bruta, cloretos soluveis, fosforo, hidratos de

carbono totais e lactose.
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Tabela n°l3- Caracterizagao fisico-quimica do produto proteico e do produto energético.

Parametros Amostra do produto Amostra do produto
proteico energético
pH 4,09 £ 0,01 4,03+ 0,01
Humidade (%) 88,42 £ 0,17 93,45 £ 0,48
Solidos totais (%) 11,58 £ 0,25 6,55+ 0,90
Cinzas (%) 0,64 + 0,03 1,00 + 0,05
Proteina (%) 7,19 + 1,44 1+ 0,0l
Gordura (%) 0,30 £ 0,12 020+0
Fibra (%) 0,00+ 0 0,00 +0
Cloretos soluveis (% NaCl) 0,35+0,10 0,63 + 0,20
Fésforo (%) 0,94 + 0,01 0,97 £ 0,01
Hidratos de carbono totais (%) 3,45 + 0,09 4,35+ 0,12
Lactose (%) 0,00+ 0 0,00+ 0
Valor energético (kcal) 45,26 23,20

O valor médio de pH do CLPS e do PUFC obtido apos a fermentagao de 20 horas, foi
de 4,12 e 4,08, respetivamente. Ambos valores esperados, dado que na literatura o intervalo
para este parametro apos este processo sao de 4 a 4,5 (Pereira et al., 2014). Apos a adigao do
sumo de tomate, o pH do produto final apresentou-se igual a 4,09 para o CLPS e 4,03 para o
PUFC. Sabendo que o tomate é um fruto agridoce, ou seja, apresenta um pH que pode variar
entre 4 a 5, verificou-se que a adicao do sumo de tomate contribuiu para um pH final de ambos

os produtos mais baixo, conforme era previsivel (Costa, 2009; Ferreira, 2004).

O teor de cinzas é espectavel para ambas as matrizes, CLPS e PUFC, bem como o
valor referente a este parametro ser superior no PUFC, porque os sais minerais sao eliminados
através da membrana UF ficando retidos no permeado (PUF) (Borralho, 2015). O PUF
posteriormente sofre uma concentragao (Ol), promovendo que os sais minerais fiquem mais

concentrados (PUFC).

No que concerne a analise fisico-quimica dos cloretos soluveis, o seu teor é expresso
em cloreto de sédio. Os sais minerais do soro de leite, aquando da ultrafiltragao, passam para
o PUFC, justificando assim a elevada percentagem de cloretos soluveis aquando comparado
com o CLPS. Todavia, e como ¢é sabido, o PUFC durante a Ol pode apresentar perdas deste

sal, dada a sua solubilidade, que pode ser eliminado juntamente com a agua.

54



O produto final nao apresenta fibra bruta, pois, qualquer uma das partes do soro de
leite (CLPS e PUFC) é isenta de fibra, e s6 o tomate poderia contribuir para uma percentagem
de fibra, uma vez que, tem cerca de | % a 2 % de fibra (Almeida, 2006). A fibra encontra-se na
casca, na polpa e nas sementes deste fruto, logo como so6 se utiliza o sumo, a fibra fica retida

no residuo (casca, polpa, sementes).

A concentragao dos minerais, potassio, sodio, zinco e fésforo, sofre um incremento ao
longo do processo de maturagao do tomate, independentemente da variedade do mesmo. O
fosforo no fruto depende da variedade e pode oscilar entre 0,007 % a 0,012 % (Costa, 2009).
De acordo com a morfologia do tomate, o fosforo, tal como outros minerais, situa-se na polpa.
O facto de se ter submetido o tomate a um processo mecanico para extrair apenas o seu
sumo, € evidente que parte deste mineral tenha ficado retido no residuo. Sabendo que o leite
€ uma matriz rica em fosforo, também o soro de leite apresentara na sua composigao fosforo,
embora, em quantidades bem maiores (0,9 %), de acordo com Mantovani (2015). Consoante
publicagoes, o valor relativo ao foésforo, tanto no produto proteico (0,94 %) como no

energético (0,97 %) é mais proximo da realidade percentual do soro do que da do fruto.

O resultado referente a gordura era expectavel para ambos os produtos: 0,30% para
o proteico e 0,20 % para o energético. O soro de leite foi desnatado, passando de 0,6 % para
0,04 % de gordura. Analisando a percentagem deste parametro no CLPS, de acordo com a
bibliografia, este apresenta uma variagao entre | % a 5 % (Pereira et al., 2014), logo o valor de
gordura do nosso produto apresenta-se inferior. Contudo, apresenta-se ligeiramente superior,
quando comparado com o valor apresentado na investigagao de Borralho (2015). Todos estes
valores se apresentam superiores ao valor apos a desnatagao, dado que com a UF, a gordura
ainda presente, fica concentrada. Por outro lado, para o PUFC o intervalo referido é de 0 % a
| % (Pereira et al., 2014), no qual o valor do produto final onde esta matriz foi utilizada, se
encaixa (0,20 %). Também este valor é superior ao mencionado para a percentagem de
gordura no soro de leite apds a desnatagao, uma vez que o PUF obtido do processo de
ultrafiltragao é sujeito a uma Ol para concentrar a lactose e os minerais e remover grande
parte da agua, originando o PUFC. Este resultado era previsivel, ja que é sabido que o tomate
nao iria contribuir significativamente para este parametro, dado que é um fruto com baixo
teor em gordura (0,2 %) (Almeida, 2006). Alias, consoante a variedade, esta percentagem é
flexivel, mas tem um valor maximo de 1% (Costa, 2009). Porém, quando se fala do repiso
deste fruto, ou seja, o sobrante deste (casca, semente e celulose), o valor aumenta para 5 %
(Roca, 2009). Por isso, a probabilidade do soro de leite em contribuir para o teor de gordura

no produto final era esperada. Comparando com os produtos da Toal (proteico e energético)
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de morango, a percentagem de gordura (0,3 % para ambos) apresenta-se semelhante aos

valores apresentados na tabela n°l2 para ambos os produtos desenvolvidos neste projeto.

