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palavras-chave

resumo

Morango, polissacarideos pécticos, pectina metilesterase, textura, firmeza,
tempo, temperatura modelo matematico, analise sensorial

Os frutos sdo alimentos fundamentais na alimentagdo humana e séo largamente
consumidos em todo 0 mundo. Parte do consumo é feito na forma de frutos processados
aplicados nos mais diversos produtos alimentares como iogurte, gelados, pastelaria,
compotas, sumos etc. O processamento dos frutos provoca uma alteracdo das
propriedades organoléticas especialmente na textura, devido a altera¢6es na parede
celular e principalmente na lamela média. As homogalacturonanas, um dos
polissacarideos pécticos presentes na lamela média, quando desesterificadas tem
capacidade de formar ligagdes com catifes de Ca®* formando assim um gel. Essa
desesterificacdo pode ocorrer através da acdo da pectina metilesterase (PME). A
atividade da PME em conjunto com a adicdo de ifes de calcio pode trazer aumento da
firmeza aos frutos processados.

Neste trabalho foi testado o efeito provocado por uma PME em pedagos de morango. O
trabalho focou-se na influéncia da temperatura de enzimagem ao longo do tempo em
termos de firmeza dos pedagos. Foram utilizadas 3 temperaturas de incubacéo da
enzima: 4°C; 25°C e 40°C. Os dados obtidos foram adaptados ao modelo matematico de
one-phase association que relaciona a firmeza dos pedacos em funcéo do tempo através
de uma constante de velocidade de enzimagem, k. Para a temperatura de 40°C o tempo
necessario para se atingir a firmeza maxima foi de 13 horas. Com o abaixamento da
temperatura o tempo necessario para que se atinja a firmeza maxima vai sendo cada vez
maior, sendo que a 4°C sdo necessarias 147 horas.

A firmeza dos pedacos foi avaliada ao longo do processamento dos pedagos até a sua
aplicacdo em iogurte. Foi efetuada uma analise sensorial por forma a criar um perfil de
textura para os pedacos de morango e estudar os efeitos da PME ao nivel da percecéo
sensorial.
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abstract

Strawberry, pectic polysaccharides, pectin methylesterase, texture, firmness,
time, temperature, mathematic modelation, sensory analysis.

Fruits are essential for human nutrition. They are widely consumed around the world
and part of that consumption is done in the form of processed fruits that can be used in
many products such as yogurt, ice cream, pastries, jams, juices etc. The processing
changes the organoleptic properties of the fruits especially the texture due to changes in
the cell wall and especially in the middle lamella. The homogalacturonans are one of
the pectic polysaccharides of the middle lamella, that when deesterifide have the ability
to bond with Ca®* forming a gel. This deesterification may occur through the action of
pectin methylesterase (PME). The PME activity in conjunction with the addition of
calcium ions can provide an increase of the fruit firmness.

In this work we tested the effect caused by a PME in strawberry pieces. This work
focused on influence of temperature over time in terms of firmness of the strawberry
pieces. We used three temperatures for the enzyme incubation: 4 °C, 25 °C and 40 °C.
The data were adjusted to the mathematical model of one-phase association relating the
firmness of the pieces with the time of incubation through an enzyme velocity rate, k.
For the temperature of 40 °C the time required to reach maximum of firmness was 13
hours. With lower temperatures the time required to reach the maximum firmness
increased, at the temperature of 4 °C it was required 147 hours.

The firmness of the pieces was evaluated throughout the processing of the pieces until
their application in yogurt. A sensory analysis was performed in order to create a
texture profile for strawberry pieces and studying the effects of the PME in terms of
sensory perception.
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1 Introducéo

A producdo mundial de frutos e vegetais tem aumentado nos ultimos anos. Desde 1980
até 2004 houve um aumento de consumo de cerca de 0,4% por ano. Nos Gltimos anos tem
havido alteracdo nos habitos de consumo assim como um aumento da producdo e uma
melhoria na qualidade de transporte e armazenamento [1]. Uma vez que a maioria dos
frutos sdo pereciveis é necessario ter em atencdo a sua colheita, transporte e processamento
de forma a obter a qualidade pretendida de estado de maturacdo, cor, textura e sabor [2].
Os frutos desempenham um papel importante na alimentacdo humana, sendo uma fonte de
minerais, vitaminas e fibras para além de hidratos de carbono e proteinas, sdo importantes
para a digestdo humana e 0 seu consumo esta associado a preven¢do de doengas como 0
cancro, a diabetes e a obesidade [3].

A parte comestivel dos frutos é constituida maioritariamente por parénquima, um
tecido ndo especializado [4]. As células do parénquima sdo constituidas por um ou mais
vaclolos, citoplasma, membrana plasmatica, parede celular e a lamela média.
Normalmente contém apenas um vacuolo grande que ocupa a maior parte da célula. A
membrana plasmatica tem uma natureza semipermeavel o que torna a osmose possivel. A
parede celular, que confere rigidez a célula, pode ser dividida em duas camadas diferentes
dependendo do tipo de células, a parede celular primaria e a parede celular secundéaria. A
parede celular primaria é fina e flexivel. A parede celular primaria das células do
parénquima é composta por uma matriz de polissacarideos, nomeadamente, celulose,
hemiceluloses e polissacarideos pécticos, cada um deles responsavel por diferentes funcoes
estruturais e fisioldgicas [5]. A parede celular secundaria é formada ap6s o crescimento e
apenas ocorre em algumas células, contém lenhina o que a torna mais rigida e
impermedavel. A lamela média encontra-se no exterior da parede celular, € responsavel por
manter as células agregadas e € maioritariamente composta por polissacarideos pécticos
[6].

Os frutos podem ser consumidos ap0s processamento, com o objetivo de assegurar
reducdo ou inativacdo de microrganismos e assim aumentar o seu tempo de vida. Contudo,
0 processamento altera normalmente as suas caracteristicas organoléticas [7]. Atualmente
existem diferentes tipos de processamento, normalmente por tratamentos térmicos, mas

ultimamente também por altas pressdes ou por irradiacao [6].



Os principais métodos de processamento dos frutos sdo tratamentos térmicos, a
temperaturas iguais ou superiores a 90°C, ou congelamento a -18°C. O processamento
térmico resulta numa perda de firmeza por parte do alimento. A perda inicial de firmeza ¢é
devida a rutura da membrana celular que resulta numa perda de pressdo de turgescéncia
[8]. Posteriormente ocorre uma solubilizacdo e despolimerizacdo dos polissacarideos
pécticos que estdo envolvidas na adesdo entre as células [9].

Durante a congelacao de frutos ha formacao de cristais de gelo que véo danificar a
parede celular de forma irreversivel. A formacdo de cristais de gelo comeca inicialmente
no espaco intercelular, uma vez que este tem um ponto de fusdo superior [10]. A
membrana celular atua como uma barreira fisica impedindo a formacéao de cristais de gelo
no espaco intracelular [11]. Deste modo € criado um desequilibrio entre o potencial
quimico da agua da solucdo intracelular com a solugcdo parcialmente congelada
extracelular. Assim, normalmente um congelamento lento vai provocar uma maior
desidratacdo das células e formacao de cristais de gelo maiores na parte extracelular. Este
facto vai causar uma maior separacdo das células ou mesmo rutura. Por outro lado, um
congelamento rapido vai proporcionar uma baixa desidratacao das células [12].

