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Palavras-chave

Resumo

Armazenamento hiperbarico, sumo de melancia, conservagao
alimentar, refrigeracdo, carga microbiana, parametros fisico-
quimicos.

O armazenamento hiperbarico (AH) é um método de conservagao
alimentar que se baseia no uso da pressdo como principal fator para
retardar a acdo microbiana e de degradacdo de qualidade de forma a
aumentar o tempo de vida Gtil dos alimentos.

O objetivo deste estudo centra-se na avaliagio do AH a temperatura
ambiente de sumo de melancia utilizando diferentes condicfes de presséo
(0,21-100 MPa) a temperatura ambiente (=21 °C) durante 10 dias de
armazenamento. Esta avaliacdo foi realizada recorrendo a analises fisico-
quimicas, microbioldgicas e bioquimicas.

Tanto no sumo armazenado a 0,1 MPa e =21 °C como refrigerado a carga
microbioldgica aumentou para valores superiores a 6 Log UFC/mL para
todos 0s microrganismos. Nas amostras a 50 MPa houve um aumento nos
mesofilos aerdbios totais, Enterobacteriaceae e psicrofilos aerdbios totais,
e uma diminuicdo nos bolores e leveduras em = 2 log UFC/mL. O AH a
pressdes de 75 e 100 MPa reduziu a carga microbioldgica para valores < 1
Log UFC/mL ap6s 10 dias. A maioria dos pardmetros fisicos-quimicos
manteve-se constante no AH a 50 e 100 MPa.). A 100 MPa obteve-se a
maior concentracdo de licopeno em comparacdo com as outras condigdes
de armazenamento. A atividade enzimética da peroxidase (POD) (40,63 £+
1,98) e da pectina metilesterase (PME) (43,65 + 1,52) foi inferior no AH a
50 e 100 MPa, enquanto a atividade enzimatica da polifenoloxidase (PPO)
foi superior nestas amostras (49,15 + 6,32 e 54,20 + 1,58 respetivamente).
Foi realizado também um ensaio de AH utilizando sumo de melancia
pasteurizado previamente por alta pressdo a 600 MPa a =21 °C durante 6
minutos e armazenado a 50 MPa (a temperatura ambiente) durante 75 dias.
Neste ensaio verificou-se que a carga microbiana manteve-se constante
com valores < 1 Log UFC/mL durante os 75 dias de armazenamento. Os
parametros fisico-quimicos mantiveram-se constantes ao longo dos 75 dias
de armazenamento em todas as condigdes de armazenamento. No caso da
atividade enzimatica, apds 75 dias de armazenamento, a atividade da PPO,
POD e PME nas amostras a 50 MPa foi reduzida em 26, 50 e 45%,
respetivamente, verificando-se uma reducdo similar no caso das amostras
refrigeradas (23, 45 e 40%, respetivamente). Por outro lado, nas amostras
armazenadas a 0,1 MPa observou-se uma reducdo superior de 45, 66 e
58%, respetivamente, logo ap6s 15 dias de armazenamento.

Com base nos resultados obtidos este método pode ser considerado como
uma possivel alternativa a refrigeracdo para a conservacdo de sumo de
melancia.
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Hyperbaric Storage (HS) is a method of food preservation that relies
on the use of pressure as the main factor to retard microbial and quality
degradation in order to increase the food shelf life.

The objective of this study is based on the HS at room temperature of
watermelon juice using different pressure conditions (0.1-100 MPa) at
room temperature (= 21 °C) for 10 days of storage. Microbiological,
physicochemical and biochemical analyses were carried out.

In juice stored at 0.1 MPa and ~21 °C and under refrigeration the
microbiological load increased to values > 6 Log CFU/mL for all
microorganisms. In samples at 50 MPa there was an increase in total
aerobic mesophiles, Enterobacteriaceae and total aerobic psychrophiles,
and a decrease in yeasts and molds of about 2 log UFC. The HS at
pressures of 75 and 100 MPa caused a reduction of the microbiological
load to values < 1 Log CFU/mL after 10 days. Most of the
physicochemical parameters kept constant in the HS at 50 and 100 Mpa.
At 100 MPa higher lycopeneconcentration was obtained which increased
compared to the other storage conditions. The activities of peroxidase
(POD) and pectin methylesterase (PME) were lower in HS at 50 and 100
MPa. While the enzymatic activity of polyphenoloxidases (PPO) was
higher in these samples.

A different HS assay was also performed using high pressure pasteurized
watermelon juiceat 600 MPa at ~21 ° C for 6 minutes and stored at 50
MPa (room temperature) for 75 days. In this assay it was verified that the
microbial load remained constant with values <1 log CFU/mL during the
75 days of storage. The physicochemical parameters remained constant
throughout the 75 days of storage in all storage. In the case of enzymatic
activity, after 75 days of storage, the PPO, POD and PME activityes were
reduced in the 50 MPa samples by 26, 50 and 45%, respectively, being
similar to refrigerated samples (23, 45 and 40%, respectively). On the
other hand, samples stored at 0.1 MPa it was observed a higher reduction
of about 45, 66 and 58% after 15 days

Based on the obtained results this method can be considered as a possible
alternative to refrigeration for the conservation of watermelon juice.
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1- NTRODUCAO




1. Introducgéo

A conservacdo dos alimentos remonta aos principios da humanidade, assistindo-se assim
ao aparecimento de diversos métodos de conservacdo alimentar ao longo dos tempos, cujo
objetivo é essencialmente a manutencdo dos alimentos frescos por um longo periodo de tempo.
Mais recentemente, o progressivo conhecimento dos efeitos negativos de alguns aditivos
alimentares na saude, impds o desenvolvimento de pesquisas cientificas visando o
desenvolvimento de novos processos de conservacdo de alimentos (Tewari et al. 2007).
Atualmente a sociedade moderna regista uma crescente procura por produtos alimentares pouco
processados, frescos, saudaveis mas simultaneamente seguros. Na tentativa de satisfazer esta
exigéncia, surgiram novas tecnologias de conservacdo alimentar emergentes (Knorr et al.
2011). As novas tecnologias ndo-térmicas tem vindo a ter maior procura porque a0 mesmo
tempo asseguram a seguranca e a elevada qualidade nutricional mantendo as propriedades
fisico-quimicas do alimento. O desenvolvimento cientifico progressivo permitiu o
reconhecimento das caracteristicas fisico-quimicas especificas bem como as oportunidades e
potencialidades destas novas tecnologias, associadas ao conceito de alimentos funcionais e 0s
seus benéficos a saude (Heinz et al. 2010). A preferéncia por estas novas tecnologias esta
relacionada com a capacidade de inativar os microrganismos e de conservar a qualidade
nutricional e sensorial dos produtos alimentares. A nivel industrial e comercial estas
tecnologias apresentam potencial de aplicagdo no ambito da reducdo do impacto ambiental
através da reducdo dos custos energeéticos associados ao processamento alimentar (Toepfl et al.
2006). O processamento por alta pressdo, a radiacdo ultravioleta, os campos elétricos pulsados
sdo alguns exemplos de metodologias ndo-térmicas usadas na industria alimentar (Pereira et
al. 2010).

Atualmente, a industria alimentar regista uma utilizagdo crescente destas tecnologias
emergentes com a finalidade de conservar varios alimentos, como sumos de fruta e bebidas.
Estas novas tecnologias estdo a ser cada vez mais utilizadas na conservacdo alimentar em
detrimento das tradicionais. A literatura refere que de todas as novas tecnologias, aquela que
tem maior aplicacdo na industria até a0 momento € o0 processamento por alta pressao
(Rupasinghe et al, 2012). O processamento por alta pressdo é ja uma realidade habitual no
processamento de varios produtos alimentares, tais como nos sumos de fruta, vegetais, ostras,

compotas e em produtos de origem animal (Rastogi et al. 2007).



As metodologias de conservagdo sdo necessarias para controlar as alteracdes
microbioldgicas de modo a assegurar a qualidade e seguranca dos produtos alimentares. As
metodologias convencionais utilizam em geral os sistemas de refrigeragdo, mas a sua
consequente utilizacdo causa alteracdes climaticas preocupantes bem como elevados custos na
aquisicdo dos equipamentos de refrigeracdo. Tais razdes impeliram a comunidade cientifica a
substitui¢do destes sistemas de refrigeragdo convencionais por tecnologias “amigas” do
ambiente e com as quais € possivel reduzir os custos energéticos associados a conservagdo
alimentar (James et al. 2010). Recentemente, na tentativa de satisfazer estes requisitos, surgiu
uma nova metodologia de conservacdo alimentar designada por armazenamento hiperbarico
(AH) que quando realizada a temperatura ambiente torna-se numa alternativa amiga do
ambiente uma vez que sO necessita de energia na fase da compressdo e descompressdo do vaso

de presséo ( Fernandes et al. 2014).

1.1. Processamento por Alta Pressao

O processamento por alta pressdo ou HPP (do inglés High Pressure Processing) € uma
técnica inovadora ndo-térmica com crescente interesse nas ultimas décadas na industria
alimentar. Um tratamento por HPP utiliza pressdes entre 100 e 800 MPa combinado com
temperaturas que variam entre 0 e 100 °C durante um determinado tempo de exposicao,
normalmente de alguns segundos a 20 minutos. O HPP é uma tecnologia de conservacao
alimentar promissora, com capacidade de inativar enzimas e microrganismos patogénicos ou
deteriorativos responsaveis por intoxicacfes. Esta tecnologia inovadora surge como uma
alternativa aos tratamentos térmicos, por utilizar a pressdo como factor principal em detrimento
da temperatura, podendo assim reduzir ou evitar alteracGes organolédgicas e nutricionais
indesejaveis nos produtos alimentares ao nivel do sabor e cor, durante o processamento
(Mujica et al. 2011). As potencialidades desta tecnologia sdo reconhecidas na indudstria
alimentar em varios paises devido ao aumento do nimero de pesquisas cientificas realizadas e
pelo crescente interesse na sua aplicabilidade a nivel comercial (Norton et al. 2008). O sucesso
desta tecnologia nos diversos paises deve-se as suas inimeras vantagens, nomeadamente pela
reducdo do uso de agentes aditivos/conservantes (Mujica et al. 2011), permitindo a sua
utilizacdo em diferentes produtos alimentares, independentemente da sua forma, tipo e
composigdo quimica, bem como a possibilidade de manter intactos 0s componentes

relacionados com a cor e sabor. Esta tecnologia introduz um novo modo de processamento no



qual existe a possibilidade de reduzir os custos energéticos em compara¢do com o0s tratamentos
térmicos convencionais (Rastogi et al. 2007).

O inicio da utilizacao desta tecnologia ocorreu em 1899 por Hite. Este autor referiu que a
aplicacdo de pressdes elevadas de cerca de 670 MPa durante 10 minutos poderia prolongar o
tempo de vida util de leite, devido a inativacdo dos microrganismos existentes (Hite et al.
1899). Esta tecnologia permaneceu pouco explorada até ao fim da década 80 do século XX,
altura a partir da qual se registou o inicio da sua aplicacdo a nivel industrial no Japao, em
produtos processados, tais como geleias, compotas e molhos embalados (Thakur et al 1998).
Apesar dos efeitos positivos evidenciados do uso desta tecnologia, 0s custos dos equipamentos
reduziu a viabilidade comercial destes produtos (Torres et al. 2005). Atualmente, o
desenvolvimento de novas pesquisas tém demonstrado que esta tecnologia apresenta efeitos
benéficos, ndo sO porque garante a seguranca e a qualidade alimentar, mas também porque
consegue manter as caracteristicas nutricionais e sensoriais por um longo periodo de tempo
(Mujica et al. 2011). Na Europa séo varias as empresas a utilizarem o processamento por alta
pressdo numa grande variedade de produtos alimentares, tais como em sumos de frutas,
vegetais, bebidas e derivados de carne (Norton et al. 2008). Novas aplica¢cdes surgiram no
processamento de frutas e vegetais ao nivel da alteracdo da atividade enzimaética, abrindo a
possibilidade de aumentar o seu tempo de vida de prateleira (Terefe et al. 2014).

1.1.1. Principios operacionais da alta pressao

O HPP obedece a dois principios fundamentais, o principio de Le Chatelier e o principio
isostatico. Segundo o principio de Le Chatelier, que refere num sistema em equilibrio, o efeito
da pressédo resulta num novo equilibrio. Assim com o aumento da pressdo um sistema tende a
reduzir o volume e pode promover a inativagcdo de microrganismos e de enzimas (Smelt et al.
1998). O segundo principio indica que a pressao é transmitida de forma instantanea e uniforme
por todo o produto independe da forma e do volume (Yordanov et al. 2010). Assim, 0s
produtos alimentares sdo comprimidos sob pressdo de forma uniforme em todas as direcdes,
podendo retomar a sua forma inicial quando a aplicagdo da presséo cessar (Smelt et al. 1998),
como se encontra representado no esquema da Figura 1. O aquecimento/arrefecimento
adiabatico carateriza-se por uma variagdo da temperatura durante as fases de
compressdo/descompressdo de forma instantdnea nos alimentos sob pressdo. Neste, a

temperatura aumenta aproximadamente entre 3 a 9 °C por cada 100 MPa, este aumento varia de



acordo com a composicdo do alimento (Denys et al. 2000). Desta forma, este tipo de
processamento apresenta uma vantagem relativamente aos tratamentos térmicos, devido a
inexisténcia de um gradiente de temperatura, ou seja, a pressdo atinge todo o produto de forma

imediata e uniforme (Norton et al. 2008; Mujica et al. 2011).

L

Figura 1. Esquema representativo do principio isostatico (Yordanov et al. 2010).

1.1.2. Descrig¢ao do processo

Os equipamentos industriais mais utilizados no processamento alimentar apresentam-se
normalmente na forma de sistema batch (descontinuo). Os equipamentos industriais de
processamento por alta pressao tipicos sdo unidades compostas por uma camara de pressao, um
sistema de controlo de temperatura e pressdo. O processamento inicia-se com a colocacgao do
alimento embalado na cdmara de pressdo, este € sujeito a uma pressdo, que é gerada e
transmitida através de fluido (geralmente agua), durante o tempo necessario, correspondendo a
fase de compresséo. Quando a presséo desejada é atingida, o0 bombeamento cessa, e de seguida
o alimento fica a uma determinada pressao e temperatura um determinado tempo, iniciando-se

a fase de descompressao, posteriormente o alimento € removido (Knorr et al. 2011).

1.2.1 Efeito da alta presséo sobre nos microrganismos

O HPP tem sido uma metodologia amplamente utilizada durante as ultimas décadas na

conservacdo de alimentos devido a sua capacidade de inativar microrganismos vegetativos



patogénicos ou deteriorantes e enzimas (Heinz et al. 2010). O conhecimento dos efeitos
biologicos da alta pressdo na inativacdo dos microrganismos tornou possivel utilizar o HPP
como método de conservacdo a baixas temperaturas (Hugas et al. 2002; Norton et al. 2008). A
inativacdo microbiana é a principal vantagem deste método e resulta de mdaltiplos danos
intracelulares que comprometem a viabilidade do microrganismo. A resisténcia a inativacéo
dos microrganismos aos tratamentos por alta pressdo varia em fungéo do tipo de microrganismo
e da matriz do alimento (Hugas et al. 2002).

A eficacia da inativacdo por alta pressdo depende dos efeitos sinergéeticos da pressao e
temperatura durante um determinado tempo de exposi¢do (Heinz et al. 2010). O nivel de
pressdo e tempo de exposicdo depende do produto alimentar utilizado e do resultado final
pretendido. Na inativacdo enzimatica € necessario utilizar niveis de pressées mais elevadas do
gue na inativacdo microbiana (San Martin et al. 2002).