O soro de leite, como exposto (3.2), sofre um processo de UF que, nao sé permite
separar o CLPS e o PUF, mas também concentrar a proteina e diminuir a percentagem em
agua, que pode passar de 94 % em soro inteiro para 85 % em CLPS (Borralho, 2015). E de
ressalvar que mesmo apds a Ol, o PUFC ird apresentar uma maior percentagem de agua
quando comparado com CLPS. Sabendo que o tomate apresenta uma composi¢ao elevada em
agua (90 % a 95 %), o seu sumo sera rico em agua, levando a que os produtos desenvolvidos
apresentem uma percentagem de humidade na ordem de grandeza 88,42 % (produto proteico)
e 93,45 % (produto energético). O valor percentual para o CLPS do produto desenvolvido
demonstra-se ligeiramente superior quando comparado com dados expostos na literatura
(Almeida, 2006; Costa, 2009; Slavov, 2017). Comparativamente aos produtos com morango
da Toal, os valores de humidade aqui determinados apresentam-se superiores, porque hos
produtos Toal usa-se o fruto inteiro, acabando por apresentar uma firmeza na sua consisténcia
diferente a2 do sumo, mesmo sabendo que o morango é composto por 90 %-95 % de agua

(Frangoso et al., 2008).

A humidade e os sélidos totais podem ser analisados em conjunto, uma vez que estao
inversamente relacionados. A percentagem de sélidos totais da amostra do produto final
proteico foi de | 1,58 %, valor inferior ao intervalo apresentando para a matriz utilizada (CLPS),
I5% a 20 % (Pereira et al., 2014). Tendo em conta o produto energético, o valor para os
solidos totais foi de 6,55 %, percentagem inferior ao intervalo atribuido ao PUFC, 10 % a 15 %
(Pereira et al., 2014). Mas, em ambos os casos, valores superiores aos solidos totais

provenientes do tomate, que se revela nos 6 % (Roca, 2009).

A andlise fisico-quimica do conteido em hidratos de carbono, no leite, e
posteriormente no soro de leite inteiro, revela-se maioritariamente como lactose: para o leite
de vaca, uma percentagem de 4,7 %; para o soro um valor de 4,2 % (Azevedo, 2015). Devido
ao processo laboratorial utilizado, ultrafiltragao, a membrana a que se recorre apresenta um
poro com uma dimensao superior a dimensao molecular da lactose, permitindo, assim, que
esta passe para o permeado (PUF) e mantenha a concentragao original da alimentagao no
CLPS (Pereira et al, 2014). O CLPS sofre uma fermentagao lactica por 20 horas por
organismos fermentadores (Lactobacillus sp e probidticos de mistura CPRI (Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacilluscasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus
paracasei paracasei) que consomem hidratos de carbono. Assim, conforme o descrito, os

hidratos de carbono, essencialmente a lactose, encontram-se no permeado com percentagens
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entre os 4,2 % e 4,8 %. Contudo, como este permeado € sujeito a uma osmose inversa, a
lactose vai-se concentrar, sabendo que o fator de concentragao utilizado foi de 3 vezes mais,
as percentagens relativamente a este hidrato de carbono rondam os 12,6 % e os 14,4 %. O
PUFC também foi fermentado sob as mesmas condigoes do CLPS, permitindo que a lactose
fosse consumida. Porém, como o PUFC apresenta uma maior percentagem deste hidrato,
procedeu-se a degradagao, obtendo glicose e galactose. A degradagao foi auxiliada pela enzima
lactase do microrganismo Kluyveromyces lactis, para que o produto pudesse ser consumido
pelos regimes alimentares mais exigentes, intolerantes a lactose. Ao abrigo da legislagao da
rotulagem (Decreto-Lei n.° 62/2017), os produtos alimentares dirigidos para esta dieta
especifica, tém de apresentar uma percentagem inferior ou igual a 0,001 %, para serem
considerados isentos de lactose ou poderem apresentar uma proporgao igual a | % para

apresentarem a denominagao de “baixo teor em lactose”.

Relativamente aos hidratos de carbono nos produtos finais, sao maioritariamente
agUcares provenientes do sumo de tomate, dado que o fruto é composto por agucares e
rondam os 6 % destes compostos (Costa, 2009; Nakamura et al., 2017). Como no final o que
se tem é sumo de tomate, é previsivel que existam perdas destes compostos. Como tal, o
valor nos produtos finais varia de 3,45 % a 4,35 %, proteico e energético, respetivamente.
Ambos se encontram normalizados, sendo que a percentagem do produto energético é
superior, consequéncia da presenca da glicose e da galactose. Comparativamente ao produto
com morango, ambos os valores aqui estudados sao inferiores. Isto ocorre porque o morango
por si s6 tem uma percentagem de 8 % de agUcares e, também, porque nos produtos Toal

usou-se a polpa, adicionando sacarose por questoes meramente sensoriais (DGS, 2018).