Atualmente continua a ser um desafio conservar os frutos durante longos periodos
de tempo sem que os produtos percam as caracteristicas de alimentos frescos [6]. O
principal conceito para novos tipos de processamento é o “minimal food processing” que
pretende combinar uma seguranca microbioldgica com pouca alteracdo na qualidade. A
otimizagdo do processamento pode ser feita de dois modos diferentes, ou puramente
tecnoldgica, com acdo direta na otimizacdo do processo, ou através de alteracbes de

propriedades intrinsecas da propria planta de forma a ser menos suscetivel as alteracdes

[6].

1.1 Morango

O morango é um fruto produzido a nivel mundial e que é muito apreciado pelas
suas caracteristicas de aroma, cor encarnado vivo, sumarento e doce e é um dos frutos mais
populares principalmente no verdo. Normalmente sdo considerados como uma agradavel
experiencia para o paladar [13]. O morango é consumido maioritariamente fresco, cerca de
80% do consumo total, mas também em preparados como sumo, tartes, gelados, iogurtes e
batidos.



Ap0s a colheita, uma rapida refrigeracdo (0°C) e uma humidade relativa entre 90-
95% s&o os fatores mais importantes para impedir alteracbes na sua qualidade [14]. Os
morangos tém um tempo de armazenamento curto devido a sua alta perecibilidade e sdo
sensiveis a danos mecanicos, deterioracdo fisioldgica e perda de agua [15]. A rapida perda
de firmeza e o amadurecimento rapido sdo as principais razGes para a sua curto tempo de
vida. Assim, um melhoramento nestes dois aspetos pode ser um fator importante a nivel
comercial [16].

A perda de firmeza do morango ocorre principalmente devido a degradagdo da
lamela média sendo que as principais alteracdes na estrutura da parede celular ocorrem nos
polissacarideos pécticos. O morango tem uma baixa atividade de poligalacturonase, por
outro lado, a presenga de pectina liase contribui para a degradacdo das
homogalacturonanas [16]. Um modo de melhorar a textura é pelo reforco da lamela média,
que permite que as células do parénquima se mantenham unidas. Esse reforco é possivel
obter principalmente através de uma ligacdo idnica entre um catido bivalente com dois

grupos carboxilicos livres dos polissacarideos péecticos [17].

1.2 Polissacarideos pécticos

Os polissacarideos podem ser divididos em 4 tipos principais: homogalacturonanas
(HG), ramnogalacturonanas do tipo | (RH-I), ramnogalacturonanas do tipo Il (RG-II) e
xilogalacturonanas (XGA) [18] (figura 1).

As HG sdo formadas por uma cadeia principal totalmente composta por residuos de
acido galacturénico (GalA), entre 72-100. Os residuos de GalA encontram-se parcialmente
metilesterificados. As HG tém carga negativa sendo essa carga negativa tanto maior quanto
maior for o pH do meio e menor o grau de esterificacdo [19]. Muitos destes residuos
podem também estar acetilados em O-3 ou O-2. As HG representam cerca de 60% de todos
os polissacarideos pécticos, sendo portanto 0os mais abundantes.

As RG-l representam entre 20-35% dos polissacarideos pécticos [20]. Séo
constituidas por cadeias principais compostas por unidades dissacaridicas formadas por um
residuo de acido galacturénico e um residuo de ramnose ([-a-D-GalA-1,2-a -L-Rha-1-4-
]n). Estes polissacarideos sdo ramificados, normalmente no O-4 da ramnose por
polissacarideos compostos por residuos ricos em arabinose, galactose, designados por
arabinanas, galactanas e arabinogalactanas [21], [22].

Os polissacarideos pecticos com maior diversidade de acUcares diferentes na sua
composicao sdo as RG-I1 [23]. Tem cadeias ramificadas que contém 12 tipos diferentes de
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acucares e com mais de 20 diferentes tipos de ligacbes. Na sua estrutura é bastante
conservada entre as diferentes espécies de plantas, sendo constituida, por uma cadeia
principal com pelo menos 8 residuos de acido galacturénico com ligagbes o(1-4).
Normalmente estdo presentes na parede celular em forma de dimeros interligados através
de um ester borato-diol entre 2 residuos de apiose [23]. As RG-Il ligam-se com 0s
dominios de HG formando uma rede [24].

As XGA sdo formadas por uma cadeia principal constituida apenas por GalA com
ramificacGes em O-3 por residuos Unicos de B-D-xilose. Apesar de estar presente em todo o

tipo de tecidos encontra-se maioritariamente nos tecidos reprodutivos [25].
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Figura 1 Esquema da estrutura dos 4 tipos de polissacarideos pécticos existentes, adaptado de [11]

1.2.1 Reacg0Oes que ocorrem nas homogalacturonanas

Durante o amadurecimento dos frutos ou durante 0 seu processamento podem
ocorrer diferentes reacdes quimicas nas homogalacturonanas que alteram a sua estrutura e,
consequentemente, as suas propriedades. As principais reacdes que ocorrem sdo de
despolimerizagdo ou de desesterificacdo. As reacOes de desesterificagdo podem ocorrer por
via quimica ou por via enzimatica através da pectina metilesterase (PME). A
despolimerizacdo de HG ocorre de duas formas diversas, ou através de uma hidrolise ou

através de uma B-eliminacdo. A hidrolise de HG pode ocorrer de forma quimica ou



enzimatica através da acdo da poligalacturonase (PG). A B-eliminacdo nas HG é uma
reacdo onde h& perda de um grupo hidroxilo do carbono 4 de um residuo de GalA na forma
de 4gua, havendo quebra de uma ligagdo glicosidica e formagdo de um residuo de &cido
galacturonico insaturado no carbono 4 e 5 com formacao de uma dupla ligacdo. A figura 3
mostra as diferentes reaces que podem ocorrer em HG [6].

Em solucdes acidas e baixas temperaturas, a reacdo principal que ocorre nas HG € a
desesterificacdo contudo para temperaturas mais elevadas ocorrem reagles de
despolimerizacdo.