Os efeitos da alta pressé@o de um modo geral caraterizam-se por uma reducdo do volume,
seguida por alteracBes estruturais, morfologicas a nivel celular e alteragdes das reagdes
quimicas em equilibrio (Patterson et al. 2005). Os microrganismos quando expostos a altas
pressdes sdo inativados devido ao somatdério dos danos estruturais e morfoldgicos que
determinam a morte celular. Esses danos podem caraterizar-se por alteracdes na superficie da
membrana celular como ja verificado em Listeria monocytogenes quando sujeita a 400 MPa,
por alteracGes na fluidez de proteinas membranares (Ritz et al. 2002) e alteracBes das funcdes
fisiologicas das proteinas ou das enzimas (p. ex., na ATPase). E também possivel observar-se
alteracdes das funcBes ou dos componentes, tais como nos ribossomas ou nas suas sub-
unidades e alterac6es ao nivel do pH intracelular (Smelt et al. 2001; Knorr et al. 2011).

Em geral os efeitos da alta pressdo sé&o mais elevados nos microrganismos com maior
grau de complexidade organizacional e estrutural. As células procaritticas tém maior
resisténcia a pressdo do que as células eucaridticas. Os microrganismos tém diferentes
resisténcias a pressao, onde 0s esporos sdo 0S mais resistentes a pressao (Patterson et al.
2007). Nas celulas procarioticas, as bactérias Gram-positivas sdo mais resistentes a presséo do
que as Gram-negativas, em que a diferenca encontra-se na composicdo quimica da membrana
celular e nas propriedades estruturais (Rendueles et al. 2011).

A inativacdo dos microrganismos Vvegetativos patogénicos tais como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella Typhimurium pode ser

obtida pela aplicagdo de pressbes proximas de 300 MPa combinado com temperaturas



moderadas (Rendueles et al. 2011). Nos microrganismos eucaridticos vegetativos, as leveduras
e 0s bolores podem ser inativados em pressdes compreendidas entre 200 a 300 MPa (Smelt et
al. 1998). A aplicacao de tratamentos com 300 MPa a 25 °C durante alguns minutos em formas
vegetativas de bolores de Byssochlamys spp. poderad inativa-los. Enquanto os esporos
bacterianos e 0s ascOsporos sdo mais resistentes a pressao. Os ascosporos podem ser inativados
com a utilizacdo de tratamentos com pressOes mais elevadas, compreendidas entre 600 a 800
MPa a 70 °C durante 10 minutos (Rastogi et al. 2007). A inativacdo dos esporos bacterianos
requere a aplicacdo de pressdes mais elevadas (> 1200 MPa) (Rastogi 2013). Nos esporos de
Clostridium perfringens Tipo A e Clostridium sporogenes a inativacdo pode ser conseguida
com a aplicacdo de tratamentos de HPP que combinam pressdes acima de 600 MPa e

temperaturas superiores a 45 °C (Paredes et al. 2007).

1.2.2. Efeito da alta pressdo nos constituintes dos produtos alimentares

Os tratamentos por alta pressdo onde s&o utilizadas temperaturas moderadas ou altas
estdo associados a alimentos com elevada seguranca alimentar. A percepcdo da qualidade nos
alimentos ndo depende apenas da popula¢do microbiana mas também das reacdes bioguimicas,
enziméaticas e das alteracGes estruturais (Patterson 2005). A maior parte das reacdes
bioguimicas envolvidas nestas alteracfes resultam do aumento da pressdo, sendo causadas
seguidas por uma reducédo do volume (Rastogi et al. 2007) o que resulta na quebra das ligagdes
ndo-covalentes (ligacdes de hidrogénio, idnicas e interacdes hidrofobicas) responsaveis por
manter as estruturas secundaria, terciaria e quaternaria, encontradas nas proteinas (Considine
et al. 2008). As ligacdes covalentes presentes na estrutura primaria ndo sdo afetadas pela alta
pressdo (Rendueles et al. 2011). A desnaturacdo proteica depende das condicGes do tratamento
(temperatura, pressdo e tempo) podendo ser reversivel se a pressao variar entre 100 a 300 MPa
a temperatura ambiente e irreversivel se as pressdes forem superiores a 400 MP, seguida por
inativacdo enzimatica (Knorr et al. 2011), dependendo do tipo de proteina (Rastogi et al.
2007). A desnaturacdo da conformacdo proteica apresenta consequéncias a nivel da atividade
de certas enzimas podendo esta ser inibida, modificada, aumentada ou diminuida (Rendueles et
al. 2011). No entanto a inativacdo de certas enzimas pode ser vantajosa na medida que pode
reduzir ou atenuar a degradacdo da qualidade e manter o valor nutricional, das frutas ou
vegetais nomeadamente das enzimas polifenoloxidases (PPO) e lipoxigenases (LOX) (Terefe
et al. 2014).



1.3 Armazenamento Hiperbarico

Os novos processos tecnoldgicos de conservagao alimentar usados na industria permitem
a obtencdo de alimentos saudaveis e microbiologicamente seguros (Norton et al. 2008), como
anteriormente referido. No entanto, para assegurar a seguranca e a qualidade durante o tempo
do transporte e de armazenamento é necessario o uso de sistemas de refrigeragdo, que implicam
gastos energéticos permanentes. Os sistemas de refrigeracdo sdo a forma mais comum de
conservar os alimentos. Apesar da sua regular utilizacdo, registam-se perdas em cerca de 10%
dos produtos alimentares pereciveis. A nivel da producdo mundial, verifica-se um aumento do
uso da refrigeracdo para reduzir as perdas pos-colheitas dos alimentos correspondendo a cerca
de 30% (Coulomb et al. 2008). Os elevados custos de aquisicdo dos equipamentos de
refrigeracdo e os elevados valores energéticos associados a conservacdo dos alimentos
pereciveis tém vindo a aumentar consideravelmente. Esta situacdo tem um impacto negativo no
aquecimento global e nas alteracbes climaticas que se tornam cada vez mais preocupantes
(James et al. 2010).

Recentemente, o armazenamento hiperbarico (AH) tem sido reconhecido como um
método de conservacdo alimentar com elevado potencial devido a possibilidade em reduzir os
custos energéticos em comparacdo com a refrigeracdo (Kalichevslff et al. 1995; Segovia et al.
2012). Este método surgiu apds terem sido encontrados alimentos em bom estado de
conservacao (caldo de carne, sanduiches e macés) no submarino Alvin que tinha afundado
acidentalmente em 1968. Estes alimentos evidenciavam bom estado de conservacéo, depois de
10 meses a 1540 metros de profundidade (=15 MPa) e expostos a temperaturas de 3 a 4 °C.
Esta observagdo introduziu o conceito do AH, definido como um método de conservacao
alimentar sob pressdo (Jannasch et al. 1971). Este método tem como objetivo principal, inibir
0 crescimento microbiano, reduzir a deterioragdo microbiana e aumentar o tempo de vida dos
produtos alimentares em condi¢Ges semelhante a refrigeracdo. O conhecimento do efeito
inibitério do crescimento microbiano foi posteriormente avaliado por Charm et al. (1977)
durante 0 armazenamento sob pressdo em temperaturas de refrigeracdo. Estudos atuais referem
a relevancia do AH em alimentos altamente pereciveis tais como no sumo de morango
(Segovia et al. 2012; Bermejo et al. 2014), sumo de meldo (Queiros et al. 2014), sumo de
melancia (Fidalgo et al. 2013; Santos et al. 2014), sopa de cenoura (Moreira et al. 2015),
requeijdo (Duarte et al. 2014) e fiambre fatiado (Fernandes et al. 2015).



1.3.1. Armazenamento hiperbarico a temperaturas de refrigeragado

Este método de conservacao de alimentos foi apresentado inicialmente por Jannasch et
al. (1972), a partir do bom estado de conservacdo dos alimentos encontrados no submarino
Alvin. As potencialidades foram neste tipo de armazenamento posteriormente reconhecidas
pela reduzida taxa de degradacdo da matéria orgénica armazenadas a 5300 m de profundidade
durante 2-7 meses (3 °C) em comparagdo com as amostras controlo mantidas a pressdo
atmosférica (0,1 MPa) (Jannasch et al. 1971).

Algum tempo depois Mitsuda et al. (1972) armazenaram, durante 1 ano, arroz, trigo e
soja num lago a uma profundidade de 305 m (= 3 MPa) a temperaturas inferiores a 1 °C. Os
resultados obtidos indicaram que alguns parametros bioquimicos, tais como humidade, acidos
gordos, vitamina B, e acUcares redutores, foram menos afetados nas amostras armazenadas em
profundidade. Caracteristicas como a capacidade germinativa, palatibilidade e qualidade de
cozimento foram melhores nas amostras sob pressdo, como também a capacidade redutora de
alguns agucares foram melhores em comparacdao com os graos mantidos a 0,1 MPaea 1 °C.

O conhecimento anterior do efeito da alta pressdo combinado com baixas temperaturas no
aumento do tempo de armazenamento dos alimentos serviu como ponto de partida para a
introdugdo para uma nova forma de armazenamento de alimentos sob pressdo utilizando
temperaturas de refrigeracdo para aumentar a qualidade e tempo de validade de diversos
produtos alimentares. Nesse sentido, Charm et al. (1977) avaliaram o crescimento microbiano
de amostras de peixe armazenadas a pressao de 24 MPa a temperatura a 1 °C que
permaneceram aceitaveis para consumo em compara¢do com as armazenadas a 0,1 MPa e a
mesma temperatura durante 21 dias. Os autores referem a importancia da inibicdo do
crescimento microbiano em armazenamento a baixas temperaturas usando altas pressdes de

modo a melhorar a qualidade dos alimentos (Charm et al. 1977).

1.3.2. Armazenamento hiperbarico a temperatura ambiente

Uma das primeiras pesquisas com a utilizacdo do AH a temperatura ambiente (25 °C) foi
realizada por Ko et al. (2001) utilizando filetes de tilapia. As amostras de filetes foram
colocadas em condigdes hiperbaricas durante 12 horas utilizando dois niveis de pressdes
diferentes, 101 e 203 MPa e a uma temperatura de 25 °C. Os resultados indicaram que as

amostras colocadas a pressdo de 203 MPa apresentavam-se mais frescas, com um valor K



(indice de frescura) superior ao das amostras colocadas a 101 MPa. Os mesmos autores
também verificaram que amostras de filetes armazenadas a 203 MPa evidenciaram uma
reducdo das contagens microbianas totais em relacdo ao valor inicial de 4,70 log UFC/g para
cerca de 2 log UFC/g. Apesar disso as amostras armazenadas a 101 MPa conseguiram manter o
valor inicial durante o tempo de armazenamento. Estes resultados indicaram a existéncia de um
efeito inibitdrio do crescimento microbiano nas duas amostras a 101 MPa, mas este efeito foi
mais acentuado a 203 MPa verificando-se uma diminui¢do da carga microbiologica (Ko et al.
2001). Na Tabela 1 estdo compilados os varios estudos cientificos encontrados na literatura
relativos ao AH a temperatura ambiente, onde podem ser observados os diversos parametros
microbioldgicos e fisicos-quimicos avaliados durante o0 AH e devidamente comparados com 0

armazenamento refrigerado.



Tabela 1. Exemplos de estudos de armazenamentos hiperbaricos a temperatura ambiente.

Produto Parametro Condigdes Resultados Referéncia
Filetes de Crescimento 101 MPa apds 12 horas Manutengao Ko et al. 2001
Tilapia Microbioldgico 203 MPa apds 12 horas Reducéo
Crescimento 25, 100 e 220 MPa a 20 °C ap6s 15 dias Redugdo Segovia et al.
Microbioldgico ! P ¢ 2014
Sumo de Perda da Cor 25, 100 e 220 MPa a 20 °C ap6s 15 dias Atenuada
Morango Viscosidade 25, 100 e 200 MPa a 20 °C ap6s 15 dias Atenuada
Altera(;aold'o Perfil 50 e 200 MPa a 20 °C apds 15 dias Atenuado Bermejo et al.
volatil 2014
. S Santos et al.
. 75 MPa a 25 e 30 °C ap6s 8 horas Inibicdo
Crescimento P ¢ 2014
Microbioldgico R . Inibicdo e
100 e 150 MPa a 25 e 30 °C ap0s 8 horas Inativacio
Turbidez 100 MPa ap6s 8 horas Atenuada
50, 75 e 150 MPa 25°C
Grau de acastanhamento 25, 50, 75 e 150 MPa a 30°C Diminuiu
Sumo de 100 MPa a 37 °C ap0s 8 horas
Melancia Cresciment
Fresco -rescimento 100 MPa a (18-21 °C) ap0s 60 horas Inibicdo
Microbioldgico
Perda da Cor 100 MPa a 30 °C apbs 8 horas Diminuiu
Turbidez 100 MPa (18-21 °C) ap6s 16 horas Diminuiu Fidalgo et al.
2013
Grau de acastanhamento 100 MPa (18-21 °C) ap6s 16, 24 e 60 horas Diminuiu
Compostos fendlicos 100 MPa ap6s 60 horas Manteve-se
25 MPa a 30 ° ap6s 8 horas Crescimento Quelzrgi:t al.
C_:resci.melnt_o 50 e 75 MPa a 25 e 30 °C ap6s 8 horas Inibicdo
Microbioldgico
Sumo de
Melio 100 e 150MPa a 25,30 e 37°C ap06s 8 horas Inativacéo
Fresco - -
Turbidez 50 MPa a 25 °C ap06s 8 horas Aumento
°Brix Ao longo do armazenamento hiperbarico Manteve-se
apds 8 horas
. 100 MPa a 25 e 30 °C ap6s 8 horas Inibicdo Duarte et al.
Crescimento 2014
Microbiolégico 100 MPaa 37 °C s
Requeijio 150 MPa a 30°C ap6s 8 horas ¢
100 MPa a 37 °C ap6s 4 horas
Perda da Cor 150 MPa a 25 °C ap0s 8horas Alterada
Oxidacdo Lipidica 100 MPa a 25 °C ap6s 8 horas Elevada
o . I Moereira et
Crescimento 100 MPa 25 e 30 °C ap6s 8 horas Inibicdo al. 2015
Microbioldgico 100 MPa a 30 °C e 150 MPa a 25 °C ap0s 8 Inativagio
Sopa de horas
Cenoura 100 MPa a 25 °C ap06s 4 horas TR
Perda da Cor 100 MPa a 30 °C ap6s 8 horas Diminuigao
, o . Aumento da
Acucares Redutores 100 MPa a 30 °C ap06s 8 horas concentragio
. T Fernandes et
100 MPa a 30 ° C apds 8 horas Inibicdo
Crescimento P ¢ al. 2015
Microbioldgico 100a30e37°C Inativacio
Fiambre 150 MPa a 30 ° C apés 8 horas G
Fatiado

Perda da Cor

25, 50, 100 e 150 MPa a 25, 30 e 37 °C apos
4 e 8 horas

Nao ocorreu
alteragdes

Oxidacdo Lipidica

100 MPa a 30 °C ap6s 8 horas

Aumentou
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Atualmente, outros autores comprovam o efeito inibitério no sumo de morango quando
foi sujeito a AH a temperatura ambiente. Neste estudo Segovia et al. (2012) comparou 0
armazenamento em diferentes condi¢cdes de pressdo (25, 100 e 220 MPa) a temperatura
controlada de 20 °C em amostras de sumo de morango fresco durante 15 dias, comparando com
amostras armazenadas a 0,1 MPa e 5 °C (refrigeradas). Os resultados indicaram uma
diminuicdo da carga microbiana nos mesofilos aerdbios totais e nos bolores e leveduras em
relacdo aos valores iniciais nas amostras armazenadas sob pressao em comparacdo com as
refrigeradas. Estes resultados indicaram a existéncia de um efeito inibitério do crescimento
microbioldgico nas amostras sob pressdo em comparagdo com as amostras armazenadas sob
refrigeracdo (Segovia et al. 2012).