Em conformidade com Pereira (2014), o CLPS apresenta um intervalo entre 6 % a 10 %
para a composicao proteica, dado este também corroborado pelo estudo realizado por
Borralho (2015). O valor calculado para a composigao em proteinas do produto aqui analisado
foi de 7,19 %, indo ao encontro das informagoes disponibilizadas anteriormente. Este valor,
comparado com a percentagem de proteina do produto com morango, é inferior (9 %),
podendo ter ocorrido uma menor taxa de concentragao da proteina durante o processo de
UF, o que pode ter influenciado um valor mais baixo. Todavia, o valor obtido é validado por
estudos realizados por Borralho (2015), Pereira (2014) e Tavares (2012).

Em relagao ao PUFC, este é caracterizado com um intervalo de 0,5 % a 4 % de proteina,
intervalo que inclui a ordem de grandeza obtida para a percentagem de proteina no nosso

produto energético final, | % (Pereira et al., 2014).
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Apesar de se saber que o tomate apresenta proteina na sua composi¢ao (I % a 2 %),
este valor é diminuto quando comparado com a contribuigao proteica do soro (Costa, 2009;
Nakamura et al., 2017). Concluindo, a proteina apresentada nos produtos finais ¢é

maioritariamente proteina animal e nao vegetal.

A denominagao das duas bebidas, como produto proteico e produto energético,
assenta na sua composi¢ao nutricional. Assim, a denominagao de produto proteico assenta na
elevada percentagem de proteina para um produto desta origem. O produto energético, é
assim classificado dado a presenca, essencialmente, de agucares naturais (glicose e galactose),
como ja descrito (1.7.1), que s3o unidades basicas de energia para o organismo. Calculou-se o
valor energético (k] e kcal) para ambos, sabendo que para este parametro so entra os valores
relativos a proteina, gordura e hidratos de carbono e cada um deles contribui com valores
estipulados de 4 kcal, 9 kcal e 4 kcal, respetivamente. Assim, o produto proteico apresentou
um valor energético de 45,26 kcal (190,19 k) e para o produto energético, os valores foram

de 23,20 keal (97,44 kj).

4.2 Sistema de inibicao do radical DPPH e teste do branqueamento do B-Caroteno

Os resultados obtidos da determinacao de inibicio do radical DPPH e do teste do
branqueamento do [B-caroteno sio apresentados na tabela n°14. Os valores sio apresentados
em mg de ET/g e percentagem de inibigao (IP %) (Anexo IV), de modo a facilitar comparagoes

com a literatura. Sabe-se que quanto maior for a absorvancia obtida menor sera a % de DPPH’

(Abreu et al.,, 2012; Marques, 2017; Nunes, 2012; Shimamura et al., 2014).
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Tabela n°14- Teste de inibicao do radical DPPH com resultados expressos em mg equivalentes de
Trolox por g de extrato (mg ET/g extrato) e % de inibicdo. Teste do branqueamento do [3-caroteno
com resultados expressos pelo coeficiente de atividade antioxidante (AAC). Todos os resultados
apresentam média £ DP, n=3.

DPPH’ Branqueamento do
Extratos das mg de ET/g % de inibicio  P-Caroteno (AAC)
Amostras de extrato
Fruta (tomate e 0,0018 + 0,0007 5,64 + 0,67 43,80 * 5,37
cenoura)
Produto Proteico  0,0009 + 0,0001 5,58 + 0,50 28,10 £ 4,70
Produto 0,0008 + 0,0001 5,45 £1,61 15,65 + 2,71

Energético

Fazendo uma analise geral dos resultados obtidos, verifica-se que tanto para o ensaio
de inibicio de DPPH’, como para o teste de branqueamento do B-caroteno, o extrato de
tomate com cenoura manifesta valores superiores (5,64 % e 43,80 AAC).

No ensaio de inibicao do DPPH’, a % de inibicao para todos os extratos € reduzida,
comparativamente aos dados da literatura, o que nos permite afirmar que a presenga de DPPH’
€ também baixa. Considerando a diversidade de metodologias aplicadas pelos varios autores
para o ensaio de inibicao do radical DPPH’, desde a concentragao da proépria solugao de
DPPH’, a quantidade adicionada da solucio de DPPH’, quantidade de amostra, periodo de
incubagao, as diversas formulas existentes para o calculo do Trolox e, ainda, as unidades em
que se apresenta a atividade antioxidante, tudo isto, desencadeia uma elevada diversidade, o
que torna dificil qualquer comparagao.

Por exemplo, a solu¢ao de DPPH’ pode apresentar diferentes concentragées como, 5
x 10 °M; 0,2 mM; 0,2 mg /mL e a que foi utilizada neste estudo detém um valor de 14,2 pg/mL
(Abreu et al., 2012; Erkan, et al., 2008; Melo et al., 2012).