A despolimerizacdo das HG em solucdes alcalinas ocorre devido a [-eliminacao
contudo apenas ocorre em ligagcdes nas quais o acido galacturdnico esta esterificado [26].
Assim o grau de esterificacdo influencia a degradacdo térmica das HG quando em solugédo
com pH superior a 4,5 [5]. Para pH inferior a 3 ocorre a hidrolise acida das HG. Neste caso
a despolimerizacdo vai ocorrer com maior frequéncia quanto menor for o grau de
esterificacdo [27]. Uma vez que o pH da parede celular se encontra geralmente entre 4 e 6
pode-se assumir que a hidrdlise &cida é praticamente nula em relacéo a B-eliminagdo. A
quantidade e o tipo de ides e sais presentes nas plantas influenciam a degradacao térmica

das HG assim como a firmeza dos tecidos [28].
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Figura 2 principais alterac6es que ocorrem em HG e o seu resultado em termos de textura, adaptado de [6]



1.2.2 Homogalacturonanas e o modelo de “caixa de ovos”

As HG assim como outros polissacarideos tém a capacidade de formar géis na
presenca de catiGes bivalentes como por exemplo o célcio sendo essa capacidade essencial
para desempenhar as suas fungdes biologicas e as suas aplicacdes tecnoldgicas. Essa
gelificacdo é feita através de uma interacdo forte entre os iGes de célcio e as cadeias de
acido galacturonico desesterificadas. Este facto permite a formacdo de uma rede
tridimensional com ligacéo entre maltiplos polimeros [29]. Os ides Ca®* atuam como ponte
entre dois grupos carboxilicos e duas cadeias de HG [29]. As interages entre os ides Ca**
e 0s grupos carboxilicos podem ser descritas pelo modelo de “caixa de ovos”(egg-box)
representado na figura 3. A formacdo do modelo “caixa de ovos” é constituida por duas
etapas. Inicialmente da-se uma dimerizacdo, a que se segue a agregacao de varios dimeros,
tal como representado na figura 4 [30], [31]. O calcio é especialmente eficaz na formacéo
do gel devido ao seu raio iénico, 0,1 nm, suficientemente grande para se coordenar com 0s
residuos de acido galacturonico e devido a sua flexibilidade na dire¢do em que pode formar
as ligagBes [32]. A figura 4b mostra um catido de célcio ligado a dois residuos de acido
galacturonico. As caracteristicas do gel podem variar em funcéo do grau de polimerizagéo

das HG assim como o grau de esterificacdo, ramificacdo e acetilacéo [33].
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Figura 3 a2RSf2 a0MEl RS 2024 | Agregacdo de dimeros de cadeias de HG, adaptado de [19] b) Modelo
esquematico da coordenacdo de calcio com os residuos de acido galacturénico no modelo de “caixa de ovos”,
adaptado de [17]

1.3  Pectina metilesterase (PME)
A pectina metilesterase (E.C.3.1.1.11 [34]) é uma enzima que hidrolisa 0s grupos

metilesterificados dos residuos de &cido galacturdnico presentes nas HG. Desta forma ha
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libertacdo de metanol e protdes [35]. O facto das PME’s estarem presentes em todas as
espécies de plantas revela a sua importancia biologica e tecnoldgica [36]. Pertence ao
grupo das pectinases que tém como funcdo degradar homogalacturonanas presentes nas
células vegetais. As principais pectinases sdo a pectina metilesterase (PME), a
poligalacturonase (PG) e a pectina liase (PL). A sua primeira aplicacdo comercial remonta
a 1930, tendo sido aplicadas em vinhos e sumos de frutas. Nos dias de hoje, as pectinases
sdo das enzimas mais importantes em termos comerciais [37]. A maioria das pectinases
utilizadas industrialmente tem uma origem fungica, principalmente no Aspergillus niger,

sdo parte integral de sumos de fruta e na industria téxtil [37].

1.3.1 Propriedades e polimorfismo

A PME foi identificada em todas as plantas superiores, tanto em frutos como em
folhas, em flores, em sementes e em raizes [38-39]. Nas plantas, a PME esta
principalmente associada com a parede celular através de ligacdes ionicas, assim a sua
extracdo pode ser feita através de solucdes com alta forca i6nica ou aumento o pH de
forma a tornar-se mais alcalino [39]. As PME sdo também produzidas por bactérias e
fungos, normalmente fitopatogénicos, [40-42], assim como em microrganismos
simbioticos com as plantas [43] e em algumas leveduras [44] e insetos [45]-[46].

A PME tem diferentes isoformas dependendo da sua origem. Todas as PME
catalisam para a mesma reacdo [47] contudo podem diferir no ponto isoelétrico (desde
alcalino a 4acido), grau de glicolizacdo da enzima, estabilidade térmica, pH 6timo, a
dependéncia em ides ou o padrao de desesterificacdo [36], [39].

O grande numero de isoformas da PME indica uma diversidade no seu papel na
modificacdo da parede celular [48] sendo também um mecanismo para a planta regular a
atividade da PME enddgena [49].

1.3.2 Propriedades fisico-quimicas

As PME sdo enzimas com uma massa molecular média que varia entre 25-54 kDa,
sdo ativas como monomeros [50-51]. O seu ponto isoelétrico varia desde 3,1 para PME de
origem fangica até 11 no caso do tomate [39]. A maioria das PME’s das plantas apresenta
um pH alcalino ou neutro explicando a sua associacdo com a parede celular que é
ligeiramente &cida. As PME’s de origem bacteriana ou fungica apresentam um pl mais

acido. As PME’s mostram ser bastante sensiveis a forca ionica e ao pH [51], a sua



atividade aumenta até um valor 6timo com o aumento da concentracdo de catides, apds
atingir o valor méximo a atividade comeca a descer [52].

As PME s&o normalmente termolébeis sendo inativadas a temperaturas superiores a
70°C. A sua estabilidade térmica depende também do ambiente onde esta inserida, sistema
tampé&o, sumo ou tecido por exemplo [53]. Uma PME é menos suscetivel ao aquecimento
quando esta inserida num tecido, assim como a adi¢do de agucares ou polidis aumenta a
estabilidade das PME [54]-[55]. Ao contrario do que se sucede com a temperatura, as PME
sdo tolerantes a presséo [56-57].

E possivel através da pressio e da temperatura inativar a PME ou a
poligalacturonase (PG). O uso de alta pressdo mostra caracteristicas unicas em relacdo a
atividade e estabilidade das enzimas sendo que o seu mecanismo ndo é totalmente
conhecido. Esta tecnologia podera permitir o desenvolvimento de novos produtos na area

alimentar [36].

1.3.3 Atividade catalitica

A PME catalisa de forma especifica a ligacdo metil-éster entre o C-6 de residuos de
acido galacturénico, deste modo fica um grupo carboxilico livre e ha libertacdo de metanol
(figura 4). E necesséria a presenca de grupos carboxilicos livres perto do centro ativo para
que a PME possa atuar [51], [58] explicando assim a preferéncia das PME’s por HG
parcialmente desesterificadas [58]-[59].
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Figura 4 Reacao de catalisa¢cdo da PME

As PME’s sdo muito sensiveis ao ambiente idénico onde estdo inseridas. PME com
um pl alcalino estdo pouco ativas quando inseridas num ambiente acido devido as
interacdes a enzima carregada positivamente e 0os grupos carboxilicos livres da HG que

resultam da atividade enzimatica. A pH basico ocorre o oposto, ha uma repulsdo



eletrostatica entre a enzima e os grupos carboxilicos livres [51], [60]. Os catides afetam a
atividade catalitica sendo que nas PME de plantas sd0 mesmo essenciais [51], [61]. A
atividade da PME aumenta até uma certa concentracdo de sais, a partir do qual had um
decréscimo de atividade enzimatica [62] sendo que a concentracdo Otima vai depender do
tipo de catido [63-64].