O mesmo efeito inibitorio do crescimento microbiano também foi observado por Santos
et al. (2014) em amostras do sumo de melancia quando armazenadas a pressdes entre 50 e 150
MPa e temperaturas de 25 a 37 °C durante 8 horas e comparadas com amostras refrigeradas
(0,1 MPa e a 4 °C), como se pode verificar na Figura 2. Neste estudo foi verificado uma
reducdo da carga microbiana a 50 MPa em relacdo a carga inicial nos mesofilos e
Enterobateriaceae em comparacdo com as amostras controlo, mas sem variacdo nos bolores e
leveduras. Utilizando pressdes de 100 e 150 MPa verificou-se uma reducdo da carga
microbiana mais acentuada (inativagio microbiana), em relacdo as amostras refrigeradas. A
pressdo de 75 MPa foi possivel obter-se um efeito inibitério do crescimento microbiano nos
mesofilos aerdbicos totais, Enterobateriaceae, e bolores e leveduras independente da

temperatura sendo equivalente ao armazenamento refrigerado (Santos et al. 2014).
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Figura 2. Avaliacdo microbioldgica de mesofilos aerdbios totais, Enterobateriaceae, bolores e leveduras
(expressos em Log UFC/mL) no sumo de melancia inicial e depois de 8 horas armazenados em diferentes
condicBes de pressdo (25, 50, 75, 100 e 150 MPa) e temperatura. Os valores acima de 6.00 e abaixo de 1 Log
unidades respetivamente (-). As diferentes letras entre pressao/temperatura (a-h) indicam diferengas significativas
(p <0.05), * e # sdo indicativo de valores superiores de 6 e inferiores de 1 Log UFC/mL, respetivamente. Adaptado
de Santos et al. (2014a)

Comportamentos semelhantes relativamente ao crescimento microbiano foram

posteriormente obtidos utilizando sumo de meldo (Queirds et al. 2014), sopa de cenoura
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(Moreira et al. 2015) e requeijdo (Duarte et al. 2014). No sumo de meldo fresco verificou-se
um efeito inibitério do crescimento microbiano nos mesofilos aerdbios totias,
Enterobateriaceae, e bolores e leveduras em pressdes compreendidas entre 50 a 75 MPa a
diferentes temperaturas em comparacdo com o armazenamento refrigerado durante 8 horas
(Queiros et al. 2014). Em fiambre fatiado este efeito inibitério do crescimento microbiol6gico
foi verificado em niveis de pressdo superiores a 50 MPa (Fernandes et al. 2015). Enquanto na
sopa de cenoura e no requeijao este efeito foi verificado a uma pressdo de 100 MPa durante 4 e

8 horas, como indicado na Figura 3 (Moreira et al. 2015).
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Figura 3. Avaliacdo microbioldgica de mesofilos aerobios totais, Enterobateriaceae, bolores e leveduras
(expressos em log;o UFC/mL) iniciais e depois do armazenamento hiperbarico da sopa de cenoura em diferentes
condicBes de pressdo (100 e 150 MPa) e temperatura (e 25 °C e 30°C) durante 4 e 8 horas. Condi¢bes do
armazenamento do controlo (4°C, 0,1 MPa). Os valores 6 e 1 log unidades (barras a tracejado), correspondem a
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valores superiores a 6 unidades de log e inferiores a 1 unidade log respectivamente. Adaptado de Moreira et al.
(2015).
Noutro estudo foi igualmente demonstrado este efeito inibitorio das bactérias &cido-

lcticas no requeijao, com exce¢do dos armazenamentos a 25 °C (100 e 150 MPa) durante 4
horas (Duarte et al. 2014). Nestes estudos, 0 uso de pressdes compreendidas entre 100 e 150
MPa levaram a diminuicdo da carga microbiana para valores inferiores ao inicial, indicando
assim que para além da inibicdo do crescimento microbiolégico também houve uma
reducdo/inativagdo dos microrganismos presentes. Segundo estes autores o efeito inibitério do
crescimento microbiano é independente da temperatura ambiente em condi¢cdes hiperbaricas
(Queirds et al. 2014; Moreira et al. 2015; Fernandes et al. 2015)

Resultados semelhantes foram observados por Fidalgo et al. (2013) no AH a
temperatura ambiente ndo controlada (18-21 °C) durante 60 horas a pressdao de 100 MPa
utilizando sumo de melancia. Neste valor de pressdo os resultados indicaram uma reducdo da
carga microbiana em comparacdo com os resultados do armazenamento a 0,1 MPa a 5 °C
(Figura 4). Em concordancia com estes resultados, o sumo de melancia no fim do tempo de

armazenamento ainda exibia um aroma fresco caracteristico do sumo (Fidalgo et al. 2013).
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Figura 4. Avaliacdo microbiolégica de mesofilos aerobios totais (a), Enterobateriaceae (b), bolores e leveduras
(c) no sumo de melancia (expressos em log;o UFC/mL) inicial e no armazenamento durante 8, 16, 24, 48 e 60
horas em diferentes condigdes de presséo (0,1 e 100 MPa) e temperatura Adaptado de Fidalgo et al. (2013).

1.3.2.1.Efeito do armazenamento hiperbarico a temperatura ambiente nos parametros

fisicos-quimicos

Como anteriormente referido, a eficcia do tratamento na inativacdo microbioldgica
depende de varios fatores, entre os quais, da pressdo aplicada, do tempo de exposicdo, do
microrganismo, do tipo de alimento, e de parametros fisicos-quimicos, tais como a temperatura,
pH, entre outros (Téllez et al. 2001; Rendueles et al. 2011). Os efeitos da pressdo observados

no AH ndo se restringem apenas a acdo microbioldgica mas também aos factores fisicos-
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quimicos e bioguimicos responsaveis pela degradacdo alimentar (Prada et al. 2014). Em
diferentes estudos foram avaliados diversos parametros fisicos-quimicos tais como o pH, acidez
titulavel, grau de acastanhamento, turbidez, viscosidade, compostos fenolicos, teor de solidos
sollveis (°Brix), cor, oxidacéo lipidica e agucares redutores, utilizados para avaliar o estado de
degradacdo em diferentes alimentos pereciveis.

No estudo realizado por Queir6s et al. (2014), o pH foi avaliado no sumo de meldo em
diferentes condicOes de pressdo e temperatura durante 8 horas no AH a temperatura ambiente.
Os resultados obtidos indicaram que o valor do pH do sumo néo foi afetado significativamente
em relagdo ao valor inicial (5,71 + 0,01), ao contrario do sumo armazenado a pressdo
atmosférica, que aumentou (5,80 + 0,10) nas temperaturas de 4 e 25 °C (Queiro0s et al. 2014).
Resultados similares foram identificados no sumo de melancia, onde as amostras do AH
durante 8 horas apresentaram de um modo geral valores de pH inferiores ou similares ao valor
inicial em comparacdo com as amostras da pressdo atmosférica, com exce¢do das amostras
armazenadas a 37 °C (Santos et al. 2014). No sumo de melancia, 0 AH demonstrou ser
favoravel mesmo quando avaliado em amostras expostas a pressées de 100 MPa a temperatura
ambiente armazenadas durante 60 horas, o valor do pH deste sumo obtido foi inferior no
armazenado a pressdo atmosférica comparativamente ao valor inicial (Fidalgo et al. 2013).

Os resultados obtidos para as amostras de sopa de cenoura e de requeijdo foram
semelhantes. No caso da sopa de cenoura, as amostras armazenadas a pressdo de 100 MPa (a 25
e 30 °C) obtiveram um valor de pH inferior ao valor inicial durante as 4 e 8 horas em
comparacdo com as amostras refrigeradas (0,1 MPa a 4 °C), mas foram encontradas exce¢des
nas amostras armazenadas a 0,1 MPa a 30 °C (Moreira et al. 2015). Enquanto no requeijéo o
valor do pH foi inferior ao valor inicial nas amostras armazenadas a pressdo atmosférica e
armazenadas a 150 MPa (25°C) depois de 8 horas (Duarte et al. 2014). No entanto, noutro
estudo com amostras de fiambre fatiado o valor de pH ndo variou significativamente entre o
armazenamento refrigerado e sob pressdo (25-150 MPa) em relacdo ao valor inicial
(Fernandes et al. 2015).

Nas amostras do sumo de meldo fresco a acidez titulavel aumentou a medida que
aumentava a pressdo e a temperatura ao longo das 8 horas (Queirds et al. 2014). No sumo de
melancia ndo se encontraram diferencas significativas entre 0 armazenamento sob refrigeracao
e pressdo, durante as 8 horas, com excecdo das amostras armazenadas sob pressdo atmosférica

e a temperatura de 37 °C que registaram o valor maximo de acidez titulavel (Santos et al.

16



2014). Outros autores verificaram que no AH a 100 MPa a temperatura ambiente a variacdo da
acidez titulavel pode ser atenuada durante 60 horas em comparacdo com as amostras
armazenadas a 0,1 MPa a mesma temperatura (Fidalgo et al. 2013). Segundo Moreira et al.
(2015), a variacdo da acidez titulavel de sopa de cenoura atenuou a 100 MPa (25 e 30°C)
depois de 4 horas, sendo os valores obtidos semelhantes ao armazenamento refrigerado, mas
inferiores a 150 MPa (25 °C). Estes resultados indicaram que o AH atenuou a acidez titulavel
nas amostras de sopa de cenoura de forma semelhante ou melhor em comparagdo com o
armazenamento refrigerado (Moreira et al. 2015).

O teor de solidos soluveis (°Brix) foi estudado nos sumos de melancia e meldo frescos,
como forma de medir a variagdo da quantidade de acUcares totais presente ao longo do AH.
Segundo Santos et al (2014), o valor do teor de solidos solliveis aumentou ligeiramente nas
amostras do sumo de melancia armazenadas a pressdo atmosférica as temperaturas de 4 e 25 °C
e nas pressdes de 50 e 100 MPa (a 20 °C), mas obtiveram-se também valores inferiores ao
inicial nas amostras de 20 °C (0,1 e 100 MPa), 25 °C (75 MPa) e 37 °C (0,1 e 100 MPa) ao fim
de 8 horas. Nas amostras restantes armazenadas por periodos de tempo de 8 horas e 60 horas o
valor de teor dos sélidos soltveis obtido foi similar ao valor inicial (Fidalgo et al. 2013). No
caso de sumo de mel&o fresco armazenado sob pressdo apresentou um aumento do valor de teor
de solidos soluveis durante 8 horas, ao contrario do valor do armazenado a pressdo atmosférica
(Queiros et al. 2014).

No sumo de melancia o grau de acastanhamento diminuiu nas amostras colocadas em AH
(100 MPa a temperatura ambiente durantes as 60 horas) em relacdo ao armazenamento
refrigerado e ao valor inicial (Fidalgo et al. 2013). Esta diminui¢&o do grau de acastanhamento
também foi verificada por Santos et al. (2014) em sumo de melancia, com exce¢do das
amostras a 100 MPa (a 20 °C) depois de 8 horas. No sumo de meldo fresco também se
verificou um aumento do grau de acastanhamento, mas a medida que a pressao utilizada
aumentava o valor grau de acastanhamento também aumentava, atingido o seu valor maximo a
100 MPa (37 °C). Estes resultados indicaram que o AH pode aumentar o grau de
acastanhamento em comparagdo com as amostras armazenadas refrigeradas dependendo do
valor da pressao (Queirds et al. 2014).

No AH de sumo de meléo fresco verificou-se um aumento da turbidez, com excec¢éo das
amostras sujeitas a pressdo de 50 MPa (25 °C) em comparacdo com as amostras refrigeradas

(Queirds et al. 2014). De igual forma o sumo de melancia armazenado durante 60 horas em
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condicBes hiperbaricas apresentaram uma turbidez superior em relacdo ao armazenamento
refrigerado (Fidalgo et al. 2013).

A viscosidade foi avaliada por Segovia et al. (2012) no sumo de morango fresco. Este
sumo depois de 15 dias armazenado a 20 °C evidenciou uma menor perda da viscosidade com
pressdes de 25, 100 e 200 MPa em comparacdo com as amostras armazenadas na pressao
atmosférica e 5 °C (refrigeracdo). Estes resultados indicaram que a pressdo utilizada no AH
conseguiu atenuar a perda da viscosidade no sumo de morango (Segovia et al. 2012). A menor
perda de viscosidade nas amostras de sumo de morango fresco armazenadas sob pressao pode
estar relacionada com o efeito da pressdo na atividade enzimatica. A pressdo exercida nas
enzimas de alguns frutos e vegetais pode induzir alteracdes na conformacao estrutural podendo
contribuir para a inativacdo parcial ou completa de enzimas. As enzimas mais relevantes sdo a
pectina metilesterase (PME), poligalacturonase (PG) e polifenoloxidases (PPO), responsaveis
pela degradacdo da parede celular podendo contribuir para a reducdo da viscosidade. As
alteracOes na atividade destas enzimas também podem levar a sedimentacdo, perda da turbidez
e de cor (Sun et al. 2005).

A cor é um atributo da qualidade organolética e nutricional dos sumos de frutas e vegetais
determinante para a escolha dos consumidores. Segundo Bermejo et al. (2012) e com base na
literatura, os mecanismos de degradacdo intrinseca da cor do sumo de morango fresco
dependem de vérios factores, tais como o pH, a concentracdo e estrutura das antocianinas, a
presenca de outros compostos fendlicos, flavonoides, de iGes metélicos, acido L-ascorbico,
enzimas, entre e outros. A presenca de oxigénio, o tempo, a temperatura e outros factores
influenciam as condi¢des de armazenamento. O efeito da pressdo foi avaliado na degradacao da
cor em diferentes sumos depois de serem sujeitos ao AH. Segovia et al. (2012) avaliou a cor
foi em amostras de sumo de morango sob AH durante 15 dias a 20 °C. Estes autores
verificaram que a perda de cor foi atenuada nas amostras colocadas em condicGes hiperbaricas
em comparagdo com a cor das amostras do armazenamento a pressdo atmosférica (e a 5 °C)
(Segovia et al. 2012). Resultados similares foram obtidos nas amostras da sopa de cenoura
armazenadas a 100 MPa e a 25 e 30 °C durante 4 e 8 horas, com exce¢do a 150 MPa e a 30 °C
(Moreira et al. 2015). Enguanto em amostras de requeijdo, o AH apresentou maiores
diferengas ao nivel da cor a 100 MPa e a 37 °C (4 horas) e 150 MPa e a 25 °C (8 horas) em
comparagdo com as amostras do armazenamento refrigerado (Duarte et al. 2014). Em amostras

de fiambre fatiado ndo foram observadas diferencas significativas na alteragcdo da cor durante o
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AH nos diversos niveis de pressdo (25, 50, 100 e 150 MPa) e de temperaturas (25, 30 e 37 °C)
em relacdo ao armazenamento refrigerado durante as 4 e 8 horas (Fernandes et al. 2015). Por
sua vez em sumo de melancia os resultados do AH indicaram que as amostras sujeitas a 100
MPa apresentaram maior alteracdo na cor a temperatura ambiente em comparagdo com as
armazenadas a pressdo atmosférica a 5 °C, com excecéo das armazenadas durante as 8 horas a
30 °C (Fidalgo et al. 2013). Alguns autores defendem que um dos principais mecanismos
responsaveis pela alteracdo da cor nos frutos e vegetais pode resultar do acastanhamento
enzimatico. As enzimas peroxidase (POD), PPO, anthocyanina--glucosidase, chlorophylase e
B-galatoxidase podem estar envolvidas na degradacdo dos compostos fendlicos, antocianinas,
clorofilas durante o armazenamento (Prada et al. 2014; Terefe et al. 2014) e assim provocar
alteracdo na cor. No entanto, Fidalgo et al. (2013) ndo encontraram diferencas significativas
nas amostras a 100 MPa ao nivel dos compostos fenolicos durante o AH e durante o
armazenamento refrigerado depois de 60 horas.