Na bibliografia encontram-se estudos que expressam a sua atividade antioxidante em
mg de acido ascérbico/100 g, mmol de molonaldeido/g (Pieniz et al, 2009), % atividade
antioxidante (Monteiro et al., 2008), % de inibicao (Melo et al, 2006) mg/100 g VCEAC
(atividade antioxidante equivalente em vitamina C) (Kuskoski et al., 2005), mg/100 g TEAC
(atividade antioxidante equivalente ao Trolox) e ymol TEAC/g de peso fresco (Toor et al.,
2005), uM Trolox/g de polpa de tomate (Pérez-Jiménez et al., 2006; Sucupira et al., 2012).
Outra variavel enfatizada, foi a utilizagdo de métodos distintos para avaliar a atividade

antioxidante, como o método ABTS (acido 2,2 - azino - bis(3-etilbenzoti-azolin) - 6-sulfonico),
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método ORAC (capacidade de absorcao de radicais livres de oxigénio) e o método FRAP
(poder redutor do ferro), (Erkan et al., 2008; Sucupira et al., 2012).

Relativamente ao ensaio do B-Caroteno, podemos afirmar que na generalidade, os
valores obtidos apresentam-se elevados quando comparados com os valores para o ensaio do
DPPH, sugerindo, uma influéncia positiva pela presen¢a da cenoura (Daucus carota L.), A
cenoura é um hortofruticola que pertence ao grupo das raizes tuberosas da familia Apiaceae,
e do ponto de vista nutricional é composta por macronutrientes e micronutrientes, entre os
quais o B-caroteno, um dos carotenoides que é responsavel pela sua tao caracteristica cor
alaranja. Thurmann (2002), no seu trabalho apresentou uma analise ao B-caroteno, numa
bebida que continha 80 % de sumo de frutas e 20 % de sumo de cenoura, tendo como
resultado uma contribuicao de || % deste carotenoide. Saliento que a percentagem de sumo
de cenoura, anteriormente referida, é igual a utilizada neste trabalho.

De acordo com outros autores, os valores para o P-caroteno sao expressos em
mg/100g de peso fresco ou em mg/100 g de peso seco (Barba et al., 2006; Caris-Veyrat et dl.,
2004).

Além das numerosas metodologias disponiveis para a determinagao da atividade
antioxidante (AAT), a estas estao inerentes interferéncias, bem como, dentro da mesma
metodologia, pode ocorrer discrepancias por utilizacio de valores distintos para a
temperatura (°C), quantidade de extrato ou solvente.

E de salientar que o tomate é um fruto cuja composicio é maioritariamente licopeno
(80 % -90 %). Como tal, sendo ele um carotenoide com elevado poder antioxidante, a AAT

do tomate corresponde a presenca deste caroteno.

4.3 Determinacao do conteildo em compostos fenolicos e em flavonoides

Para a determinagao dos compostos fendlicos e flavonoides recorreu-se aos métodos
(3.6.6 e 3.6.7) para as 3 amostras: fruta (tomate e cenoura), produto proteico com fruta e
produto energético com fruta.

Os resultados obtidos para o extrato de fruta, assim como para as amostras do
produto proteico e energético, todos eles preparados em laboratorio, apresentam-se na

tabela n°I5.
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Tabela n°15- Conteido em compostos fenolicos com resultados expressos em mg de equivalentes
de acido galico por g de extrato (mg GAE/g extrato) e contelldo em flavonoides expresso em mg de
equivalente de epicatequina por g de extrato (mg ECE/g extrato). Os resultados correspondem a média
+ DP, n=3.

Conteido em Conteido em
Extrato das Amostras compostos fendlicos (mg compostos flavonoides
GAE/g extrato) (mg ECE/g extrato)
Fruta 1,68 + 0,08 0,08 + 0,03
Produto Proteico 0,89 = 0,07 0,07 =+ 0,03
Produto Energético 0,74 + 0,02 0,04 + 0,03

Analisando os resultados, verifica-se que o extrato correspondente a fruta (tomate e
cenoura) revela um maior conteudo tanto em compostos fendlicos como flavonoides, algo ja
expectavel, uma vez que, os produtos, proteico com fruta e energético com fruta, sofreram
uma adi¢ao de uma matriz liquida, promovendo uma diluicao destes compostos. Comparando
os valores da tabela n°l5 verifica-se que para os compostos fendlicos as diferengas sao
significativas (> 0,05), nao sendo visivel esta situagao nos flavonoides.

Na literatura sucedem-se imensos estudos que tém por base o tomate (in natura ou
processado), para o qual foram determinados os parametros mencionados. Em relagao aos
compostos fenolicos, os valores analisados apresentam variagdes consoante a metodologia
utilizada para avaliar os parametros, bem como as unidades em que os resultados sao
expressos, o solvente de extragao e ainda a propria amostra. A maioria dos estudos aqui
reportados utilizou para a extragao solventes organicos, sendo que o metanol foi o predileto
da maioria, deixando o etanol e acetona, entre outros, de lado.