A desesterificacdo enzimética ocorre de uma forma mais ordenada enquanto a
desesterificacdo ndo enzimatica € um processo aleatorio [65]. Foram descritos 3 tipos de
mecanismos de acao:

- cadeia Unica em que a PME desesterifica todos 0s grupos metilo de uma cadeia de
HG antes de passar para a cadeia seguinte;

- Em vérias cadeias, em que ocorre apenas uma reacdo catalitica passando
posteriormente para outra cadeia;

- Mecanismo com multiplos ataques em que a PME remove um ndmero limitado de
ésteres de metilo antes de se dissociar da cadeia [58], [66].

Ha evidéncias que as PME’s com um pl alcalino clivam a ligacéo éster de forma
sequencial, em bloco, criando desse modo uma longa sequéncia continua de residuos de
acido galacturdnico desesterificados. Esse modo de acdo é explicado pelos mecanismos de
cadeia Unica e pelo mecanismo com multiplos ataques [58], [67], [68]. A ligacdo
preferencial a residuos esterificados realiza-se a montante do sitio catalitico e de residuos
esterificados a jusante suportam este padrdo de desesterificacdo sequencial [58]. As PME’s
com um pl acido tém um padrdo de desesterificacdo mais aleatorio, possivelmente de
acordo com o mecanismo de ataque a cadeias multiplas [59], [65], [67]. Contudo ha outros
fatores influenciam o padrdo de desesterificacdo como o pH, grau de esterificagcdo inicial
da HG, peso molecular assim como também depende da isoforma da enzima [69]. O modo
de acdo das PME ¢ do interesse tanto para investigacOes na area da parede celular das
células vegetais assim como para a industria alimentar pois esta relacionada com a
suscetibilidade que a HG tem para que ocorra despolimerizacdo enzimatica por parte de

PG e de PL assim como a formacao de geis de calcio [70].

1.3.4 Funcgédo da PME in vivo
As HG, sendo um dos componentes principais dos polissacarideos pécticos,
contribui para a rigidez assim como a adesdo das células [71-72]. A PME endogena das
plantas estd envolvida no metabolismo da parede celular, fazendo parte de processos
importantes na fisiologia da planta, tanto associados ao desenvolvimento vegetativo assim
9



como ao reprodutivo [48], [73], estd envolvida no extensdo da parede, assim como 0 seu
enrijecimento [61], [74]. A PME desempenha também fungdes no amadurecimento dos
frutos [75]-[76], alongamento do peciolo [77], crescimento de folhas [78], germinagdo das
sementes [79].

A PME esta também associada ao mecanismo de defesa da planta a agentes bidticos
(alguns insetos e herbivoros) como a agentes abidticos como por exemplo o frio, stress.
Atua tanto de forma direta, atuando nas proteinas de virus por exemplo [80]-[81] ou de
forma indireta através dos produtos da sua reacdo (metanol, protbes e oligossacarideos)
[82]-[83]. Foi também demonstrado um papel no silenciamento de genes [84] assim como
na inibicdo da tradugdo de DNA inativando os ribossomas [85].

Muitas das funcGes da PME sdo facilmente explicaveis, a formacdo de ligacGes
entre as HG e calcio formando géis explica o enrijecimento da parede assim como a sua
porosidade [70], por outro lado a desesterificacdo das HG torna-as mais suscetiveis a
despolimerizacdo por parte da PG, explicando o0 amolecimento da parede [86],[87].

Alguns fungos e bactérias, devido a necessidade de degradarem as HG da parede
celular sintetizam PME [51], [88].

1.3.5 RelacdoentreaPMEeaPGeaPL
A poligalacturonase (PG) é uma enzima que hidrolisa a ligacéo a-1,4 formada entre
2 residuos de acido galacturénico presentes na HG. Apenas hidrolisa ligacbes entre
residuos desesterificados, mostrando uma diminuicéo de atividade com o aumento do grau
de esterificacdo. Tendo em conta que as HG presentes nos frutos tém um elevado grau de
esterificacdo, a atividade da PG nos frutos esta dependente da desesterificacdo efetuada
pela PME [36]. Assim como a PME, a PG esté presente em diferentes isoformas, tanto na
estrutura como na massa molecular, variando desde 23,2 até 120 kDa [36]. Tém um pH
basico que indica que interage de forma hidrostatica com as HG na parede celular. A sua
atividade é suscetivel ao ambiente i6nico em que esté inserida e o pH 6timo depende da
origem variando normalmente entre 0os 4 e os 6 [36] sendo que a sua atividade pode ser
negligenciada para valores de pH inferiores a 3,5. A quantidade de PG presente esta
diretamente relacionada com a degradagéo da HG nos frutos e consequente amolecimento
0 que leva a crer que a atividade da PG é um dos fatores principais para 0 amolecimento
durante o amadurecimento dos frutos [36]. Tanto a estabilidade como a sua atividade tém
uma enorme importancia no processamento de um produto, dependendo do objetivo é
possivel prevenir a perda de firmeza e viscosidade ou aumentar a extra¢do de sumo ou uma
10



melhor clarificacdo de sumos [36]. As diferencas na estabilidade térmica em diferentes

frutos estdo demonstradas na tabela 1.

Tabela 1 Estabilidade térmica da poligalacturonase de diferentes plantas, adaptado de [38]

Fonte Isoforma | Perda de atividade (%) | T (°C) durante 5 min
PG1 80 65
Abacate
PG2 90 65
PG1 100 60
Banana | PG2 100 70
PG3 40 60
PG1 65 65
Manga | PG2 100 60
PG3 40 60
Extrato | 20a50 65
Tomate | PG1 5al5 65
PG2 100 65

As pectinas liases, ao contrério das PG, degradam as HG diretamente por -

eliminacdo que resulta na formacdo de residuos de &cido galacturénico insaturados no

carbono 4 e 5 formando-se ai uma dupla ligacdo [89]. E uma enzima com um grande

potencial para uso em biotecnologia uma vez que degrada a HG sem alterar o grupo éster,

sendo que o0 grupo ester é responsavel por parte do aroma e do sabor e também ndo ha

libertacdo de metanol o que acontece quando se utiliza a combinacdo de PME com PG. Ao

contrério da PG, a PL pode atuar em HG com elevado grau de esterificacdo, que é a forma

como geralmente estdo presentes nos frutos.
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1.3.6 Importancia da PME na industria

A PME é uma das enzimas mais importantes ao nivel de processamento de vegetais
e frutos. Por um lado, a presenca de enzima endogena pode influenciar de forma positiva
ou negativa influenciando na viscosidade, textura, clarificacdo no caso dos sumos. Por
outro lado, a PME exo6gena tem aplicacGes na ajuda do processamento.

O método mais conveniente e direto para obter as alteracdes desejadas nas HG é
através da inativacdo das enzimas indesejadas e 0 aumento das enzimas com uma
funcionalidade importante. Através de um controlo das condi¢des do processo é possivel
controlar a atividade e a estabilidade das diferentes enzimas de forma a obter as qualidades

reoldgicas e de textura desejada [6].