O requeijdo e o fiambre fatiado possuem elevado conteudo lipidico. Nas amostras de
requeijdo observou-se que a oxidacdo lipidica no AH durante 8 horas foi superior a 100 MPa
em comparacdo com as do armazenamento refrigerado (Duarte et al. 2014). No fiambre
fatiado, os resultados indicaram que as amostras armazenadas a 100 MPa (30 °C) durante 8
horas apresentaram uma oxidacdo lipidica superior quando comparadas com as amostras
refrigeradas (Fernandes et al. 2015). Em relagdo aos acucares redutores observados na sopa de
cenoura, 0s resultados indicaram um aumento da concentracdo nas amostras armazenadas a 0,1
MPa (30 °C) e 100 MPa (30 °C) em comparacdo com as amostras do armazenamento
refrigerado depois de 8 horas. O aumento registado nas amostras da pressao atmosférica pode
dever-se a elevada atividade microbiana, resultando na hidrélise de amido (proveniente da
batata) contribuindo assim para o aumento de acgucares livres para serem usados pelos
microrganismos (Moreira et al. 2015).

Noutro estudo realizado de AH a temperatura ambiente foi avaliado o efeito de diferentes
pressdes (50 e 200 MPa) a 20 °C no perfil volatil do sumo de morango armazenado durante 15
dias e comparado com o armazenamento refrigerado (5 °C a 0,1 MPa). Segundo Bermejo et al.
(2014) o perfil volatil do sumo de morango véria em funcdo do método de conservacdo usado.
Neste sentido identificaram o0s compostos volateis caracteristicos de sumo de morango
inicialmente (trans-2-hexenal, acetato de metilo, butanoate de metilo e hexanal+ butanoate de

etilo). Apds 15 dias de armazenamento os autores verificaram que estes compostos variam nos
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dois tipos de armazenamento (AH e refrigeracdo). Os resultados indicaram que o 1-hexanal
aumentou no armazenamento refrigerado em comparacdo com os compostos caracteristicos do
sumo fresco (hexanal+butanoato de etilo, trans-2-hexenil-acetato, acetato de benzilo, nerolidol,
hexanoato de metilo), que diminuiram no fim do periodo de armazenamento como se pode
observar na Figura 5. O aumento do 1-hexanal pode estar relacionado com a atividade da
alcool desidrogenase, 0 que por sua vez pode explicar a reduzida abundancia do hexanal+etil
butanoato. A reducdo da presenca de trans-2-hexenil-acetato e de nerolidol no armazenamento
refrigerado pode afectar o aroma do sumo, por serem considerados 0s compostos caracteristicos

do aroma do sumo de morango tipico utilizados para a avaliacdo sensorial.
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Figura 5. Composicdo volatil das amostras do sumo de morango armazenado em diferentes condigdes de pressao:
a) Amostras a T_5°C a presséo atmosférica e b) Amostras a T_20°C a 50 MPa. MPa). Adaptado de Bremejo et al.
(2014).

Em oposigdo, as amostras do AH a 20 °C registaram menores alteragcfes nestes

compostos em comparagdo com o armazenamento refrigerado. No AH os compostos furan-2-
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metil acetato, trans-2-hexenil-acetato e 2,4-hexadienal diminuiram. Apesar disso, estes aldeidos
Ce apresentaram-se com maior abundancia nas amostras de 50 e 200 MPa a 20 °C em relacédo
as amostras do armazenamento refrigerado depois de 15 dias. A abundancia destes aldeidos Cg
pode estar relacionada com o aumento da sua formacao devido a pressao ou atividade limitada
da alcool desidrogenase durante o AH. Esta enzima converte os aldeidos Cg nos seus derivados,
mas quando se encontra sob pressdo apresenta baixa atividade. O norelidol apresenta niveis
mais elevados nas amostras armazenadas a 200 MPa a 20 °C que pode estar relacionado com a
elevada atividade enzimatica da B-glucosidade. Esta enzima é responsavel pela libertacdo de
compostos volateis, em que a sua atividade aumenta quando exposta a pressdes compreendidas
entre 200 e 400 MPa, podendo ser uma possivel explicacdo para o seu aumento nas amostras do
AH. A partir destes resultados é possivel referir que sumo de morango armazenado sob pressao
e a 20 °C depois de 15 dias conseguem manter uma melhor composicdo en compostos
caracteristicos do aroma de sumo de morango inicial em compara¢do com 0 armazenamento

refrigerado (Bermejo et al. 2014).

1.3.3. Armazenamento pos-hiperbérico

Em alguns estudos os diferentes produtos alimentares armazenados sob pressdo foram
avaliados na sua estabilidade em condi¢cbes ndo hiperbaricas a pressdo atmosférica e
refrigeracdo, denominando-se de armazenamento p6s-hiperbarico.

Sumo de morango previamente armazenado sob presséo foi mantido durante 15 dia a 0.1
MPa e a 5 °C, verificando-se que nestas amostras a carga microbioldgica manteve-se constante,
assistindo-se assim a um efeito inibitério do crescimento microbiol6gico ap6s AH e em
condicdes de refrigeracdo. Além disso conseguiu-se uma boa estabilidade da viscosidade e da
cor, permanecendo estaveis ap0s os 15 dias adicionais (Segovia et al. 2012).

No caso de sumo de melancia, amostras armazenadas a 100 MPa foram colocadas em
refrigeracdo durante 7 dias, cujos resultados obtidos indicaram também uma manutencdo da
carga em mesofilos aerobios totais e Enterobacteriaceae, com excecdo dos bolores e leveduras

que aumentou para valores entre <1 e 3,57 Log UFC/mL (Fidalgo et al. 2013).
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1.4 Caso de Estudo — Sumo de Melancia

Atualmente a Europa representa o segundo maior mercado do mundo de exportacao de
sumos de frutas, no entanto € o maior mercado de importacdes (Anom et al. 2013).

Nas ultimas décadas os europeus tém mostrado um crescente interesse em consumir
sumos de frutas e adquirir habitos de vida saudavel. O consumo de sumos de frutas e de
vegetais é reconhecido como um hébito de alimentacdo saudavel devido aos seus beneficios
nutricionais amplamente estudados. Estudos epidemioldgicos referem os frutos e vegetais como
fontes de um elevado nimero de componentes fitoquimicos tais como vitaminas, minerais,
fibras, carotendides, compostos fenolicos, aos quais estdo associados a potenciais capacidades
benéficas para a saude (Gardner et al. 2000; Paterson et al. 2006). Apesar das suas
potencialidades o consumo de sumos de fruta e de vegetais estdo na origem de varias
intoxicacOes alimentares devido ao crescimento de microrganismos patogénicos (Aneja et al.
2014). A microflora das frutas é na sua maioritaria composta por baterias pertencente ao género
Acetobacter,  Alicyclobacillus, Bacillus, Clostridium, Gluconobacter, Lactobacillus,
Leuconostoc, Saccharobacter, Zymomonas, e Zymobacter e Enterobacter. Identificando-se
também a presenca de leveduras devido a sua elevada tolerancia a acidez pertencentes ao
género Pichia, Candida, Saccharomyces e Rhodotorula, sendo as mais envolvidas na
degradacdo dos sumos, bem como a presenca de bolores tais como o Penicillium spp.,
Aspergillus spp., Eurotium spp., Alternaria spp., Cladosporium spp., Paecilomyces spp, e
Botrytis spp (Bevilacqua et al. 2011).

A melancia (Citrulus lanatus) é um fruto originario das regiGes tropicais de Africa.
Atualmente ocupa um lugar de destaque no mercado internacional de frutos e vegetais em tudo
o mundo (FAO 2012). O sumo de melancia € uma bebida exdtica de cor vermelha muito
atrativa para os consumidores (Aguilé et al. 2010a). E uma fonte rica em compostos
fitoquimicos tais como licopeno, caratendides, e vitaminas C, A e E (Gardner et al. 2000).
Contem também sais minerais, designadamente potassio, magnésio, calcio e ferro e compostos
fenolicos, contendo fortes propriedades benéficas para a saude (Rawson et al. 2011). A
composi¢do nutricional deste sumo é na sua maioria composta por 93% de agua e por 7% de

macronutrientes, vitaminas e minerais (Almeida et al 2003), como apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2.Composic¢éo nutricional por 100 g de melancia. Adaptado de Almeida (2003).

Composicédo Nutricional
Vitaminas (100g) Minerais (100g)

Agua (93 %) | Vitamina A 590 (1U) Calcio (7 mg)
Hidratos de Carbono (6,4 %) | Acido Ascorbico (7 mg) Fésforo (1,0 mg)
Proteina (0,5 %) | Acido Pantoténico (0,3 mg) Sédio (1 mg)
Fibra (0,3 %) | Niacina (0.2 mg) Potassio (100 mg)
Vitaminas (0,2 %) | Vitamina B6 (0,07 mg) | Magnésio (10,2 mg)

Tiamina (0,03mg) | Ferro (0,5 mg)

Riboflavina (0,03 mg) Zinco (0,09 mg)

Acido félico (8ug) Cobre (0,02 mg)

Biotina (3,6 ng)

No entanto, o sumo de melancia devido a sua elevada atividade da agua (0,97-0,99) e
baixa acidez (pH 5,2-6,7) é considerado um alimento altamente perecivel, permitindo o
crescimento de microrganismos degradativos e patogénicos (Mosqueda et al. 2008). As
infecdes alimentares associadas ao consumo de sumo de melancia resultam na ocorréncia de
microrganismos patogénicos tais como Listeria monocytogenes (Penteado et al. 2004),
Escherichia coli O157:H7 e Salmonella spp. (Sharma et al. 2005). A presenca destes
microrganismos resulta da contaminacdo do fruto durante a etapa de colheita e de
manuseamento (Sharma et al. 2005).

No sentido de evitar o crescimento microbiano sdo utilizados tratamentos térmicos para
manter a qualidade e seguranca alimentar dos sumos, batidos e outros produtos. Estes
tratamentos térmicos tradicionais regularmente usados diminuem o risco microbiologico dos
sumos e a incidéncia de infecdes alimentares. No entanto, apds tratamento térmico perdem a
sua qualidade organolética e nutricional tanto desejada pelos consumidores..Novos métodos
ndo-térmicos de conservacdo dos sumos de frutos comercializados conseguem reduzir a perda
destas prosperidades fisico-quimicas e organoléticas, demonstrando grande potencialidade na
industria dos sumos de fruta (Aneja et al. 2014).

Atualmente a refrigerag@o é considerada um dos métodos de conservacdo mais utilizados,
assegurando a seguranca a qualidade dos produtos durante algum tempo, prevenindo a
ocorréncia de infe¢des alimentares (Coulomb et al. 2008). No entanto a refrigeragdo apresenta
elevados custos econdémicos, sendo por isso necessario encontrar formas alternativas de
conservacao de alimentos (Coulomb et al. 2008). Desta forma o AH a temperatura ambiente,
surge como novo método de conservacdo alimentar, como foi indicado e demostrado

anteriormente nos diversos estudos realizados. Neste sentido este método demostrou ter

23



elevado potencial na conservacdo alimentar podendo ser considerado como alternativo ao
armazenamento refrigerado, devido a sua possibilidade de reduzir custos energéticos. Este
método apresenta vantagem energética relativamente aos outros métodos, devido ao potencial
reducdo de energia nas fases de compressdo e descompressdo do equipamento, ndo sendo
necessario o fornecimento de energia extra para o controlo de temperatura. Com base nos
estudos anteriores, onde foi possivel conservar sumo de melancia com a utilizacdo de pressdes
compreendidas entre 75 e 100 MPa num AH durante 8 horas, seria importante estudar o AH a
temperatura ambiente deste mesmo produto alimentar utilizando tempos de armazenamento
superiores como forma de determinar o tempo de prateleira do alimento em condigdes

hiperbaricas, sempre comparando com armazenamento sob refrigeragéo.
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2. OBJETIVOS
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho consistiu em verificar o efeito do AH em sumo de melancia
tentando validar a sua viabilidade como nova metodologia de armazenamento. Foi estudada a
possibilidade de existéncia de um aumento do prazo de validade deste produto em AH,
assegurando a qualidade microbioldgica, a estabilidade de pardmetros fisico-quimicos e
bioquimicos, em compara¢do com o mesmo sumo de melancia quando armazenado a 0,1 MPa
sob refrigeracdo e a temperatura ambiente. Neste trabalho foram utilizadas pressdes de 50, 75 e
100 MPa durante 10 dias, sendo o0s resultados posteriormente comparados com o
armazenamento refrigerado (0,1 MPa a 4 °C) e armazenamento a temperatura ambiente (0,1
MPa a =21 °C).

Num segundo estudo, antes de um AH a 50 MPa/~21 °C durante 75 dias, sumo de
melancia foi pasteurizado por alta pressdo a 600 MPa, a temperatura ambiente, durante 6
minutos, sendo embalado contendo a) ar no interior da embalagem e b) sem ar no interior da
embalagem, com a finalidade de potenciar o de crescimento de microrganismos e de
desenvolvimento de oxidacGes. Ao longo do tempo estas amostras foram sendo comparadas
com outras as seguintes condicbes: 0,1 MPa/~21 °C e 0,1 MPa/4 °C. Com este estudo
pretendeu-se inativar os microrganismos vegetativos, deixando apenas 0s esporos existentes de

forma a verificar eventuais implicacdes do AH nos mesmos.

Os parametros estudados foram:
1. Microbiolégicos:
Microrganismos analisados: Mesofilos aerdbicos totais (MAT), psicrofilos aerdbios totais
(PAT), Enterobacteriaceae (ENT), e bolores e leveduras (BL);
Microrganismos inoculados: Listeria innocua (ATCC 33090); Escherichia coli (ATCC
33090);

2. Fisico-quimicos: pH, cor, turbidez, grau de escurecimento, acidez titulavel, sélidos

solGveis totais (°Brix, TSS), licopeno e compostos fendlicos;

3. Bioquimicos: Atividade da pectina metilesterase (PME), polifenoloxidase (PPO) e
peroxidase (POD).
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3. Material e Métodos

3.1. Preparacdo do sumo de melancia

A melancia (Citrullus lanatus) foi comprada num supermercado em bom estado de
maturagdo e mantida a uma temperatura de 4 °C antes de ser lavada, descascada e esmagada,
até se obter o sumo. Este foi filtrado através de tecido de algodao esterilizado com a finalidade
de formar uma solucdo homogénea sem as sementes. O sumo fresco preparado foi devidamente
armazenado a -80 °C, sendo posteriormente descongelado a 4 °C aquando da realizagdo dos
ensaios. Em cada ensaio, o sumo foi doseado assepticamente em diferentes aliquotas de 10 mL,
em sacos de baixa permeabilidade previamente esterilizados por UV durante 15 min (PA/PE-
90, Albipack - SolucBes de embalagem, Agueda, Portugal), utilizando uma camara de fluxo
laminar (Biological Safety Cabinet Telstar Bio Il Advance, Terrassa, Espanha), com o objetivo
de evitar contaminacdes. Todos os sacos de sumo foram selados termicamente de forma manual

de modo a garantir uniformidade do volume de ar no interior das embalagens.
3.2. Condicbes de armazenamento

Inicialmente o sumo de melancia fresco foi armazenado em diferentes condi¢Bes durante
varios dias (0, 4, 7 e 10 dias): (i) sob refrigeracdo (4 °C) e a pressdo atmosférica (0,1 MPa); (ii)
temperatura ambiente (=21 °C) e a pressao atmosférica (0,1 MPa); (ii) temperatura ambiente e
sob pressdo (50, 75 e 100 MPa). Adicionalmente a microflora enddgena, algumas amostras
foram inoculadas com Escherichia coli e Listeria innocua e submetidas a AH de forma a
compreender o comportamento destes microrganismos quando submetidos a estas condic¢des de
armazenamento (sendo as amostras sempre comparadas com amostras controlo armazenadas
sob refrigeracdo e a temperatura ambiente).

No segundo estudo realizado com sumo de melancia pasteurizado por alta pressao a 600
MPa a temperatura ambiente e durante 6 minutos (Modelo 55, Hiperbaric, Burgos, Espanha), as
amostras foram j& processadas na sua embalagem final de duas diferentes formas: a) contendo
ar no interior da embalagem e b) sem vestigios de ar no interior da embalagem, de forma a
permitir concluir se a existéncia de ar dentro da embalagem tem impacto no resultado final.
Depois de pressurizadas foram armazenadas em trés diferentes condigdes durante varios dias
(0, 4, 7, 10, 15, 30 e 75 dias): (i) sob refrigeracdo (4 °C) e pressdo atmosférica (0,1 MPa); (ii)
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temperatura ambiente (=21 °C) e pressdo atmosférica (0,1 MPa); (ii) temperatura ambiente e

sob presséo de 50 MPa.