Como exemplo, Melo et al. (2006) usaram o metanol com solvente extrator para além
de dois intervalos de amostra, 0,03 g a 0,4 g de amostra /0,ImL e 0,06 g a 0,8 g de amostra
/0,ImL, obtendo valores para o teor em compostos fenolicos, 60,88 pg /0,ImL e 121,76 pg
/0,1 mL, respetivamente, a cada intervalo de amostra. Por outro lado, Abreu et al. (2012)
avaliaram a polpa de tomate in natura e quando sujeita a processo térmico por dois tempos
diferentes (15 min e 90 min). Verificaram, assim, que o valor maximo para a presenga destes
compostos ocorria aos 90 min, passando de 20 mg/100 g de polpa para 50 mg/100 g de polpa,
comprovando que o tratamento térmico favorecia a libertagao destes compostos da matriz
celular. Monteiro et al. (2008), analisaram a presenga destes compostos em polpa de tomate
industrializada e em tomate inteiro, sendo os resultados 3,562 pg/mL de acido gilico e
4,018 pg/mL de acido gilico, respetivamente. George et al. (2004) referem que a pele do

tomate apresenta uma composicao em fenodlicos de 10,4 mg/100 g a 40 mg/100 g de peso
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fresco, enquanto a sua polpa, para o mesmo parametro, apresenta valores inferiores, 9,20
mg/100 g a 27 mg/100 g de peso fresco. Similarmente, Lucera et al. (2018) efetuaram analises
a pele do tomate apresentando o valor de 4 mg de GAE/ g de amostra seca.

Também as condigoes agricolas em que a amostra cresceu podem influenciar a
composicao. De acordo com Caris-Veyrat et al. (2004), que tinham como amostra de estudo
tomates organicos e convencionais, os tomates de origem organica apresentaram uma maior
concentragao em compostos fendlicos do que os convencionais. Consequentemente, as
diferentes variedades deste fruto também sao uma varidvel a ter em conta no teor de
compostos fenolicos em tomate. Vizzotto et al. (2012) demonstraram que esta variedade pode
refletir-se na composicao em fenodlicos num intervalo de 65,01 mg a 223,15 mg de equivalente
de acido clorogénico/l100 g de amostra seca. Por (ltimo, um estudo que apresenta a
composicao em fenodlicos para as diferentes partes constituintes do tomate (pele, polpa e
sementes) in natura e liofilizado verificou que no tomate ao natural, os valores foram 12,7 mg
GAE/100 g na polpa, 22,0 mg GAE/100 g nas sementes e 29,1 mg GAE/100 g na pele, enquanto
no tomate liofilizado os valores finais foram inferiores, mas a variagao entre eles foi igual, maior
composicao na pele e menor na polpa, (Toor et al.,2005).

Nenhum destes estudos possibilita uma comparagao direta com os extratos aqui
utilizados devido a complexa composicao que pode desencadear interagoes sinérgicas ou
antagonicas entre os varios compostos (Melo et al., 2006). Isto &, as desigualdades existentes
podem dever-se nao sé aos métodos de extragao, como as modificagdes nas metodologias
utilizadas, mas sobretudo a diferente variedade de tomate utilizada, bem como a adicao de
outro hortofruticola (cenoura) e de bases de origem lactea (soro de leite).

No estudo de Toor et al. (2005), o padrao a que se recorreu foi rutina, expressando-
se os resultados em mg de equivalentes de rutina/100 g. Como ocorrido para os fendlicos, a
pele do fruto apresenta uma maior concentragao de flavonoides, 20,4 mg de rutina/100 g,
quando comparada com a polpa do mesmo, 8,2 mg de rutina /100 g.

Savi et al. (2007) investigaram a composi¢ao ao nivel destes compostos em tomate
convencional e organico, demonstrando que o convencional apresentava uma diferenga por
excesso de 0,04, ou seja, a sua composicao era de 3,3 mg/100 g. Ainda neste estudo, foi
abordada a influéncia de um tratamento térmico para aumento destas substancias quimicas.
Verificou-se que apds um tratamento térmico, a composi¢ao continuava a ser superior no
tomate convencional, quando comparada com o organico, 5,06 mg/100 g. Um estudo mais
recente, Lucera et al. (2018), apresentou uma composi¢ao na pele de tomate de 2,21 mg de

quercetina/ g de amostra seca.
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O numero de trabalhos cientificos que avalia este critério como um parametro refletor
da atividade antioxidante é muito escasso, quando comparado com compostos fenolicos.
Também nao foi possivel realizar nenhuma comparagao direta, porque estes apresentam
unidades finais dos resultados diferentes das que foram utilizadas neste projeto.

Concluindo, em relagao aos resultados obtidos neste estudo, pode-se verificar que os
valores para os compostos flavonoides sao bem inferiores aos compostos fendlicos sobretudo,

quando comparamos os produtos proteico e energético.

4.4 Determinacao do teor em licopeno

Para a execugao da anilise ao licopeno, através da técnica HPLC, utilizaram-se 5
concentragoes, entre 0,5 uyg/mL a 2,5 pg/mL, do padrao licopeno (Anexo VII). Esta anilise foi
realizada a fruta (tomate e cenoura) produto proteico, produto energético, ao CLPS e PUFC
fermentados e nao fermentados. Dado a discrepancia de valores, entre as amostras, analisou-
se as bases lacteas, concluindo que estas nao contribuem para a concentragao final de licopeno
calculado nas amostras.

Na figura n°l4, encontram-se representados os cromatogramas obtidos,
respetivamente, para amostras de fruta (A), produto proteico (B) e produto energético (C),
no que se refere a determinagao do licopeno.

O teor médio (calculado através da média das areas obtidas) para a fruta (tomate e
cenoura), produto proteico e produto energético foi de 0,033 mg/100 g, 0,1 10 mg/100 g e de
0,057 mg/100 g, respetivamente. Através destes dados € visivel um acréscimo de licopeno no
produto proteico comparativamente aos outros dois. Consequentemente, procedeu-se a
andlise do licopeno no soro e no soro fermentado (Anexo VIIl), apesar de ja se saber que
estes nao teriam a presenga deste antioxidante, concluindo-se através da HPLC que o licopeno
nao faria parte da sua constituicao. Descartou-se, assim, a hipotese de que poderia ser a base
lactea responsavel pelo incremento deste carotenoide no produto final.