14 Textura

A textura é uma propriedade sensorial com mdltiplos parametros; viscosidade,
elasticidade, dureza, etc. [90-91] que é avaliada essencialmente pela experiéncia humana.
Esta relacionada com uma série de variaveis como a composicdo fisica e quimica do
alimento e as alteragdes que se verificam quando ele € sujeito a stresses ou a deformacao
[13].

1.4.1 Importancia da textura na industria alimentar

Os frutos, por norma, sdo consumidos na sua forma natural, estando a sua textura
relacionada com a textura das celulas vivas. Essas caracteristicas sdo modificadas com os
processos fisiologicos e bioquimicos durante o armazenamento, amadurecimento e
posteriormente o processamento [90].

A qualidade de um certo produto é determinada por diversos fatores e sdo esses
fatores que vao definir a aceitacdo por parte do consumidor [92]. A textura dos alimentos é
um dos fatores mais importantes que determinam a aceitacdo do produto por parte do
consumidor, podendo ser um aspeto limitante de aceitagédo no caso de ser muito diferente

daquilo que o consumidor espera [93].

1.4.2 Medicgao da textura
Sdo utilizados métodos instrumentais e sensoriais para medir a textura [90]. Varias
tentativas foram feitas de modo a tentar obter um método de analise capaz de traduzir

todos os acontecimentos que ocorrem dentro da nossa boca quando ingerimos um pedago
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de um alimento. Os metodos instrumentais desempenham um papel importante pois estdo
estatisticamente relacionados com a perce¢do humana [92]. Em termos instrumentais €
apenas possivel definir certos pardmetros fisicos que poderdo ser depois associados a
diferentes propriedades da textura [90]. Algumas caracteristicas estruturais sdo medidas de
forma bastante direta, como por exemplo a dureza, firmeza, moleza, podem ser medidos
facilmente através de uma forga compressiva. Outros pardmetros como a cremosidade € a
suculéncia sdo mais complexos para avaliar através de métodos instrumentais [90]. As
formas instrumentais para medir a textura podem ser divididas em 3 formas: testes
empiricos, imitativos e testes fundamentais. Os testes empiricos sdo baseados em
experimentacdo e observacdo, sendo assim pouco rigorosos em termos cientificos, contudo
tém a sua importancia e continuam a ser usados em muitas areas da industria alimentar. Os
testes imitativos tém como objetivo aproximar o processo de mastigacdo a uma maquina
[90]. Os testes fundamentais medem propriedades fisicas dos diferentes materiais. Estes
testes tém um maior rigor cientifico e sdo expressos em unidades cientificas bem definidas,
permitindo fazer uma comparacao entre diferentes produtos [90].

Em termos sensoriais a textura € maioritariamente avaliada na boca mas ao
contrario de outras propriedades sensoriais, ndo possui recetores especificos uma vez que é
uma caracteristica com diferentes parametros. A utilidade dos métodos sensoriais depende
do qudo bem eles descrevem as propriedades sensoriais. Através de uma analise sensorial é
possivel caracterizar a textura com diversos descritores sendo que cada descritor tem uma
maior ou menor importancia dependendo do alimento a ser analisado. A tabela 2 mostra

diferentes parametros a ter em conta na avaliacdo da textura em frutos.
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Tabela 2 Principais descritores utilizados para alimentos vegetais, adaptado de [41]

Descritores Defmicio Limits mferior Limitz supetior

Fitmeza Forcanecessana para comprimir um solido através dos dentes Mole Duro
molares

Crocanticidade O ruido produzido pela substinciz quando & mastigada Pouco crocants Muito crocants
rzpidaments pelos dentes melares

Frescura Quantidads de som = resistinciz produzida pele produto na Pouco Muito
primeirz dentadz com os dentes da frente meisivos.

Facilidade de Quantidade de cicles de mastigacSo necessarios at8 que a amostra | Facil Dificil

degluticio possaser engolida.

Fibrosidade Quantidade de filamentos possiveis de distmguir durants 2 Auséncizde fibras | Muitas fibras
mastigagio

Presengade de pequenas particulas distmgmdas durante 2 mestigacio NenhumazPoucas | hluitas

sementes

Suculénciz Quantidade d= sume hbertada durant= 2 mastigacio Seco Sumarsnto

Capacidade de 0 prancom que 2 amestra se desmtegra sem recoreet & Faal Dificil

derreter mastigagio

Coesdo 0O pran de compressZo que 2 amostra resiste até se romper Pouco Muito

compressivel compressivel

Elasticidade Cazpacidade dz smostra regressar 2 suaforma micial 2pos ser Pouco elastico Muito elzstico
comprimidoe entre os dentes

Adsividade Forganecessania para remover omaterizl que ficz pegado na Pouco adesive Muito adesive
boca, principalments ne palate

Fracturzbilidads Forcanecessana pars que 2 amostra s quebrs Fragil Fesistents

A andlise sensorial pode ser efetuada com base na norma 1SO-11036 elaborada pela
International Organization of Standardization. O método baseia-se na criagdo de um perfil
de textura através de uma classificacdo sistematica de todos os parametros descritivos dos
atributos de textura. Segundo a norma ISO utilizada a textura em termos sensoriais pode
ser dividida em trés tipos de atributos sendo eles atributos mecéanicos, geométrico e de
superficie. Os atributos mecanicos sdo aqueles relacionados com as rea¢des do produto ao
stress nele infligido. Estes atributos estdo divididos em 5 caracteristicas principais, sao elas
a dureza, a coesividade, viscosidade, elasticidade e adesividade. A dureza é a forca
necessaria para a deformacdo do produto e é avaliada atraves da compressao do produto
através dos dentes molares. Os principais adjetivos que qualificam este atributo sdo “duro”
e “mole”. A coesividade esta relacionada com o integridade dos pedacos e 0 grau com que
se pode deformar um produto antes de ele se desintegrar. A viscosidade é a propriedade
que € caracterizada pela resisténcia que um fluido tem ao escoamento, descrito
normalmente como viscoso ou fluido. A elasticidade é o atributo mecanico que é

caracterizado pela capacidade que o alimento tem de regressar a forma inicial ap6s um
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certo grau de compressdo. Os adjetivos utilizados para descrever a elasticidade séo
“eléstico”, “maleavel” e “pléstico”. A adesividade é a propriedade que o produto tem em
aderir a outro. Para descrever este parametro séo utilizados termos como “pegajoso” ou
“que cola”. Os atributos geométricos estdo relacionados com o tamanho, forma e
distribuicdo das particulas no produto. Estéo relacionados com a conformacédo do produto
como por exemplo a fibrosidade, a cristalinidade ou a integridade. Os atributos de
superficie estdo relacionados com a humidade e quantidade de gordura. Estdo também
relacionados com a forma como esses constituintes séo libertados na boca.