3.3. Analises microbioldgicas

As analises microbioldgicas foram realizadas mediante a adicdo de 1,0 mL de sumo de

melancia em 9.0 mL de uma solucdo de Ringer. Posteriormente efetuaram-se diluigdes

decimais (10-2 a 10-4) e preparam-se os diferentes meios de cultura especificos necessarios de

acordo com tipo de microrganismo pretendido.

Os MAT e PAT foram quantificados em meio de cultura PCA (Plate count agar, Merk,
Germany) e incubados a 30 + 1 °C e 20 £ 1 °C durante 3 e 5 dias, respetivamente (1SO
4833: 2003);

As ENT foram incubadas em meio de cultura VRBDA (Violet red bile dextrose agar,
(Merk, Germany) a 37 = 1 °C durante 24 horas (ISO 8523: 1991)

Os BL foram quantificados em RBCA (Rose-bengal chloramphenicol agar, Merk,
Germany) e incubadoss a 25 + 1 °C durante 5 dias (1SO 7984: 1987);

A E. coli foi enumerada apds incubacdo em CCA (Coliform count agar, Merk,
Germany) a 37 £ 1 °C durante 24 horas;

A L. innocua foi enumerada em meio de cultura especifico de Listeria spp. (PALCAM,
Merk, Germany), ao qual foi previamente adicionado o respectivo suplemento seletivo
de PALCAM (FDO061) e incubada a 37 = 1 °C durante 48 horas (1SO 11290: 1997).

Para as contagens das coldnias em cada placa de petri foram consideradas contagens entre

10 a 300 Unidades Formadoras de Colonias (UFC), excetuando os BLem que as contagens

foram entre 10 e 150 UFC. Os resultados das amostras foram expressas em Log UFC por

mililitro de sumo de melancia (Log UFC/mL). As colénias foram calculadas segundo a
equacéo 1 (1SO, 4833:2003).

Onde:

¥ colonais
N -
VIlnil+ 01sn2) =d]

(equacéo 1)

N- Unidade formadora de coldnias por mililitros de sumo (UFC/mL)
V- volume da amostra (mL) — 1,0 mL para TAM, ENT, TAP, 0,2 mL para bolores e

leveduras, L. innocua 10 mL e E. coli 10 pL.
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n 1- Numero de placas contaveis na primeira diluicao
n 2- Numero de placas contaveis na segunda diluigdo
d- Primeira diluicdo contavel
Todos os resultados registados nas amostras das analises microbioldgicas foram obtidos
a partir de duplicados de amostra e triplicado de microbiologia. Os limites de quantificacdo
inferior e superior utilizados sdo de 1 e 6 Log;o UFC/mL, respetivamente.

3.4. Analises fisico-quimicas

3.4.1. pH e acidez titulavel

O pH das amostras foi medido mediante o uso de um elétrodo de vidro calibrado (pH
electrode 5014, Crison Instruments, S.A., Spain) a temperatura de 25 °C. A acidez titulavel
para cada amostra foi determinada com um titulador automatico (Titromatic 1S, Crison
Instruments, SA, Espanha) por titulagdo de 10 mL de sumo de melancia diluido (3 mL de sumo
de melancia e 7 mL de agua destilada) com uma solucéo padronizada de 0,02 M de hidréxido
de sédio de modo as amostras atingirem um valor de pH de 8,1. Os resultados foram expressos

em g de &cido citrico/mL de sumo de melancia (Liu et al. 2012a).

3.4.2. Grau de acastanhamento e turbidez

A determinacdo do grau de acastanhamento das amostras foi realizada apds a
centrifugacdo de sumo a 4 °C durante 20 minutos seguida pela leitura da absorvancia do
sobrenadante a 420 nm (Microplate Spectrophotometer Multiskan Go, Thermo Scientific,
USA) (Zhang et al. 2011). Em relacdo a determinag&o da turbidez das amostras, este valor foi
obtido através da medicédo direta da absorvancia a 700 nm, recorrendo a um espectrofotometro
de UV-VIS (Microplate Spectrophotometer Multiskan Go, Thermo Scientific, USA).

3.4.3. Solidos soluveis totais

O conteudo de solidos sollveis totais (SST) foi determinado por medigdo do °Brix
utilizando um refratdémetro (Handheld Refractometer Atago ATC-IE, Téquio, Japdo) a 20 °C
com base no método oficial AOAC Official Method 932,12 e os resultados foram expressos em

percentagem (%) de sacarose.
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3.4.4. Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados atravées do método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Singleton et al. 1965), mediante a mistura de 125 uL
de sumo de melancia com 500 uL de agua destilada, seguido pela adi¢do de 125 uL de reagente
de Folin-Ciocalteu. A mistura foi agitada vigorosamente e mantida no escuro durante 6
minutos. Posteriormente adicionou-se 1,25 mL de uma solucdo de carbonato de sédio 7%
(w/v), seguido por agitacdo vigorosa. Depois de 60 minutos foi medida a absorvancia a 760 nm
utilizando um espectrofotometro de UV-VIS. O contetdo fenolico total foi expresso em pg de
acido galico/mL, apos preparagdo de uma curva de calibracdo de &cido galico (0-200 ug/mL),

tendo-se obtido a seguinte reta de calibracdo (equacéo 2);
A= 010051‘:‘&5&&&5&!&50 + 0’0322 (equagéo 2)

onde A é a absorvancia a 760 nm e 0 C 4cido galico, @ CONCeNtracéo do acido galico (ng/L) de cada
amostra, R? = 0,9927.

3.4.5. Cor

A medicdo da cor foi feita usando o espectrofotometro Konica MinotaCM 2300d (Osaka,
Japan). Este aparelho mede os parametros de cor L*, a* e b*, de acordo com a Comissao
internationale de I'éclairage sistema (CIE) sendo os dados processados pelo software NX
SpectraMagic™ (Konika Minolta, Osaka, Japdo) de acordo com a Comissdo Internacional em
regulamentos de iluminacdo: vermelho/verde (a*), amarelo/azul (b*) e luminosidade (L*).

Para calcular a diferenca total de cor (4E") utilizou-se a equacio seguinte (equaco 3);
AE*=[(L"-Lo)’+(a -a)+ (b -bo) 1" (equagdo 3)
onde AE* é a diferenca de cor total entre a amostra e o controlo (valores iniciais), L e Lg

representam a luminosidade, a~ e a," sd0 a vermelho escuro e b” e by s&0 0 amarelo claro da

amostra e do controlo, respectivamente.
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3.4.6. Licopeno total

O teor de licopeno foi medido de acordo com a metodologia proposta por Davis et al.
(2003). A 0,6 g de sumo de melancia foi adicionado 5 mL de uma solucéo de hidroxitolueno
butilado (BHT 0,05%, m/v) em acetona, 5 mL de etanol USP-grade e 10 mL de hexano. Em
seqguida esta mistura foi centrifugada a 320xg durante 15 minutos a 4 °C. De seguida
adicionou-se 3 mL de &gua destilada sendo a mistura agitada novamente e deixada em repouso
para permitir a separacao das fases. No fim, a absorvancia da fase superior (camada de hexano)
foi medida a 503 nm utilizando como branco o hexano. A seguinte equacdo (equacdo 4)

permitiu a determinacéo do teor de licopeno em cada amostra:

Agpz »MW =DF »1000
gxL

Licopeno = (equacéo 4)

onde MW é o peso molecular do licopeno (536,9 g/mol), DF é o factor de dilui¢do, L é 0
comprimento da trajetoria (1 cm) e € é o de extingdo molar para o licopeno (172,000
L.mol/cm). Teor de licopeno foi expressa em mg/L de sumo de melancia.

3.5. Analises Bioquimicas

3.5.1. Atividade da Polifenoloxidase (PPO)

Na avaliacdo da atividade da PPO a metodologia utilizada baseou-se no método proposto
por Duangmal et al. (1999) com algumas modificagdes. Num tubo de ensaio com 0,6 mL de
amostra misturou-se 2,4 mL de substrato a 30 °C (100 mM de catecol em 100 mM tampao
citrato, pH 5,4) e mediu-se a absorvancia a 420 nm (Microplate Spectrophotometer Multiskan
Go, Thermo Scientific, USA) durante 5 minutos. O calculo da velocidade inicial da atividade
enzimética de cada reacdo foi obtido através do declive da zona linear da curva da variacdo de

absorvancia versus temperatura.

3.5.2. Atividade da Peroxidase (POD)

O método de avaliagdo da atividade POD baseou-se no método proposto por Chailds et

al. (1975) com algumas adaptacdes. Numa cuvete contendo 50 pL de amostra é adicionada 50
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uL de ABTS e 1,9 mL de volume final de tamp&o de acetato de sadio 0,1 M. A referida mistura
é pré-incubada a 30 °C com 100 uL de peroxido de hidrogénio a 0,5 mM de modo a iniciar a
reacdo e formacdo do catido radical ABTS identificado a 414 nm durante os primeiros 5
minutos. A velocidade inicial de cada reacdo foi obtida através do declive da zona linear da

curva de variagdo da absorvancia versus temperatura.

3.5.3. Atividade da pectina metilesterase (PME)

A avaliacdo da atividade da PME foi realizada tendo por base o0 método de Hagerman et
al. (1986). A medicdo da atividade enzimatica foi realizada a um pH constante de 7,5 com a
utilizacdo de uma solucdo de NaOH 2 M. A reacdo enzimatica resulta da adicdo de 4 mL de
solucdo de pectina citrica (0,5%, m/v) com 300 mL de azul bromotimol (0,01%, m/v) a amostra
de sumo de melancia que ja se encontra previamente a pH 7.5 (utilizando-se NaOH 0,5 M),
perfazendo um volume total de 6 mL. O calculo da velocidade inicial de cada reacdo foi
realizado através do declive da zona linear da curva de variacdo da absorvancia versus

temperatura.

O calculo da atividade residual em todas as enzimas € calculado com base na equacdo 5

da representada em baixo.

atividade da enzima em cada condigio

Ativdade residual (%) = %X 100 (equacdo 5)

atividede dao enzima do amostra inicial
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. Resultados e Discussao

4.1. Armazenamento de sumo de melancia fresco

4.1.1. Analises microbioldgicas

4.1.1.1. Microrganismos Aerobios Mesofilos e Psicrofilos

Nas Figuras 6 e 7 encontram-se representados os resultados obtidos para os MAT e PAT
ap6s 10 dias de armazenamento sob as diferentes condigdes. Os valores da carga
microbioldgica média inicial das amostras de sumo de melancia fresco, referentes aos
microrganismos MAT e PAT foram 4,07 + 0,12 e 4,26 = 0,07 log UFC/mL, respetivamente,
sendo muito similares aos obtidos por Fidalgo et al. (2013) e Santos et al. (2014) usando
também sumo de melancia. Na Figura 6 é possivel verificar um aumento para >6 log UFC/mL
da carga em MAT apds 10 dias de armazenamento a pressao atmosférica (refrigerado e

temperatura ambiente), assim como nas amostras armazenadas a 50 MPa a temperatura

ambiente.
Mesofilos aerobios totais
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Figura 6. Contagem de meséfilos aerébicos totais (MAT) (Log UFC/mL) no sumo de melancia fresco,

inicialmente e durante 10 dias em diferentes condi¢fes de armazenamento.
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Psicrofilos aerobios totais
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Figura 7. Contagem dos psicrofilos aerébios totais (PAT) (Log UFC/mL) no sumo de melancia fresco,

inicialmente e durante 10 dias em diferentes condic¢6es de armazenamento.

Pelo contrario, nas amostras armazenadas a 75 e 100 MPa a carga microbiolégica foi de
aproximadamente 2 log UFC/mL ao final de 10 dias. Estes resultados demostraram que ndo s
0 AH tem um efeito inibitério no crescimento microbiano, mas permitiram também a
inativagdo dos microrganismos presentes na amostra. Estes resultados estdo em concordancia
com outros obtidos por Santos et al. (2014) e Fidalgo et al. (2013), em amostras de sumo de
melancia quando armazenadas em condicGes hiperbaricas com a utilizacdo de pressdes de 75 e
100 MPa durante 8 e 60 horas. Outros autores também observaram uma inibicdo no
crescimento microbiano, como é o caso do sumo de meldo fresco armazenado a 50-150 MPa (a
25-37 °C) durante 8 horas (Queiroés et al. 2014) e do sumo de morango fresco a 25-200 MPa
(20 °C) durante 15 dias (Segovia et al. 2012).

Além disso, uma reducdo na carga dos PAT foi observada nas amostras armazenadas a
75 e 100 MPa em comparagdo com a carga inicial apds 10 dias (Figura 7). Pinto et al. (2016)
verificou anteriormente que o AH do sumo de melancia fresco foi eficiente na redugéo do
crescimento de PAT durante 7 dias em comparacdo com o refrigerado, confirmando os

resultados obtidos no presente ensaio.

4.1.1.2. Enterobacteriaceae

As contagens iniciais de ENT no sumo de melancia foram de 3,42 + 0,27 log UFC/mL

(Figura 8), sendo este valor similar aos observados por outros autores (Fidalgo et al. 2013;
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Santos et al. 2014). Ao longo do tempo de armazenamento e ao fim de 10 dias verificou-se um
aumento da carga microbioldgica em cerca de 3 log UFC/mL nas amostras armazenadas a
pressdo atmosférica (sob refrigeracdo e a temperatura ambiente), como também nas amostras
armazenadas a 50 MPa. Pelo contrario as amostras armazenadas a 75 e 100 MPa apresentaram
uma reducdo da carga microbioldgica para valores abaixo dos limites de detecgdo (<1 log
UFC/mL) em comparacdo com os valores iniciais. Este comportamento tinha ja sido verificado
em estudos anteriores de Fidalgo et al. (2013) e Santos et al. (2014), com a utilizacdo de
pressdes de 100 e 150 MPa durante 60 horas para 0 mesmo tipo de produto. Uma reducdo da
carga microbioldgica de ENT foi também verificada em amostras de sumo de meldo fresco
ap6s um AH de 8 horas (Queir6s et al. 2014) e recentemente demostrada uma reducdo similar
de ENT em amostras de sumo fresco de melancia armazenado sob pressdo a =21 °C durante 7
dias (Pinto et al. 2016).

Enterobacteriaceae
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Figura 8. Contagem das Enterobacteriaceae (Log UFC/mL) no sumo de melancia fresco, inicialmente e durante

10 dias em diferentes condic¢Ges de armazenamento.

4.1.1.3. Bolores e Leveduras

As contagens iniciais de BL nas amostras de sumo de melancia revelaram um valor de
3,57 = 0,13 log UFC/mL, sendo este similar aos obtidos por Fidalgo et al. (2013). O AH
demonstrou uma reducdo da carga microbioldgica para valores abaixo dos limites de deteccdo
depois de 10 dias de armazenamento com a utilizacdo de pressdes de 50, 75 e 100 MPa (Figura

9). Resultados similares foram ja verificados por outros autores utilizando sumo fresco de
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melancia armazenamento em condicGes hiperbaricas de 100 e 150 MPa (Fidalgo et al. 2013;
Santos et al. 2014).

Nas amostras de sumo refrigeradas e nas armazenadas em condi¢cdes atmosféricas a
temperatura ambiente verificou-se um aumento da carga microbioldgica para valores superiores
a 6 log UFC/mL apo6s 10 dias.

O AH foi eficiente na promocdo da estabilidade da carga microbiologica para os BL,
permitindo ndo s6 uma inibicdo de crescimento destes microrganismos mas também uma

inativacdo dos mesmos comparativamente ao valor inicial.
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Figura 9. Contagem de bolores e leveduras (Log UFC/mL) no sumo de melancia fresco, inicialmente e durante 10
dias em diferentes condicfes de armazenamento.