Como ja disse, os carotenoides podem formar complexos com as proteinas, uma vez
que, este composto bioativo apresenta uma afinidade elevada para a superficie hidrofobica das
proteinas. Nunes (2012), no seu estudo apresentou andlise aos carotenoides, compostos
fendlicos e flavonoides num produto com “leite fermentado + fruta”, para o qual ao fim de 14
dias verificou uma maior concentragao de carotenoides, comparativamente ao dia zero. Estes
valores correspondem a maior complexagao com as proteinas presentes na matriz alimentar
conduzindo para uma biodisponibilidade elevada, que consoante as condicoes do meio (pH,
temperatura, teor existente de proteina ou de compostos antioxidantes) pode variar.
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Os valores respeitantes ao licopeno para sumo de tomate, de acordo com Hallmann
(2013) num estudo realizado com sumo deste fruto em 2008 foi de 14,80 mg/100 g, embora
em 2009 fosse de 13,15 mg/100 g de licopeno. Viuda-Martos (2016) apresentou teores de
licopeno no sumo de tomate de 7,13 mg/100 g, enquanto noutros estudos sao apresentados
valores que variam entre 7,83 mg/100 g e 10,76 mg/100 g (Perveen et al., 2015). Os dados
obtidos neste Ultimo estudo foram mais elevados, dado que em todos eles, o fruto (tomate)
foi todo triturado, fazendo parte da sua constituicao: pele, polpa e sementes. No nosso estudo,
o sumo de tomate nao foi obtido por trituragao, mas por um processo mecanico que permitiu
a separagao das sementes e da pele. Acresce a condicionante de que ao sumo de tomate foi
adicionado, ainda, sumo de cenoura e uma base lactea, nao se tratando assim, de um produto
final 100 % de sumo de tomate. Este facto promove um fator de dilui¢ao do licopeno no final
levando a que os valores analisados por HPLC nos produtos aqui desenvolvidos se apresentem
inferiores aos descritos por outros que so6 utilizaram sumo de tomate. Outra condicionante
neste trabalho, passa pela auséncia de um processo térmico que nos outros estudos faziam
incidir no fruto, obtendo melhores resultados, uma vez que, com a temperatura utilizada sobre
o tomate, as membranas dos cloroplastos quebravam-se e este carotenoide migrava para a
matriz alimentar. Além do estado de maturagao do fruto, fator que muitos autores descrevem
como o maior influenciador da presenca de licopeno no produto alimentar. O tomate utilizado
neste trabalho nao se apresentava muito maduro, dada a rigidez que ainda lhe é caracteristica

(Costa,2009; Marques, 2015).
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Figura n°14- Cromatogramas resultantes da analise do licopeno na fruta (A), produto proteico (B) e

produto energético (C).
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Capitulo V- Conclusao
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A realizagao da presente dissertagao centrou-se no desenvolvimento de dois novos
alimentos com soro de leite e tomate. Esta escolha foi baseada, em parte, pelo elevado
desperdicio alimentar que resulta da produgcao de ambos. A esta motivagao, aliaram-se
também as caracteristicas nutricionais que apresentam individualmente, e da sua combinagao,
relevante para a saude: carga antioxidante, probidtica (mistura CPR | (Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacilluscasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus paracasei
paracasei), proteica e energética avaliadas neste projeto.

O desenvolvimento destes produtos pretende também, além do mencionado,
satisfazer necessidades do mercado e da industria alimentar, criando uma solugao para
rentabilizar ao maximo as suas matérias-primas, aliando esta producao a conceitos como a
sustentabilidade ambiental.

Otimizou-se a formulagao para ambos os produtos, com base em provas sensoriais
realizadas a voluntdrios, nas quais foram avaliados os seguintes parametros: cor, textura,
cheiro e sabor. Através destes testes, conseguiu-se perceber que a cultura gastronémica
portuguesa colocava entraves e nao apreciava os produtos apenas com tomate. Assim,
adicionou-se um legume, a cenoura, para contrabalancar o sabor agridoce do tomate, tendo
resultados bem mais satisfatorios nas provas sensoriais.

Os ensaios permitiram concluir que a combinagao destas matérias-primas apresentava
caracteristicas nutricionais vantajosas para o consumo do ser humano, além da boa aceitagao
que teria junto dos consumidores.

Os resultados obtidos para a caracterizagao nutricional dos produtos assentam na
isengao de lactose e no baixo teor em gordura. Para o produto proteico a percentagem em
proteina (7,19 %) é bastante atrativa para a atual procura, que se faz sentir, no mercado
alimentar.

A fruta (sumo de tomate e cenoura) foi das 3 amostras a que continha teores
superiores para compostos fendlicos, flavonoides e capacidade antioxidante. Enquanto que
para os produtos desenvolvidos os teores foram inferiores, dado ao fator diluigao que ocorre
com a adigao de 100 mL de cada matriz (CLPS e PUFC) a uma quantidade total de 150 mL de
sumo (100 mL de sumo de tomate e 50 mL de sumo de cenoura).