O tipo de descritores utilizados depende do tipo de produto que se pretende
analisar. Assim, sdo escolhidos aqueles parametros que sdo percetiveis de acordo com a
sua intensidade e a ordem em que sdo percetiveis. A ordem na qual os parametros sdo
avaliados € a seguinte: 1° Sdo avaliados os descritores relacionados com a pré-mastigacao,
normalmente parametros geométricos ou de superficie que possam ser avaliados através da
visdo ou do toque. 2° Sdo avaliados os parametros relacionados com a primeira dentada,
atributos mecanicos e geométricos. 3° E avaliada a mastigacdo e posteriormente a fase
residual onde sdo avaliados o grau e o tipo de degradacdo do produto. 4° A Gltima fase de
avaliacdo prende-se com a degluticdo, a sua facilidade ou se ha residuos que permanecem

na boca.
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2 Materiais e métodos

2.1 Amostra

Os morangos utilizados neste estudo foram o morango IQF (Individual Quick Frozen), em
cubos de 10*10*10 mm, sempre do mesmo lote.

A amostra de morango fresco utilizada na andlise sensorial foi obtida no supermercado

local e cortada no momento nao sendo sujeita a nenhum tratamento térmico.

2.2 Enzima

Foi utilizada uma pectina metil-esterase com o nome comercial Rapidase FP super
fornecida por DSM. A enzima é obtida através de uma estirpe de Aspergillus niger. As
condicdes da reacdo dependeram do tipo de processo. A enzima € ativa entre 10°C e 50°C
tendo como temperatura 6tima 40°C . O pH da solugdo em que a enzima pode operar pode

variar entre 0s 3.5 e 0s 5.5.

2.3 Meétodos de enzimagem
A incubagdo com a enzima foi realizada através de 2 métodos diferentes; um em que foi
inserida numa solucdo tampéao de acido citrico e citrato e outra em que foi adicionada aos

morangos por aspersao.

2.3.1 Método de enzimagem por imersao
A solucéo ¢ adicionada numa proporcédo de 1,0 g de solucédo por 1,3 g de fruta. Na tabela 3

esta indicada a composicao da solucdo tampao.

Tabela 3 Composigéo da solugdo tampao adicionada no método de enzimagem por imerséo

Composto % (m/m)
Acido citrico-citrato 0,1M
Cloreto de calcio 1% 1% (m/m)
Enzima rapidase FP super 1% (m/m)
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2.3.2 Método de enzimagem por aspersao
Foi preparada uma solucdo (tabela 4) que foi posteriormente aspersa nos pedagos de
morango ainda congelados. Foi adicionada 3% de solugdo em relacdo a massa de fruta.

Tabela 4 Composicao da solugéo utilizada na enzimagem no método por aspersao

Composto % (m/m)
Cloreto de calcio 9,4
Enzima rapidase FP super 6,3
Sorbato de potassio 4,8

A solucéo foi aspersa sobre os pedacos de morango descongelados de forma a controlar
melhor o processo e comparar o efeito da enzima a diferentes temperaturas. Contudo num
processo industrial a sua aplicacdo pode ser efetuada com os morangos ainda congelados,
ndo sendo necessario esperar pelo seu descongelamento. Ambos os métodos de enzimagem

foram realizados em banho-maria com a temperatura controlada.

2.4 Incorporacao em preparado e aplicacdo em iogurte
A incorporacédo no preparado foi efetuada segundo os procedimentos da Frulact. A formula

do preparado foi elaborada pela Frulact.

Tabela 5 Composicao do preparado de morango utilizado.

Composto % (m/m)
Agua fria 18,26
Solugdo carmim cochonilha 0,5
Concentrado de puré de morango 1,0
Acgucar 17,25
Morango 10*10*10 60,0
Amido 2,2
Carragenana 0,2
Goma guar 0,16
Citrato trissodico 0,1
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O preparado foi aplicado no iogurte numa percentagem de 20% em massa. Foi utilizado

iogurte com adicdo de 8% de agUcar.

2.5 Medicao de firmeza

A medicdo da textura foi efetuada através de um texturometro, modelo TA-XT2, da marca
Stable Micro System, Godalming, Surrey, UK e com uma célula de carga de 50 kg. Foi
utilizada como sonda de compresséo um prato de 20 cm de diametro. Para cada medicdo
foram selecionados 9 pedacgos dispostos num quadrado de 3x3, os quais foram
comprimidos 5 mm e a forca exercida foi registada. Cada medicéo foi repetida 10 vezes

dada a elevada heterogeneidade das amostras de morango.

2.6 Caracterizacéo dos retidos

Os retidos sdo a quantidade de massa que fica retida apos a passagem num crivo. O
objetivo da pesagem dos retidos € obter informacdo em relacdo a quantidade de pedacos
gue se obtém apds a pasteurizacdo assim como a sua distribuicdo em termos de tamanho.

A medicdo de retidos foi efetuada para os preparados assim como para o iogurte
com os pedacos. A caracterizacdo dos retidos foi efetuada através da utilizacdo de crivos
com 4 tamanhos diferentes de poro. Tendo em conta que o0s pedacos de morango utilizados
foram de 10 mm, o crivo de maior tamanho utilizado foi o crivo de 8 mm. O seguinte foi o
crivo de 5 mm onde ficam retidos pedagos mais pequenos mas ainda assim com dimenséo
percetivel a mastigacdo. Depois foram selecionados crivos de 2 mm e o de dimensGes
menores com 1 mm. Nestes 2 Ultimos crivos apenas ficam retidos pedacos de dimensfes

muito pequenas sendo que no crivo de 1 mm os retidos ndo sdo pedacos integros mas sim

polpa.

2.7 Analise sensorial para determinacéo do perfil de textura

A analise sensorial foi efetuada com base na norma 1SO-11036 elaborada pela
International Organization of Standardization. O método baseia-se na criacdo de um perfil
de textura através de uma classificacdo sistematica de todos os parametros descritivos dos
atributos de textura do morango.

Foi escolhido um painel de provadores para um reunido inicial para escolher os descritores

necessarios avaliar de forma a criar um perfil de textura completo para 0 morango. Nessa
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primeira reunido foram utilizadas amostras de forma a abranger toda a variedade que se
pretendia avaliar.

Através desta reunido inicial foram decididos 6 descritores de textura que se
consideraram relevantes na criacao de um perfil de textura para pedagos de morango. Esses
descritores sdo a firmeza, dureza, crocanticidade, elasticidade, fibrosidade e suculéncia. A
escolha da ordem pela qual os descritores foram avaliados foi escolhida nesta ordem uma
vez que é a ordem pela qual se avaliam. A firmeza é uma propriedade relacionada com a
primeira dentada, enquanto a dureza esta relacionada com as dentadas seguintes. Tanto a
crocanticidade como a elasticidade foram avaliadas de forma simultanea. A fibrosidade foi
avaliada principalmente no final da mastigagdo no caso de haver presenca de fibras. A
suculéncia, quantidade de sumo libertada ao longo da mastigagdo, foi a ultima
caracteristica a ser avaliada.