4.1.1.4. Escherichia coli

As contagens iniciais de E. coli inoculada nas amostras de sumo de melancia fresco
foram de 3,93 + 0,02 log UFC/mL. A partir da Figura 10 pode-se observar que as amostras
referentes ao AH (50, 75 e 100 MPa) apresentaram uma redugdo da carga microbiana para
valores abaixo do limite de detec¢do (<1 log UFC/mL) ao fim de 10 dias de armazenamento.
Relativamente as amostras armazenas sob refrigeracdo e a temperatura ambiente (a pressao
atmosférica) os valores encontrados foram semelhantes ao inicial e superiores a 6 log UFC/mL,

respetivamente, ao final de 10 dias.
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Escherichia coli
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Figura 10. Contagem de Escherichia coli (Log UFC/mL) no sumo de melancia fresco, inicialmente e durante 10

dias em diferentes condicGes de armazenamento.

4.1.1.5. Listeria innocua

A L. innocua inoculada nas amostras de sumo de melancia fresco apresentou um valor
inicial de 4,66 log = 1,45 UFC/mL. O AH a 100 MPa demostrou ser eficiente na reducdo da
carga microbioldgica inicial para valores abaixo do limite de detecc¢do (<1 log UFC/mL) ao fim
dos 10 dias. Pelo contrario as amostras armazenadas a pressdo atmosférica (0,1 MPa) e a 50 e
75 MPa a temperatura ambiente registaram um aumento da carga microbioldgica para valores
cima de 6 log UFC/mL ao fim dos 10 dias de armazenamento (Figura 11). Entretanto
verificou-se que os armazenamento sob refrigeracéo e 50 e 75 MPa o crescimento de E. coli foi

mais lento comparativamente com o armazenamento a 0,1 MPa/21 °C.

Listeria innocua
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Figura 11. Contagem de Listeria innocua (Log UFC/mL) no sumo de melancia fresco, inicialmente e durante 10

dias em diferentes condicfes de armazenamento.
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4.1.2. Analises Fisico-Quimicas
4.1.2.1. pH

O valor inicial do pH das amostras do sumo de melancia foi 6,17 £ 0,07, estando este
um pouco acima dos valores encontrados na literatura (Liu et al. 2012a; Fidalgo et al. 2013;
Santos et al. 2014). Apds 10 dias de armazenamento o pH de um modo geral manteve-se
constante em todas as amostras em condicdes hiperbéricas e refrigeradas (Figura 12). Esta
estabilizacdo do valor de pH foi verificada por outros autores utilizando condigdes semelhantes
de AH a temperatura ambiente com amostras de sumo de melancia fresco armazenado a 75,
100 e 150 MPa durante 8 horas (Santos et al. 2014) e durante 16 horas (Fidalgo et al. 2013).
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Figura 12. Valor do pH inicial de sumo de melancia fresco e ao longo de 4, 7 e 10 dias de armazenamento a
diferentes condiges de armazenamento.

No entanto, nas amostras armazenadas a 0,1 MPa a temperatura ambiente, o valor de
pH diminuiu em cerca de 1 unidade até ao 7° dia, ndo tendo sido realizada analise ao 10° dia
devido a amostra se encontrar bastante degradada. Similarmente, em Santos et al. (2014)
também foi registado uma diminui¢do do valor do pH no armazenamento a 37 °C a 0,1 MPa

depois de 8 horas em amostras de sumo de melancia fresco.

4.1.2.2. Acidez titulavel

O valor inicial da AT nas amostras do sumo de melancia foi de 411,68 = 0,91 acido
citrico mg/L. A AT apresentou um ligeiro aumento nas amostras armazenadas em condicdes
hiperbaricas e nas amostras refrigeradas, sendo este aumento mais acentuado nas amostras

armazenadas a 0,1 MPa a temperatura ambiente onde se verificou um aumentou de quase
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quatro vezes em relacdo ao valor inicial ao longo do tempo (Figura 13). Este aumento da
acidez titulavel foi igualmente identificado na literatura em amostras de sumo meldo e de
melancia frescos depois de armazenadas durante 8 horas a pressdo atmosférica nas
temperaturas de 4, 30 e 37 °C (Queirds et al. 2014; Santos et al. 2014). Estes resultados estdo
em concordancia com o valor de pH obtido nas respectivas amostras como ser resultado da
atividade metabolica das leveduras (Sahota et al. 2014).
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Figura 13. Valor da acidez titulavel inicial de sumo de melancia fresco e ao longo de 4, 7 e 10 dias a diferentes

condicBes de armazenamento.

4.1.2.3. Grau de acastanhamento

O grau de acastanhamento inicial das amostras de sumo de melancia fresco foi 0,263
40,03, valor similar ao registado na literatura (Fidalgo et al. 2013; Santos et al. 2014).

O valor de grau de acastanhamento avaliado ao longo de tempo de armazenamento
apresentou-se variavel nas amostras utilizadas. Os valores aumentaram pronunciadamente nas
amostras armazenadas 75 MPa a temperatura ambiente, sendo também verificado um aumento
ligeiro nas amostras armazenadas a 50 MPa. Engquanto nas amostras armazenadas a 100 MPa o
grau do acastanhamento diminuiu em relagéo ao valor inicial (Figura 14), e similarmente nas
amostras armazenadas a 0,1 MPa (temperatura ambiente e refrigeracdo). A reducéo do valor do
grau acastanhamento nas amostras a 100 MPa em comparagdo com as a 50 e 75 MPa pode
dever-se ao efeito da pressado ser mais elevada.

Resultados similares foram obtidos a 0,1, 50 e 75MPa a 30 °C por Santos et al. (2014),
exceto a 100 MPa a 20 °C, em que foi verificado um aumento do grau de acastanhamento

depois de 8 horas. Noutro estudo foi verificado uma reducdo do grau de acastanhamento em
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geral em todas as amostras depois de 8 horas em comparagdo com o valor inicial (Fidalgo et al.
2013)

O efeito da pressdo no grau de acastanhamento foi anteriormente verificado em amostras
de sumo de melancia quando sujeitas a tratamentos por alta pressdo de 200, 400 e 600 MPa
durante 60 minutos (Liu et al. 2013). O grau de acastanhamento de sumo de melancia pode ser
influenciado pela atividade enzimética da PPO e da POD, onde a sua inativagdo pode ser

conseguida com tratamentos por alta pressdo (Liu et al. 2012a).
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Figura 14. Grau de acastanhamento inicial de sumo de melancia fresco e apés 4, 7 e 10 dias de armazenamento a

diferentes condi¢des de armazenamento.

4.1.2.4. Cor

A cor vermelha do sumo de melancia constitui uma caracteristica de qualidade
extremamente crucial e decisiva na escolha dos consumidores, podendo modificar-se durante o
processamento e armazenamento. Esta caracteristica é devida ao licopeno, um carotenoide
presente na melancia (Perkins et al. 2001).

A cor foi avaliada com base nos parametros instrumentais da cor (L*, a*, b*) nas
amostras iniciais e apds 4, 7 e 10 dias de armazenamento. Os valores iniciais dos parametros
L*, a*, b* foram 33,77 £ 0,47, 11,41 £ 0,43 e 6,72 £ 0,72 respetivamente, sendo semelhantes
aos verificados na literatura (Aguild et al. 2010b; Rawson et al. 2011; Liu et al. 2012a;
Fidalgo et al. 2013).

Os valores de L* e a* obtidos de um modo geral mantiveram-se constante em todas as
amostras de sumo durante o tempo de armazenamento, em relagdo ao valor inicial (ANEXO

A). No entanto no valor de b *verificou-se uma diminuicdo ligeira, mais acentuada nas
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amostras a 100 MPa depois de 10 dias. Estes resultados indicam que o valor de b* nas amostras
a 100 MPa néo caracterizou numa preda de cor significativa como pode se demostrar pela
manutencdo da variacdo de cor, AE. (Figura 15). Estes estdo estando em concordancia com a
mair quantidade de licopeno verificada nas mesmas amostras, como esta representado na
Figura 16, mas ndo com o menor grau de acastanhamento das mesmas amostras (Figura 14).

Outros resultados foram verificados por outros autores em amostras de melancia
armazenadas a 100 MPa onde registaram um aumento do valor de L* e diminuicdo de a* e
como consequéncia numa maior variacdo de total de cor (AE*) ap6s um armazenamento de 60
horas (Fidalgo et al. 2013). Outros autores obtiveram resultados similares em que o valor de
L* aumentou no sumo de morango armazenado durante 15 dias a 25, 100 e 220 MPa (a 20 °C)
(Segovia et al. 2012). As diferencas encontradas nestes sumos ao nivel da cor podem estar
relacionadas com o efeito da pressao no armazenamento, previamente verificadas por Santos et
al. (2014) e Prada et al. (2016).
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Figura 15. Variacdo de total de cor (4E*) inicial e depois de 4, 7 e 10 dias de armazenamento em diferentes

condicOes de armazenamento de sumo fresco.

4.1.2.5. Licopeno

O valor inicial obtido para o licopeno foi de 1,21 + 0,11 mg/L, este valor € superior ao
verificado na literatura (62,56 pg/mL) (Liu et al. 2013). O conteddo em licopeno no sumo de
melancia apresentou diferentes variacdes ao longo dos diferentes tipos de armazenamento
(Figura 16). Nas amostras armazenadas a 0,1 e 75 MPa o conteudo em licopeno aumentou ao

final de 7 dias de armazenamento para valores entre 1,45 + 0,015 e 1,55 + 0,18 mg/mL

43



verificando-se que nas amostras armazenadas sob refrigeracdo o contetdo em licopeno
decresceu ao 10° dia de armazenamento para 1,01 +0,05 mg/mL. Este aumento foi mais
acentuado nas amostras armazenadas a 100 MPa para 1,93 £ 0,03 mg/mL em conteido em
licopeno. Este resultado pode indicar que neste de nivel pressdo a perda da concentracdo em
licopeno pode ser atenuada em comparagdo com as outras amostras. No entanto a literatura
refere que em tratamentos por alta pressdo onde a aplicacdo de 500 e 600 MPa contribuiram
para perdas consideraveis do conteudo de licopeno total em comparacdo com o controlo nédo

pressurizado (Liu et al. 2013).
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Figura 16. Valor inicial de licopeno em sumo de melancia fresco e ap6s 4, 7 e 10 dias de armazenamento a
diferentes condigbes

4.1.2.6. Compostos fenolicos

O valor inicial de compostos fendlicos para o sumo foi de 265,8 + 0,3 ug/mL, sendo
superior ao encontrado na literatura (178,1, 16,17ug/mL) (Fidalgo et al. 2013; Liu et al.
2013). O contetdo de compostos fendlicos em geral nas amostras armazenadas a pressao
atmosférica e sob pressdo evidenciou uma diminuicdo na quantidade de compostos fenolicos,
sendo mais evidente nas amostras a 50 e 100 MPa, exceto nas amostras do armazenamento
refrigerado, neste o contetido aumentou no fim de 10 dias (Figura 17). Este comportamento foi
ja verificado por Fidalgo et al. (2013) e Bermejo et al. (2015a) que também obtiveram uma
diminuicdo dos compostos fendlicos nos seus estudos. Estes autores deram como possivel
explicacdo para esta diminuigdo o efeito da pressdo nas atividades enziméticas da PPO e POD

durante o armazenamento.
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Figura 17. Valor inicial de compostos fenélicos no sumo de melancia fresco e apds 4, 7 e 10 dias a diferentes

condi¢fes de armazenamento.

4.1.2.7. Turbidez

O valor inicial da turbidez foi de 0,64 + 0,06, semelhante ao obtido por Fidalgo et al.
(2013) e Santos et al. (2014). De um modo geral a turbidez no sumo de melancia fresco
diminuiu no AH em comparagdo com o refrigerado, tendo-se verificado um aumento deste
valor para as amostras armazenadas a pressdo atmosférica apds 10 dias em relacdo ao valor
inicial (Figura 18). Este comportamento foi anteriormente verificado por outros autores que
estudaram o AH em sumo de melancia fresco, onde obtiveram menores valores de turbidez
nas amostras armazenadas sob pressdo a 100 MPa & temperatura ambiente (Fidalgo et al.
2013), e nas amostras a 50, 75, 150 MPa (25 °C) e 75 e 150 MPa (30 °C) (Santos et al.
2014) em comparacdo ao armazenamento refrigerado depois de 8 horas. Em sumo de
morango armazenado em condi¢Ges hiperbaricas (25, 100 e 220 MPa a 20 °C) a turbidez foi
menor ao fim de 15 dias em comparacdo com as armazenadas a pressao atmosférica (a 20
°C) (Bermejo et al. 2015b). Estes autores referem que existe a possibilidade da atividade
enzimatica da PME poder ser afetada pela pressdo durante o AH e assim contribuir para a

atenuacéo da turbidez do sumo de melancia.
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Figura 18. Valor da turbidez inicial de sumo de melancia fresco e apds 4, 7 e 10 dias de armazenamento a

diferentes condicdes.

4.1.2.8. Solidos solUveis totais

O valor inicial dos solidos soluveis totais (SST) foi de 8,07 £ 0,05 °Brix, valor similar ao
verificado na literatura (9,55 = 0,63, 7,1 £ 0,1 e 7,00 + 0,07) (Liu et al. 2012a; Fidalgo et al.
2013; Santos et al. 2014). O valor do SST nas amostras armazenadas sob refrigeracdo e nas
armazenadas a 100 MPa manteve-se constante ao longo do tempo (Figura 19). Em
contrapartida as armazenadas a 75 MPa, o valor dos SST aumentou ligeiramente enquanto nas
amostras armazenadas a 50 MPa diminuiu. A 0,1 MPa e temperatura ambiente verificou-se
uma diminuicdo acentuada no valor de SST. Estes resultados obtidos estdo em concordancia
com a literatura, onde os SST do AH de sumo de melancia fresco néo se alterou durante as 8
horas (Santos et al. 2014) e durante 60 horas (Fidalgo et al. 2013).
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Figura 19. Valor inicial de sélidos sollveis totais (SST) (°Brix) de sumo de melancia fresco e apos 4, 7 e 10 dias

de armazenamento
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4.1.3. Analises Bioguimicas

4.1.3.1. Atividade da Polifenoloxidase (PPO)

A atividade enzimética inicial da PPO obtida no sumo de melancia foi de 0,01+ 0,00
abs/min/mL. A AR da PPO das amostras de sumo de melancia armazenadas durante 10 dias
esta representada na Figura 20. A atividade residual da PPO decresceu em todas amostras até
ao 4° dia de armazenamento, sendo esta diminui¢cdo mais acentuada nas amostras armazenadas
a pressdo atmosférica. Entre 0 4° e 10° dia observou-se que a 75 MPa a atividade residual da
PPO aumentou comparativamente as restantes amostras, verificando-se que nas amostras
armazenadas a 50 e 100 MPa a atividade residual foi semelhante as refrigeradas ao final dos 10
dias.
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Figura 20. Atividade residual (AR) da PPO do sumo de melancia fresco, durante 10 dias em diferentes

condicBes de armazenamento de sumo fresco.