O produto proteico, para a avaliagao do teor de licopeno, apresenta valores superiores
comparativamente as outras amostras (3,3 pg/mL).

Todavia, no decorrer deste estudo surgiram algumas questoes pertinentes,
merecedoras de futuros estudos, visando enriquecer os produtos e esclarecer algumas

duvidas:
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I) (embora esta ordem seja perfeitamente arbitraria e indo de encontro ao pretendido
inicialmente para este projeto) desenvolver os produtos com tomate congelado sem que a sua
descongelacao influenciasse negativamente os produtos finais quanto as suas caracteristicas
nutricionais e sensoriais, uma vez que se verificou que o processo de descongelagao do tomate
utilizado nao se revelou eficaz (e por isso se recorreu ao tomate fresco para realizar este
trabalho no periodo de tempo disponivel);

2) avaliar a influéncia da utilizagao de um processo térmico e do estado de maturagao
do tomate, nos parametros (composicao centesimal, capacidade antioxidante, determinagao
dos compostos fenolicos, flavonoides e licopeno) aqui avaliados para os produtos finais, com
o objetivo final de verificar se ha diferengas significativas nos valores, e se esses sao inferiores
ou superiores aos obtidos;

3) desenvolver estudos para esclarecer a interagao que ocorre entre os compostos
bioativos (sobretudo licopeno) e as proteinas lacteas, existentes na matriz alimentar,
otimizando as ag¢oes sinérgicas para delinear um perfil antioxidante. Para isso, sera necessario
realizar essa anadlise ao longo do tempo, para comprovar que uma possivel complexagao se
mantém, ou hao, bem como, efetuar a andlise consoante variagdes no meio (pH, temperatura
e teor em proteina). Esta pesquisa, de ambito nutricional, é essencial para que seja possivel
fornecer informagoes mais assertivas sobre o perfil antioxidante destes produtos alimentares
com uma possivel valorizagao e disponibilizagao no mercado alimentar;

4) atendendo ao que referiu relativamente ao tomate, ha propriedades bioldgicas que
carecem de ser estudadas, com ensaios in vivo, tais como a influéncia do licopeno num estado
pré-obesidade, colesterol e diabetes mellitus tipo Il. Através destes estudos seria possivel
avaliar uma eventual dose recomendada, para que haja uma resposta do alimento no organismo
humano, tendo em conta as devidas extrapolagoes animal - ser humano;

5) também em relagao ao soro de leite, seria de interesse, sobretudo industrial, acoplar
ao processo de ultrafiltragao um sistema de degradagao enzimatica da lactose, cujas enzimas
se encontrassem imobilizadas, tornando a produgao dos produtos mais ecossustentavel e com
potencial de comercializagao bem mais atrativo.

Em jeito de conclusao final, verifica-se que o trabalho desenvolvido foi de extrema
importancia, nao so pelos resultados obtidos como pelas questoes levantadas, mas sobretudo
porque se demonstrou que os subprodutos estudados podem deixar de ser apenas tratados
como “lixo” ganhando estatuto como potencial para o desenvolvimento de novos produtos
com caracteristicas benéficas para a salde, economicamente e ambientalmente sustentaveis,

dando resposta aos anseios dos consumidores do século XXI.
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Anexos |

MEDIA

Média Industria Lacticinios

Meédia Industria

— cama oy ? e i sk,
Soélidos Suspensos Totais 24 - 5700 - 1100
cao - - 12000
CBOx 450 - 4790 1885 5400
Oleos e Gorduras - - 380
Azoto 15-180 76 160
Fosforo 11-160 50 110
Sadio 60 -807 - >
Cloreto 48 - 469 276 =
Calcio 57 -112 - >
Magnésio 25-49 - -
Potassio 11-160 67 '
pH 4-12 7.1 -

Composigao das aguas residuais da indUstria queijeira (mg/L), (Costa, Eurico, 201 I).

Anexo Il
Parametros Valores Miximos Admissiveis Expressdo dos Resultados
CBOga 2070 500 mg Ok
Coc 1000 mg Ll
88T 1000 mig A
pH Szph<0 -
Tempearatura <45 o
Cleos e gorduras 250 mgl
Condutividade 3000 pSicm
Cloreios totais 150 mg Cil
Boro i mg Bl
Arsénio total. 0,5 mg As'l
Chumbo total 0,5 mg P&
Cianetos totais 0,5 mig ChFl
Cobre total 1 mg Gl
Cramio
-hexavalanta 2 mg Cr v
-trivalonts 2 myg Gr {IlIV
Femo tofal 225 mg Fel
Migueal total 2 ma Nil
Zal&nio todal 0,08 mg Sal
Zineco total 5 mg Znl
Mercurio 0,08 mg Hg'l
Prata 1 mg Ag'l
Cadmio 0,2 mg Gdl
Metais pesados (tofal) 0 mivl
Hidrocarbonetos tofais 50 migvl
Cloro residual disponivel total z mg Cil
Fendis i mig CeH:OH
Sulfuratos z mg S
Azato amonizcal 100 mg MH
Detargantas (lauril-suliato) 50 mivl

Valores legislados para as aguas residuais industriais descarregadas para os coletores publicos pela
Camara Municipal de Celorico da Beira (Costa, Djamila, 201 1).
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Anexo lll.