As amostras fornecidas foram padronizadas de forma a serem iguais para todos 0s
provadores havendo contudo diferencgas entre os pedacos individuais. Tentou-se que as
amostras fornecidas fossem o mais reprodutivel possivel. As amostras foram fornecidas
nas mesmas condicdes de temperatura, humidade e tempo apds a sua preparacdo. O painel
foi composto por 15 provadores. A analise estatistica dos dados foi efetuada através de
ANOVA e do teste tukey.

Né&o foram utilizadas escalas com produtos de referéncia uma vez que as amostras a
avaliar sdo apenas pedacos de morango ndo fazendo sentido comparar com outros
produtos. Assim as escalas utilizadas foram de 150 mm e os produtos foram inseridos em

comparagdo com as restantes amostras.

3 Resultados e discussao

3.1 Otimizagdo de metodologia de enzimagem

Os primeiros estudos efetuados tiveram como objetivo desenvolver o método de
enzimagem a utilizar. Aos pedagos de morango descongelados foram imersos numa
solucdo tampé&o &cido citrico e citrato a pH 4,5 contendo enzima e cloreto de calcio, tendo
permanecido nesta solucdo 30 min & temperatura de 40 °C. Como controlo, pedacos de
morango foram imersos numa solucéo de cloreto de calcio. A firmeza dos morangos foi
determinada em frutos que ndo sofreram estes tratamentos e em frutos tratados (figura 5).

Foi possivel verificar um aumento de 50% de firmeza dos pedacos de morango com a
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utilizacdo da enzima. O tratamento controlo ndo causou um aumento de firmeza dos
pedacgos de morango confirmando assim a vantagem na adi¢do da enzima.

Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos em [94] onde a adi¢do
de PME e cloreto de calcio em vacuo permitiu obter um aumento significativo da firmeza
dos morangos. Foi demonstrado anteriormente que a adicionando apenas calcio néo
aumenta a firmeza do morango mas permite um pequeno aumento na massa dos frutos
[95]. O aumento de firmeza é explicado pela diminuicdo do grau de esterificacdo das HG e

formacéo de pontes de célcio entre duas cadeias de HG [95].

0 Efeito do tratamento enzimatico
35,3

35 —
Z 30 -
©
_qé 25 21,4 —
(VY

20 —— W 1‘-’[5 —

15 W |

10 T T 1

Inicial Controlo Enzima

Tratamento

Figura 5 Ensaios preliminares para verificar a atuacéo da enzima.

3.2 Método de enzimagem por imersao

3.2.1 Influéncia do pH

Tendo em conta que o pH influencia a atividade enzimética foram realizados
ensaios com solucdes a diferente pH de forma a estabelecer o pH 6timo para a atividade da
enzima. Foi selecionada uma gama de pH prdxima do pH fisiologico do morango, proéximo
de 4,5, e também préximo do pH 6timo da enzima [96]. A figura 6 mostra a variacdo de

firmeza em funcdo do pH na gama 3,4 e 5,0. De acordo com os resultados obtidos
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podemos concluir que a variagdo do pH nesta gama néo influencia de forma significativa a

firmeza dos pedacos de morango.

Firmeza (N) Influéncia do pH na firmeza
40

35 T

R N &V,;

20

15
10

3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5
pH

Figura 6 Efeito do pH do tamp&o na atuacéo da enzima e na firmeza

3.2.2 Influéncia do tempo

Foi testado a influéncia do tempo de enzimagem na firmeza dos pedagos de morango. O
tempo de imersdo influencia a firmeza dos pedacos de morango, havendo um incremento de
firmeza nos primeiros 15 minutos. Ap6s os 15 minutos de imersdo verificou-se uma estabilizacdo
da firmeza dos pedacos. Ap6s 70 minutos de enzimagem foi atingida uma firmeza de 30,5 N. Foi
realizado um ensaio controlo em que as condi¢des de incubacdo foram as mesmas contudo ndo se
adicionou enzima. A firmeza dos pedacos de morango no controlo foi sempre inferior a firmeza

verificada nos pedagos enzimados (figura 7).
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Tratamento por imersao
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Figura 7 Firmeza em funcéo do tempo para teste a 40°C imerso numa solugdo tampao

3.3 Meétodo de enzimagem por aspersao

3.3.1 Influéncia do tempo

O segundo método, a enzima foi aspersa nos pedacos de morango sem ser
adicionada qualquer solugédo tampéo. Os resultados da medicdo da firmeza para diferentes
tempos de enzimagem mostram que existe um aumento de firmeza ao longo do tempo
(figura 9). O valor de firmeza obtido mais elevado foi com o tratamento por aspersao
durante 70 minutos onde foi possivel atingir os 39 N. Estes resultados vao de encontro com
resultados obtidos anteriormente onde uso da PME permitiu uma desesterificacdo 60% de
HG totalmente esterificada de macéd ao fim 2 horas, essa desesterificacdo aumentou para
65% apds 4 horas [97].
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Firmeza (N) Tratamento por aspersao
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Figura 8 Firmeza em funcéo do tempo para o método de asperséo

3.3.2 Comparacdo com o método de enzimagem por imersao

Ambos os métodos mostram ser semelhantes em termos de resultados, ndo se tendo
verificado diferenca entre eles. O tratamento com imersdo na solu¢do tampédo tem o
inconveniente de ndo permitir a utilizacdo total da fruta utilizada na posterior incorporacao
no preparado uma vez que é necessario retirar a solucdo tampdo assim como a solugéao
libertada pelos morangos durante a descongelacdo. O método por aspersdo permite que
seja utilizada a totalidade da fruta uma vez que é apenas adiciona uma pequena
percentagem de enzima, célcio e agua que ndo influéncia na incorpora¢do em preparado.
Com base nestes resultados 0 método utilizado para continuar os estudos foi 0 método da

aspersao da enzima uma vez que evita desperdicios de fruta.

3.4 Influéncia da temperatura e tempo de enzimagem na firmeza do morango

Para estudar a influéncia da temperatura e do tempo de enzimagem na firmeza do
morango foram usadas 3 temperaturas diferentes durante o tempo necessario para que a
firmeza dos pedagos atingisse 0 maximo. As temperaturas utilizadas foram: 40°C uma vez
que é a temperatura a qual a enzima apresenta atividade méaxima; 25°C, temperatura
ambiente, uma vez que ha atividade enzimatica e ndo é necessario proceder-se a um
aquecimento; 42C, temperatura a qual hd uma maior conservacdo dos morangos. Na figura

10 podemos ver a evolucao da firmeza ao longo do tempo para as 3 temperaturas. A 40°C
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foi possivel obter uma firmeza maxima de 73 N, obtida ao fim de 16 horas de enzimagem.
Apos as 16 horas hd uma ligeira reducdo de firmeza (figura 9a). Para a temperatura de 25
°C h& um aumento constante da firmeza ao longo do tempo até se atingir a firmeza maxima
de 64 N. Apds as 24 horas de enzimagem é atingido o maximo, mantendo-se a firmeza
estavel ao longo do tempo mesmo ao fim de uma semana (figura 9b). A firmeza maxima
atingida com a temperatura de 4°C foi de 74 N, contudo essa firmeza é apenas atingida
apos 11 dias de tratamento. A 4°C foi a temperatura que mais tempo necessitou para atingir
a firmeza méaxima (figura 9c).