A literatura refere que tratamentos por alta presséo (10, 20, 30 MPa a 60 minutos, 50 °C)
de sumo de melancia evidenciaram uma diminuigdo da atividade residual da PPO com o tempo
de tratamento. No entanto o aumento da atividade nas amostras armazenadas a 75 MPa pode
estar relacionado com as duas fragdes da isoenzima da PPO presentes no sumo da melancia. A
fracdo mais sensivel & pressdo pode ser inativada, enquanto a outra fracdo ser mais estavel a
pressdo (Liu et al. 2012b). Efeito semelhante na PPO foi verificado em sumo de morango apos
armazenamento sob presséo (50 e 220 MPa) a 20 °C durante 15 dias, registando-se um aumento
da atividade residual (Bermejo et al. 2015b).
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4.1.3.2. Atividade da Peroxidase (POD)

A atividade enzimética inicial da POD para o sumo de melancia foi de 0,57 + 0,01
abs/min/mL. A AR da PPO das amostras de sumo de melancia armazenadas durante 10 dias
esta representada na Figura 21. A atividade da POD de um modo geral diminuiu em todas as
amostras ao longo do tempo de armazenamento. Essa diminui¢do na atividade residual foi
superior nas amostras armazenadas a 100 MPa, sendo inferior nas amostras armazenadas a
pressdo atmosférica e temperatura ambiente. Estes resultados indicaram que a atividade
enzimatica da POD foi afetada pelo tempo e pela pressdo utilizada durante os 10 dias de
armazenamento. Resultados similares foram obtidos no AH de sumo morango (200 MPa
durante 15 dias a 20 °C), a reducgéo da atividade da POD foi de apenas 15% e nas restantes
amostras a 50 MPa ndo houve alteracdo significativa (Bermejo et al. 2015b). Em estudos
anteriores, a atividade da POD no sumo de melancia fresco também diminuiu ap6s um
processamento por alta pressdo de 200, 400 e 600 MPa a temperatura ambiente durante 60
minutos (Liu et al. 2013) e em tratamentos com pressdes de 10, 20 e 30 MPa a 50 °C durante
60 minutos (Liu et al. 2012b).
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Figura 21. Atividade residual (AR) da POD do sumo de melancia fresco, durante 10 dias em diferentes condigGes
de armazenamento de sumo fresco.

4.1.3.3. Atividade da Pectina metilesterase (PME)

A atividade enzimatica inicial da PME obtida foi de 0,04 + 0,01 abs/min/mL. A avaliacédo
da AR da PME no sumo de melancia armazenado durante os 10 dias estd representada na

Figura 22. Ao longo do tempo armazenamento verificou-se uma diminuig¢do, sendo mais
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acentuada a 100 MPa. Os resultados obtidos foram semelhantes aos obtidos por outros autores
utilizando sumo de morando armazenado a 200 MPa (20 ° C) durante 15 dias (Bermejo et al.
2015b). No presente AH detetou-se uma diminuicdo da AR da PME sendo afetada pelo tempo
de armazenamento e pelo nivel de pressdo utilizada. Em estudos anteriores foi possivel
verificar uma reducdo da atividade da PME em tratamentos por alta pressao de 10, 20 e 30 MPa
(50 °C) durante 60 minutos (Liu et al. 2012b) e com pressdes entre 300-900 MPa (60°C)

durante 5 a 60 minutos (Zhang et al. 2011) também no sumo de melancia.
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Figura 22. Atividade residual (AR) da PME do sumo de melancia fresco, durante 10 dias em diferentes
condicBes de armazenamento de sumo fresco.

4.2. Armazenamento de sumo pasteurizado por alta pressao
4.2.1. Analises microbioldgicas

A carga microbioldgica inicial das ENT, antes e apds pasteurizacdo por alta pressdo foi
de <1 log UFC/mL, sendo inferior a valores verificados por outros autores (Fidalgo et al.
2013; Santos et al. 2014). Por outro lado, relativamente aos MAT, a carga microbioldgica
inicial foi de 3,41 = 0,12 log UFC/mL (semelhante a valores verificados por Fidalgo et al.
(2013) e por Santos et al. (2014)), sendo reduzida ap6s pasteurizacdo por alta pressao para
valores inferiores a 1 log UFC/mL.

A carga microbiologica das ENT nas trés condi¢Ges estudadas manteve-se constante
durante os 75 dias (<1 log UFC/mL). A presenga/auséncia de ar na embalagem ndo mostrou ser
importante para a qualidade microbioldgica final do produto uma vez que os valores obtidos

foram iguais em todas as amostras/condi¢cfes de armazenamento.
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Contrariamente, nas amostras armazenadas a 0,1 MPa a temperatura ambiente, o
crescimento microbiano dos MAT aumentou para 6 log UFC/mL logo no 15° dia, 0 que ndo
detetado nas amostras armazenadas nas amostras refrigeradas e 50 MPa ao longo dos 75 dias .

Nos BL os resultados obtidos foram de <1 log UFC/mL, mantendo-se constantes ao
longo dos 75 dias nas amostras refrigeradas e armazenadas a 50 MPa em ambos os tipos de
embalamento (com ar e sem ar). Nas amostras armazenadas a pressdo atmosférica no
embalamento com ar registou-se um aumento de valores abaixo do limite de detecdo (<1 log
UFC/mL) para 3,67 £ 0,78 log UFC/mL no 4° dia, embora este valor tenha depois voltado a
diminuir para <1 log UFC/mL nos seguintes dias de amostragem, podendo estar assim presente
neste caso um erro experimental/contamina¢do da amostra no momento da andlise. Estes
resultados indicaram que o AH do sumo de melancia pasteurizado por alta presséo (cuja carga
microbioldgica era de <1 log UFC/mL para MAT, ENT e BL) conseguiu inibir o crescimento
de microrganismos vegetativos que se pudessem desenvolver a partir de possiveis esporos
presentes na amostra, assim como pode ter inativado alguns microrganismos vegetativos que

possam ter surgido durante os dias de armazenamento a que 0 sumo foi sujeito.

4.2.2. Analises Fisico-Quimicas

4.2.2.1.pH

O valor inicial de pH obtido no sumo de melancia processado por alta pressao foi de 6,1
+ 0,02 e 6,0 £ 0,03 para com e sem ar respetivamente, sendo estes valores similares ao
verificado por Liu et al. (2013) e um pouco acima dos valores encontrados por outros autores
(Liu et al. 2012a; Fidalgo et al. 2013; Santos et al. 2014). Ao longo do tempo de
armazenamento verificou-se uma pequena reducdo de valor do pH em comparagdo com o
inicial. O valor de pH néo apresentou diferencas entre as amostras armazenadas a 0,1 MPa e a
50 MPa. No entanto nas amostras a 0,1 MPa verificou-se um aumento de cerca de uma unidade
no pH apenas no dia 7 nos embalamentos sem ar, devera ser erro de manuseamento durante a
leitura (Tabela 3).
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4.2.2.2. Cor

Os parametros iniciais da cor (L*, a* e b*) obtidos para o sumo de melancia HPP sé&o
similares aos obtidos por Liu et al (2013) apds tratamento de amostras de sumo de melancia
(200 a 600 MPa, 25 e 33 °C durante 15 a 60 minutos).

Os resultados obtidos indicaram um ligeiro aumento do valor de L* nas amostras
armazenadas sob refrigeracdo e a 50 MPa com ar e sem ar (Tabela 4). Em relacdo ao valor de
a* foram encontradas diferencas nos dois tipos de embalamentos (com ar e sem ar), nas trés
condicOes de armazenamento. Nas amostras armazenadas a 50 MPa verificou-se que o valor de
a* diminuiu pronunciadamente logo ao dia 4, mas aumentou depois dos 75 dias para valores
inferiores ao valor inicial. Nas amostras refrigeradas até ao dia 15 ndo houve diferencas em
ambas as embalagens, mas a partir deste dia verificou-se um aumento de a* no dia 30, seguido
por uma diminui¢do depois de 75 dias nos embalamentos sem ar. Nos embalamentos com ar,

registou-se uma diminui¢do no dia 30 e um aumento no dia 75.

51



Tabela 3. Valores dos parametros fisicos-quimicos do sumo pasteurizado a 600 MPa embalado com e
sem ar, durante 75 dias em diferentes condi¢Bes de armazenamento.

Tem Dia de armazenamento
Parametros perat Presséo 0 4 7 10 15 30 75
ura
5,64%0,0
spoc | 50MPa 6,06+0,02 5,88+0,01 5,74+0,08 5,83+0,10 5,82+0,01 5,69+0,03 )
C;’rm 0.1 MPa 6,0620,02 6,030,06 5,7920,05 5,7220,01 5,77%0,03
4°c | 01MPa 6,06+0,02 5,90+0,02 5,87+0,02 5,76£0,02 5,69+0,03 5,63+0,11 5’8111'0'0
pH 5,68+0,0
Jpc | 50MPa 6,00+0,03 5,88+0,03 5,73+0,03 5,83+0,02 5,78+0,01 5,65+0,04 o
Sz:“ 0.1 MPa 6,00£0,03 5,97+0,01 6,67£0,07 5,7320,02 5,7320,02
4°c | 01MPa 6,00£0,03 5,88+0,01 5,84:0,04 5,79+0,11 5,78+0,01 5,71+0,06 5’872:'0'0
8,00£0,0
spec | 50MPa 8,03+0,06 8,000,00 8,00+0,00 8,00+0,00 8,00+0,00 8,00+0,00 o
C;’P 0.1 MPa 8,030,06 8,000,00 8,1020,00 8,0020,00 8,0320,00
j)‘:::\‘j;ss 4°c | 01MPa 8,03+0,06 8,03+0,06 8,03+0,06 8,03+0,06 8,06+0,06 8,01£0,00 8'01;0’0
H 0
t(g?:i)( ppoc | 50MPa 8,03+0,06 8,00+0,00 8,00+0,06 8,03+0,00 8,00+0,00 8,00+0,00 8’00(;"0'0
Sz:“ 0.1 MPa 8,030,06 8,030,06 8,0320,06 8,0320,06 8,0320,06
4°c | 01MPa 8,030,06 8,03+0,00 8,00+0,06 8,00+0,06 8,00+0,06 8,00+0,00 8'00(;‘“0'0
0,670,0
spec | 50MPa 1,05+0,01 0,08+0,01 0,59+0,01 0,68+0,02 0,49+0,01 0,64+0,02 )
C;’rm 0.1MPa 1,0520,01 0,82+0,03 0,63+0,07 0,65%0,07 0,59+0,06
4°c | 01MPa 1,05+0,01 0,83+0,09 0,55+0,03 0,61+0,05 0,42+0,08 0,54+0,07 0’722:'0'0
Turbidez 065200
spec | 50MPa 1,07+0,01 0,76+0,01 0,57+0,01 0,62+0,02 0,44+0,01 0,52+0,02 >
Saerm 0.1 MPa 1,07%0,01 0,8120,03 0,6620,07 0,6620,07 0,42%0,06
4°c | 01MPa 1,07+0,01 0,01+0,09 0,68+0,03 0,66+0,05 0,700,08 0,68+0,07 0'7221'0'0
0,46%0,0
o | SOMPa 0,08+0,01 0,07+0,00 0,11+0,00 0,07+0,02 0,08+0,00 0,10+0,00 )
c;m 0.1 MPa 0,0820,01 0,05+0,00 0,06%0,00 0,330,02 0,35%0,06
Grau de 4°c | 01MPa 0,08+0,01 0,08+0,01 0,130,00 0,09+0,00 0,14+0,01 0,07+0,01 0'37;—'0'0
acastanha 026200
mento spec | 50MPa 0,06+0,00 0,05+0,00 0,05+0,01 0,06+0,01 0,011+0,00 0,16+0,10 o
Sz;“ 0.1 MPa 0,06%0,00 0,08+0,00 0,26%0,02 0,320,03 0,310,05
4°c | 01MPa 0,06+0,00 0,05+0,00 0,05+0,01 0,06+0,01 0,11+0,00 0,16+0,10 0’461:'0'0
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Tabela 4. Valores da variacdo de cor 4E* do sumo pasteurizado embalado com e sem ar a 600 MPa, durante 75
dias em diferentes condicfes de armazenamento.

AE*

Dia Comar Sem ar

50MPa/ 0,1MPa/ 0,1MPa/ 50MPa/ 0,1MPa/ 0,1MPa/
21°C 21°C 4°C 21°C 21°C 4°C

4 3,90+0,48 1,34+0,09 5,59+0,90 2,54+1,48 0,65+0,29 0,58+0,55
7 0,57+0,37 0,99+0,15 4,50+1,02 0,79+0,37 0,94+0,17 0,78+0,59
10 1,2340,18 5,17+0,44 2,89+0,49 0,91+0,54 0,40+0,15 0,76+0,42
15 0,81+0,58 6,90+0,14 0,65+0,3 1,02+0,85 0,21+0,11 0,31+0,18
30 1,65+0,26 4,02+0,23 0,31+0,20 0,68+0,65
75 7,03+0,47 6,21+0,58 7,25+0,25 3,08+0,38

Em relacdo ao valor de b* ndo existem diferengas nas trés condi¢des de armazenamento
nem entre os dois tipos de embalamento no tempo avaliado. O valor inicial foi de 6,20 £ 0,31
(com ar) e 6,99 £ 0,44 (sem ar). Este parametro nas amostras refrigeradas e nas armazenadas a
50 MPa apresentaram um comportamento semelhante. O valor de b* depois de 75 dias de
armazenamento foi inferior ao inicial em ambos os tipos de embalamentos. No entanto, no
armazenamento a 0,1 MPa a temperatura ambiente, o valor de b*, apresentou ligeiras
diferencas entre os dois tipos de embalamentos, mantendo-se constante até ao dia 4, seguido
por diminui¢do no dia 7 em ambos 0s casos, mas nos embalamentos com ar verificou um
pequeno aumento.

Comportamento semelhante foi verificado nas amostras de sumo armazenado a 50 MPa
nos dois tipos de embalamentos em relag&o a variag&o total de cor (4E*) como se pode ver na
Tabela 4. Nestas amostras a alteracdo de cor foi semelhante em ambas as embalagens. Nos
embalamentos sem ar as trés condi¢des apresentaram uma variacdo semelhante até ao dia 30,
a partir desta altura verificou-se um aumentou da variacdo de cor nas amostras armazenadas
sob pressdo em comparacao com as refrigeradas no dia 75. Enquanto no embalamento com ar
foram observadas diferencas na cor, principalmente nas amostras armazenadas a 0,1 MPa em
que se registou um aumento do 4AE* logo no dia 15, enquanto nas restantes condigcOes a
viragdo da cor aumentou progressivamente ao longo dos 75 dias.

O AH conseguiu atenuar a degradacéo de cor nos primeiros 30 dias em ambos 0s tipos
de embalamentos, no entanto depois dos 75 dias 0 4E* aumentou de 3,90 + 0,048 para 7,03
0,48 e 2,54 + 1,48 para 7,25 * 0,25 nas amostras de 50 MPa com e sem ar, respetivamente. O
aumento de 4E* nas amostras pressurizadas depois do dia 30 esta relacionado com o elevado

valor de a* no dia 75. Este aumento no AE* foi igualmente verificado nas amostras
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armazenadas a 0,1 MPa, onde se observou visivelmente elevadas alteracfes na cor devido ao
AE* ser proximo e superior a 3,0. Alguns autores também reconheceram que a variacéo total
de cor no sumo de melancia fresco armazenado durante 60 horas nas mesmas condig¢oes
hiperbarica a 100 MPa devia-se a diminuicdo do valor de a* (Fidalgo et al. 2013). O AH a 50
MPa do sumo de melancia HPP das amostras sem ar causou menores alteracbes de cor
(4E*=0,31) até ao dia 30 em comparacdo com o AH (25, 100, 220 MPa) a 20 °C durante 15

dias de sumo de morango fresco (4E*=1) (Segovia et al, 2012).

4.2.2.3. Turbidez

A turbidez inicialmente medida nos dois tipos de embalamentos de sumo HPP foi de
1,05 £ 0,08 e 1,07 = 0,01 para com e sem ar, respetivamente. Este valor obtido é semelhante
ao verificado na literatura (Fidalgo et al. 2013; Santos et al. 2014).