10/01/2018

Fermentacao

das
proteica
aclcares
(20
minimo)

bases,
e

horas

11/01/2018

Receita |

I tomate congelado;
| cenoura

7 g sacarose;

100 mL de CLPS;

I tomate congelado;
| cenoura

7g de sacarose;

100 mL de PUFC.

Provas:
Tomate congelado
demasiado verde e

detém muita agua.
Mesmo com a
cenoura nao
disfarca.

12/01/2018

Receita 2

| tomate fresco;
45g de manga;

5g de sacarose;
100 mL de CLPS;
Sumo de | laranja.

| tomate fresco;
45g de manga;

5g de sacarose;
100 mL de PUFC;
Sumo de | laranja.

Provas:

Com a adicio de
sacarose nao se
detetava nenhum

sabor, ponto negativo,
pois parecia um mero
xarope. A adicdo
também do sumo de
laranja para o CLPS

Receita 3

| tomate fresco;
| cenoura;

|0g de sacarose;
100 mL de CLPS.

| tomate fresco;
| cenoura;

10g de sacarose;
100 mL de CLPS.

Provas:  sentia-se
muita acidez da
conjugagao do
tomate com a
cenoura.

15/01/2018

Fermentacao das
bases, proteica e
aglcares
(20

minimo)

horas

16/01/2018

Receita 4

| tomate fresco;

| cenours;

Sumo de uma laranja;
3g de sumo de limao;
2,5 g de sacarose;

| tomate fresco;

| cenoura;

Sumo de uma laranja;
3g de sumo de limao;
2,5 g de sacarose;
100 mL de PUFC.

Provas:

J& nio sabia tanto a
mas

xarope,
continuava acido.

Receita 5

| tomate fresco;

45g de manga;

Sumo de uma laranja;
3g de sumo de limao;
2,5 g de sacarose;
100 mL de CLPS.

| tomate fresco;

45g de manga;

Sumo de uma laranja;
3g de sumo de limao;
2,5 g de sacarose;
100 mL de PUFC.

Provas:

Ficou bom, mas
manga encarece todo
O processo.



17/01/2018

Receita 6 Receita 7

2 tomate fresco;

2 tomate fresco;
50 mL de sumo de

50 mL de sumo de

maga; cenoura;
50 mL de CLPS; 50 mL de CLPS;
lg sacarose; lg sacarose;
[,5 g de sumo de limao; 1,5 g de sumo de
limao;

Sumo de "2 laranja.
Sumo de "2 laranja

'/2 tomate fresco;
50 mL de sumo de mag3;
50 mL de PUFC;
lg sacarose;
1,5 g de sumo de limao;
Sumo de "2 laranja
'/2 tomate fresco;
50 mL de sumo de cenoura;
50 mL de PUFC;
| g sacarose;
1,5 g de sumo de limao;
Sumo de Y2 laranja,
Provas:
Ja ndo se notava os
grumos da cenoura,
visto que era sumo.
Mas continuava a ser
ligeiramente acido.

Provas:
Fica muito agradavel de
se beber, mas ja ocorria
oxidagao por parte da
magca.

19/01/2018
Receita 8

Y2 tomate fresco;
2 maga;
50 mL de CLPS;
| g sacarose;
1,5 g de sumo de limao;

'2 tomate fresco;
Y2 maga;
50 mL de CLPS;
Og sacarose;
1,5 g de sumo de limao;

Provas:
A textura ficou mais de papa de fruta e
o sabor nao se apresentava intenso a
nenhum dos frutos.

23/01/2018

Receita 9

| tomate fresco de cacho;
1,5 g de sumo de limao;
100 mL de PUFC;

Receita | |
| tomate fresco de cacho;
100 mL de CLPS;
Ig de aglcar;
[,25g de sumo de limao;
| laranja.
| tomate fresco de cacho;
100 mL de PUFC;
Ig de aglcar;
[,25g de sumo de limao;
| laranja.

Provas:

Na receita 9 o tomate
predomina o sabor, para nés
portugueses que nao detemos
esta gastronomia de sumo de

tomate é desagradavel.

A receita | | apresenta um
sabor bastante agradavel
mascarado com a laranja inteira.

Tabelas correspondentes as formulagoes testadas dos produtos.

Receita 10

| tomate cacho; |,5g de sumo de limao;
100 mL de PUFC;
'/ maca

Receita 12
100 mL de CLPS;
100 mL de sumo de tomate de cacho;
50 mL de sumo de cenoura;
1% de sal.

100 mL de PUFGC;
100 mL de sumo de tomate de cacho;
50 mL de sumo de cenoura;
1% de sal.

Provas:

A receita | e foi aquela que obteve uma
maior recetividade por parte dos
voluntarios. Sendo selecionada como a
formulagao definitiva, pois os consumidores
acharam que o sal cortava um pouco do
sabor intenso do tomate.



Anexo IV.

Curva de Calibracao DPPH
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Anexo VI.

Curva de Calibracao dos Flavonoides
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Anexo VII.

Curva do Licopeno
300000

250000 y = 108757x - 13072
R? = 0,9949

200000

150000

Area

100000

50000

0 0,5 I 1,5 2 2,5 3

Concentragao de licopeno (ug/mL)



Anexo VIII.
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Minutes

Minutes

A e B) cromatogramas da analise do licopeno no
CLPS e PUFC apos fermentagao, respetivamente.
C e D) cromatogramas da analise do licopeno no CLPS e PUFC antes da fermentagao, respetivamente.