A turbidez de um modo geral diminuiu em todas as amostras até ao dia 15
posteriormente aumentando ligeiramente. Nas amostras embaladas com ar ndo existiu
diferencas nas trés condic¢des testadas. No entanto nas embaladas sem ar verificou-se que a
partir do dia 15 a turbidez nas amostras armazenadas a 50 MPa foi inferior as refrigeradas,
como se pode verificar na Tabela 3. Semelhante diminuicdo na turbidez foi previamente
observada noutros armazenamentos hiperbaricos do mesmo sumo a 100 MPa e a temperatura
ambiente (Fidalgo et al. 2013), e a 50, 75, 150 MPa (25 °C) e 75 e 150 MPa (30 °C) (Santos
et al. 2014) quando comparada com amostras refrigeradas durante 8 horas. Em condicdes
hiperbaricas, a 25, 100 e 220 MPa a 20 °C, a turbidez do sumo de morango obtida foi
igualmente inferior a0 sumo armazenado em condic¢des atmosféricas (20 °C) depois de 15
dias (Bermejo et al. 2015b).

4.2.2.4. Solidos solGveis totais

O valor inicialmente obtido para os SST do sumo de melancia HPP foi de 8,03 + 0,06
em ambos os tipos de embalamentos, sendo o valor inferior aos obtidos por (Liu et al. 2013)
apos aplicagdo de HPP e superior noutros autores (Liu et al. 2012a; Fidalgo et al. 2013;
Santos et al. 2014). Este valor ndo variou muito entre os dois tipos de embalamentos, nem
entre as trés condi¢des de armazenamento ao longo dos 75 dias. Em ambos os embalamentos

0s SST mantiveram-se constantes ao longo dos 75 dias nas amostras armazenadas a 50 MPa
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em contraste com as refrigeradas, nestas verificou-se um ligeiro aumento nas amostras
armazenadas com ar (Tabela 3). Resultados semelhantes foram anteriormente verificados no
AH durante 8 horas (Santos et al. 2014) e durante 60 horas (Fidalgo et al. 2013) em sumo

fresco de melancia.

4.2.2.5.Grau de acastanhamento

O sumo de melancia HPP apresentou um grau de acastanhamento inicial de 0,06 + 0,00 (com
ar) e de 0,08 + 0,01 (sem ar) respetivamente. Estes valores sdo semelhantes aos resultados
obtidos por Zhang et al. (2011) ap6s aplicacdo de 600 MPa (a 60 °C) durante 5 e 60 minutos
mas sdo inferiores em comparacdo com os resultados obtidos por Fidalgo et al. (2013).

A partir da observacdo da Tabela 3, o grau de acastanhamento em todas as amostras
aumentou ao longo do tempo de armazenamento. Este aumento do grau de acastanhamento
foi mais acentuado logo no dia 15 nas amostras a 0,1 MP a temperatura ambiente nos dois
tipos de embalamentos. Nas restantes condi¢cGes de armazenamento esse aumento do grau de
acastanhamento foi proporcional ao decorrer do tempo estudado, atingido o valor maximo no
dia 75. Este aumento no grau de acastanhamento foi igualmente verificado nas amostras
refrigeradas e nas amostras de AH a 50 MPa (a 30 °C) de sumo de melancia (fresco) depois
de 8 horas (Santos et al. 2014). Noutras amostras pressurizadas a 100 MPa (37 °C) e a 150
MPa (25 °C) de sumo de mel&o (fresco), foi igualmente observado um aumento do grau de

acastanhamento depois de 8 horas (Queiros et al. 2014).

4.2.3. Analises Bioquimicas

4.2.3.1. Atividade da polifenoloxidase

A atividade enzimética da PPO inicialmente medida nas amostras de sumo de melancia
HPP embalado com e sem ar foi respetivamente 0,008 + 0,001 e 0,008+ 0,001 abs/min/mL.
As Figuras 23 mostram a AR da PPO nas amostras embaladas com e sem ar. Em todas as
amostras HPP de um modo geral a AR diminuiu, ndo se evidenciando diferencas entre as
diferentes condic¢des de armazenamento e de embalamento ao longo dos 75 dias. A inativagéo
das amostras a 50 MPa em ambos os embalamentos foram superior (27,78 + 3,02 e 25,10 *
1,42 respetivamente com e sem ar) nas amostras refrigeradas sem ar (26, 10 + 2,88) e

comparacdo com as refrigeradas com ar (22,44 + 4,53). A pressao utilizada no AH reduziu a
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AR, mas ndo causou efeito relevante em ao longo do tempo em comparagdo com o0
refrigerado. A diminuicdo da atividade da PPO pode indicar uma possivel inativacao
enzimatica, como resultado da pasteurizacdo a 600 MPa, este efeito foi anteriormente
identificado pela utilizacdo de altas pressdes (200, 400 e 600 MPa) em amostras de melancia
(Liu et al. 2013). Contrariamente, em sumo de morango fresco armazenado em condi¢Oes
hiperbéricas a 50 e 200 MPa a 25 °C durante 15 dias a AR da PPO aumentou em 59 e 52%,

respetivamente (Bermejo et al. 2015b).
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Figura 23Atividade residual (AR) da PPO do sumo de melancia pasteurizado com ar. durante 75 dias em
diferentes condiges de armazenamento.
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Figura 24. Atividade residual (AR) da PPO do sumo de melancia pasteurizado sem ar. durante 75 dias em
diferentes condi¢es de armazenamento.
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4.2.3.2.Atividade da peroxidase

A atividade enziméatica da POD inicial do sumo HPP embalado com e sem ar foi
respetivamente 0,65 = 0,02 e 0,63 + 0,02 abs/min/mL. A AR da POD apresentou uma reducao
em todas as condic¢Oes de armazenamento e de embalamento em cerca de 50% ao longo dos
75 dias. No entanto é possivel identificar ligeiras diferencas no sumo refrigerado (com ar) a
AR da POD foi a menor (42,37 £ 1,52) em comparacdo com o refrigerado embalado sem ar
(49,44 £ 1,12) e com as dos dois embalamentos a 50 MPa (50, 85 + 2,18 e 50,24 + 5,85 42
respetivamente com e sem ar) (Figuras 25 e 26). O A H a 50 MPa permitiu uma redugdo em
cerca 50% da AR no POD, no entanto o efeito da pressdo nesta condi¢do ndo foi vantajosa. A
diminuicdo da atividade enzimatica destas amostras pode ser explicada pela inativacdo da
POD devido a aplicacdo do processamento inicial de 600 MPa, como foi reportado por outros

autores em condi¢6es semelhantes (200, 400 e 600 MPa) (Liu et al. 2013).
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Figura 25. Atividade residual (AR) da POD do sumo de melancia pasteurizado com ar. durante 75 dias em
diferentes condi¢es de armazenamento.
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Figura 26. Atividade residual (AR) da POD do sumo de melancia pasteurizado sem ar. durante 75 dias em

diferentes condi¢Bes de armazenamento.

4.2.3.3. Atividade da pectina metilesterase

A atividade enzimética da PME nas amostras HPP embaladas com e sem ar foi
respetivamente 0,0485 + 0,001 e 0,0428 + 0,018 abs/min/mL. A AR da PME encontra-se
representada nas Figuras 27 e 28, sendo possivel observar uma reducédo da atividade nas trés
condicdes de armazenamento estudas ao longo dos 75 dias. Os embalamentos das amostras
com ar obtiveram ligeira diminuicdo nas refrigeradas (37,01 £ 1,39) e nas a 50 MPa (35, 29 +
1,04) em comparacdo das sem ar refrigeradas (43, 84 + 1,39) e das a 50 MPa (51,03 £2,72).
Estes resultados demostram que a utilizacdo da pressédo ndo permitiu vantagens na medida que
a redugdo da AR na PMe foi nos embalamentos com ar. Estes resultados estdo em
concordancia com a atividade da PME obtida em sumo fresco de morango armazenado em

condic@es hiperbaricas semelhantes (50 e 200 MPa a 20 °C) (Bermejo et al. 2015b).
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Figura 27. Atividade residual (AR) da PME do sumo de melancia pasteurizado com ar. durante 75 dias em
diferentes condicfes de armazenamento.
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Figura 28. Atividade residual (AR) da PPO do sumo de melancia pasteurizado sem ar. durante 75 dias em
diferentes condiges de armazenamento.
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5. Concluséao

Atualmente, o armazenamento hiperbarico (AH) de produtos alimentares pereciveis
tem-se mostrado um método bastante promissor na conservacdo de alimentos diversos. No
presente trabalho pretendeu-se avaliar a qualidade do sumo de melancia apdés AH a
temperatura ambiente, sendo que varios parametros microbioldgicos, fisicos-quimicos e
bioquimicos foram avaliados em amostras de sumo de melancia fresco armazenado em
diferentes condicdes de pressdo (50-100 MPa) durante 10 dias. O AH de sumo de melancia
processado por alta presséo (600 MPa durante 6 minutos & ~21°C) foi também realizado a 50
MPa durante um periodo de 75 dias.

O AH do sumo de melancia fresco revelou melhores resultados nos parametros
microbioldgicos e fisicos-quimicos, resultando numa inibicdo/inativacdo e consequente
reducdo do crescimento microbioldgico, em comparagdo com o armazenamento refrigerado.
Todas as amostras armazenadas a 75 e 100 MPa obtiveram uma reducdo da carga
microbiologica. Verificou-se que para a maior parte dos microrganismos uma
inibicdo/inativacdo para valores inferiores a 1 log UFC/mL. Contrariamente, nos
microrganismos armazenados a 0,1 MPa a temperatura ambiente resultou num aumento da
carga microbioldgica para valores superiores a 6 log UFC/mL nos MAT, PAT, ENT, BL, L.
innocua e E. coli. No armazenamento refrigerado também se detetou um aumento da carga
microbioldgica nos MAT, PAT, ENT e BL, mas com uma diminuic¢do no caso da L. innocua e
E. coli.

Relativamente aos parametros fisicos-quimicos analisados, 0 AH a 50 MPa demostrou
ser capaz de manter varios parametros, tais como o pH, acidez titulavel, SST, turbidez,
compostos fendlicos e licopeno. Em todas as condi¢des hiperbarica s foi demostrado na
eficiéncia na reducéo da variacdo de cor, bem como o grau de acastanhamento. Nas amostras
a 100 MPa obteve-se maior concentracdo de licopeno. No sumo fresco a AR das enzimas foi
afetada de forma diferenciada nas diferentes condi¢cdes de armazenamento. A AR da POD e
da PME armazenada a 100 MPa foi inferior em comparagdo com as outras condicdes.
Enquanto na PPO a AR a 100 MPa foi semelhante as amostras refrigeradas e 50 MPa durante
0s 10 dias.

No sumo HPP os pardmetros microbioldgicos avaliados nas diferentes condigdes ndo
apresentaram diferencgas ao longo dos 75 dias. Nos trés tipos de armazenamentos verificou-se

gue a carga microbiolédgica (<1 log UFC/mL) manteve-se constante ao longo dos 75 dias.
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Estes resultados indicaram que uma vez 0s microrganismos vegetativos terem sido inativados
apo6s o HPP, ndo houve o crescimento de esporos resistentes. Os pardmetros fisicos-quimicos
avaliados, no sumo HPP armazenado foram diferentes nas trés condi¢des estudadas nem nos
dois tipos de embalamento. Nas amostras do AH a 50 MPa, este demostrou ser eficaz na
atenuacéo do pH, turbidez e SST. Contrariamente no refrigerado e no armazenado a 50 MPa o
grau de acastanhamento e variagéo de cor (AE*) aumentaram ao longo dos 75 dias. E por fim
verificou-se que a AR das enzimas PPO, POD e PME diminuiram no sumo HPP em todos as

condigdes de armazenamento e nos dois tipos de embalamento depois de 75 dias.

Em conclusdo o AH podera ser um novo método de conservacdo, demonstrando ter
elevado potencial como um novo sistema alternativo a refrigeracdo. Este método permite
economizar gastos energéticos, uma vez que ndo € necessario controlar a temperatura e a
Unica energia necessaria é aquela que é usada para atingir a pressdo desejada, ndo existindo
custos energéticos adicionais. Assim, com base nos resultados obtidos no presente trabalho e
noutros estudos € necessario mais conhecimento cientifico nesta area, tais como avaliar a
presenca de outros microrganismos patogénicos e de esporos, realizar periodos de
armazenamentos mais longos com diferentes condi¢cdes de pressdo/temperatura e utilizar
testes mais especificos de identificacdo de microrganismos caracteristicos como também
outros parametros relacionados com a qualidade. No futuro o AH podera ser a metodologia de
vanguarda mais utilizada na conservacdo alimentar. Atualmente o AH tem sido alvo de um
grande nimero de pesquisas como é possivel comprovar na revisdao bibliogréfica, sendo a

mesma acompanhada por excelentes resultados.
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Anexo A-. Parametros de medicgdo da cor L*, a* e b*, do sumo de melancia fresco,
inicial e nos dias 4, 7 e 10 em diferentes condi¢des de armazenamento

Tabela A 1. Valor da média do parametro L*, inicial e nos dias 4, 7 e 10 em diferentes condices de
armazenamento

L-k
Media
Condicéo/Tempo Inicial 4 Dias 7 Dias 10 Dias
0,1 MPa/21 °C 33,77 34,09 35,01
0,1 MPa/4 °C 33,77 34,45 35,12 35,25
100 MPa/21 °C 33,77 38,04 36,38 34,59
75 MPa/21 °C 33,77 34,18 34,05 35,69
50 MPa/21 °C 33,77 36,29 35,44 36,25

Tabela A 2. Valor do desvio padrdo do pardmetro L*, inicial e nos dias 4, 7 e 10 em diferentes condicGes de

armazenamento
L*
Desvio Padréo
Condigao/Tempo Inicial 4 Dias 7 Dias 10 Dias
0,1 MPa/21 °C 0,47 0,66 0,14
0,1 MPa/4 °C 0,47 0,3 0,4 0,28
100 MPa/21 °C 0,47 0,43 0,54 2,44
75 MPa/21 °C 0,47 0,51 0,51 0,34
50 MPa/21 °C 0,47 18 0,51 0,33

Tabela A 3. Valor da média do parametro a*, inicial e nos dias 4, 7 e 10 em diferentes condi¢des de

armazenamento
a*
Media
Condicdo/Tempo Inicial 4 Dias 7 Dias 10 Dias
0,1 MPa/21 °C 11,94 9,34 10,30
0,1 MPa/4 °C 11,94 12,64 11,38 11,940
100 MPa/21 °C 11,94 9,62 10,46 10,53
75 MPa/21 °C 11,94 11,65 11,91 11,66
50 MPa/21 °C 11,94 10,89 10,66 10,09
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Tabela A 4. Valor do desvio padrdo do parametro a*, inicial e nos dias 4, 7 e 10 em diferentes condicdes de

armazenamento
a*
Desvio padréo
Condicdo/Tempo Inicial 4 Dias 7 Dias 10 Dias
0,1 MPa/21 °C 0,47 0,65905327 0,14
0,1 MPa/4 °C 0,47 0,3 0,4 0,28
100 MPa/21 °C 0,47 0,43 0,54 1,71
75 MPa/21 °C 0,47 0,51 0,51 0,34
50 MPa/21 °C 0,47 1,8 0,51 0,33

Tabela A 5. Valor da média do parametro b*, inicial e nos dias 4, 7 e 10 em diferentes condi¢des de

armazenamento
b*
Media

Condicéo/Tempo Inicial 4 Dias 7 Dias 10 Dias
0,1 MPa /21 °C 6,72 4,33 5,29

0,1 MPa/4 °C 6,72 5,87 5,38 5,53
100 MPa/21°C 6,72 6,93 5,98 4,43

75 MPa/21°C 6,72 5,55 7,09 6,20

50 MPa/21°C 6,72 5,96 6,14 5,30

Tabela A 6. Valor do desvio padréo do pardmetro b*, inicial e nos dias 4, 7 e 10 em diferentes condicdes de

armazenamento
b*
Media
Condigdo/Tempo Inicial 4 Dias 7 Dias 10 Dias
0,1 MPa /21 °C 0,72 0,29 0,16 0,
0,1 MPa/4 °C 0,72 0,19 0,29 0,25
100 MPa/21°C 0,72 0,31 0,39 0,88
75 MPa/21°C 0,72 0,33 0,38 0,24
50 MPa/21°C 0,72 0,87 0,44 0,41
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