Entre as 3 temperaturas utilizadas observa-se um efeito semelhante da enzimagem
(figura 9). Nos periodos iniciais é verificado um aumento de firmeza mais acentuado. Este
aumento sofre um abrandamento até ao momento em que estabiliza atingindo-se assim a

firmeza maxima.
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Firmeza (N) Firmeza em fun¢ao do tempo
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Figura 9 Variagao da firmeza ao longo do tempo de enzimagem através do método de aspersao a) 402C b) 252C c) 42C

3.4.1 Modelos matematicos para 4°C, 25°C e 40°C

Os dados obtidos foram adaptados ao modelo matematico one-phase association (equacgéo
1). Onde F (N) é a firmeza dos pedacos de morango, Fo (N) é a firmeza inicial dos pedagos
de morango antes do tratamento enzimatico, t (h) é o tempo de enzimagem e k (h™) é a
constante de velocidade de enzimagem. Este modelo prossupde a existéncia de uma
assimptota, Fmax (N), sendo esta o valor da firmeza quando o tempo tende para infinito.
Na figura 10 estd representada a variacdo da firmeza ao longo do tempo para as 3

temperaturas e a respetiva adaptagdo ao modelo matematico.

Equacado 1 Equacgdo matematica do modelo one-phase association
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Variagdo da firmezaa 4°C Variagéo da firmeza a 25°C Variacdo da firmeza a 40 °C
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Figura 10 Varia¢cdo da firmeza ao longo do tempo para as 3 temperaturas utilizadas e a respetiva adaptag¢do ao
modelo matematico a) 42C b) 252C c) 402C

Para a temperatura de 4°C o modelo matematico tem um coeficiente de correlacio (R?) de
0,763. De acordo com este modelo, a firmeza méxima obtida ¢ de 73,8 £ 6,2 N. A
constante de velocidade de enzimagem, k, é de 0,016 h™.. Com o tratamento enzimético a
4°C sdo necessarias 147 horas para que os pedacos de morango atinjam 95% da firmeza
méaxima. A constante de velocidade de enzimagem, k, € muito baixa sendo necessario

prolongar o periodo de tempo para se atingir uma firmeza elevada (equacéo 2, tabela 6).

Equacdo 2 Adaptacdo do modelo matematico para a temperatura de 4°C

Para a temperatura de 25°C o ajuste ao modelo matematico tem um coeficiente de
correlagdo (R?) mais elevado, 0,917. Neste caso a firmeza maxima obtida é de 65,8 N,
mostrando ser inferior a obtida a 4°C. A constante de velocidade da enzima para os 25°C,
k, é de 0,073 h, isto significa que 0 aumento de firmeza ocorre a uma velocidade superior.
Sdo necessarias 38 horas de enzimagem a 25°C para atingir 0os 95% da firmeza maxima,

bastante inferior ao tempo necessario a 4°C (equagéo 3, tabela 6).

Equacdo 3 Adaptacdo do modelo matematico para a temperatura de 25°C

Para temperatura de 40°C o coeficiente de correlacdo (R?) foi de 0,818. A firmeza

maxima obtida foi 64,9 + 4,6 N, semelhante a obtida na enzimagem a 25°C. A constante de
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velocidade de enzimagem, 0,209 +0,059 h™, foi superior do que em qualquer uma das
outras temperaturas. Verifica-se entdo que a 40°C o aumento de firmeza ocorre a uma
velocidade superior, sendo o tempo necessario para atingir 95% da firmeza méxima 13
horas (equacao 4, tabela 6). O facto da constante velocidade de enzimagem ser superior a
temperatura de 40°C é explicado por esta ser a temperatura 6tima da enzima [96].

E através do tratamento & temperatura de 40°C que ha um aumento mais rapido da firmeza
sendo a temperatura & qual se atinge a firmeza méaxima mais rapidamente. Para o
tratamento com temperatura de 4°C podemaos verificar que é significativamente mais lento,
e que mesmo apds 100 horas de enzimagem ainda nao foi atingida a firmeza maxima
(figura 11).

Equacéo 4 Adaptacdo do modelo matematico para a temperatura de 40°C

Tabela 6 Representacdo dos dados cinéticos obtidos através do modelo matematico para as 3 temperaturas
utilizadas

Temperatura
Parametros 4°C 25°C 40°C
FO (N) 31,4+4,0 14,8+ 3,0 20,7+2,4
Fmax (N) 73,8+6,2 65,8+3,4 64,9+ 4,6
L 0,0166 + 0,0730 + 0,209
k(h™)
0,0086 0,0178 +0,059
Half-time (h) 57,53 + 30,03 9,498 + 3,072 3,324+1,3
95% da firmeza max
147 38 13
(h)
R? 0,763 0,917 0,818
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Variacao da firmeza ao longo do tempo
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Figura 11 Representacéo das equacdes obtidas para as 3 temperaturas utilizadas

3.4.2 Correlagado da constante de velocidade de enzimagem com a temperatura

O valor de k esta dependente temperatura utlizada no tratamento enzimatico. A equacéo de
Arrhenius permite estabelecer uma relagdo entre uma constante de velocidade de uma
reacdo com a temperatura (equacdo 5). Onde, k é a constante de velocidade, A é uma
constante pré exponencial que esta relacionada com area de contacto, idéntica para as 3
temperaturas uma vez que os morangos eram do mesmo tamanho. Ea é a energia de
ativacdo da enzima, R é a constante dos gases perfeitos e T a temperatura expressa em

graus Kelvin.

Equacéo 5a Equacéo de Arrhenius

Equacéo 5b Equacao de Arrhenius linearizada

Utilizando os dados obtidos através da adaptacdo ao modelo matematico € possivel obter
uma reta que relaciona a temperatura utilizada com a constante de velocidade da enzima, k
(equacdo 6a, figura 12). Através da linearizacdo obtida é possivel calcular tanto a energia

de ativacdo da enzima, Ea, assim como a constante pré-exponencial, A.
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Deste modo a equacdo de Arrhenius que permite estabelecer uma relagdo entre a constante
de velocidade da enzima, k, com a temperatura utlizada no tratamento enzimético (equagéo
7). Na figura 13 esta representada a equacdo para o intervalo de temperaturas entre os 4°C
e 0s 40°C uma vez que foi o intervalo ao qual a enzima foi estudada. O aumento de
temperatura aumenta a constante de velocidade da enzima no intervalo de temperaturas
selecionado.

Através da adaptacdo do tratamento enzimatico a um modelo mateméatico e a sua
correlacdo entre a temperatura utilizada e a constante de velocidade é possivel prever a
firmeza dos pedagos de morango para qualquer temperatura no intervalo entre 4°C e os
40°C e tempo de enzimagem.

Equacdo 6 Relagdo entre a constante de velocidade de enzimagem com a temperatura linearizada

Equacdo 7 Adaptacdo da equacao de Arrhenius ao modelo matematico

Equacao de Arrhenius linearizada

1/T
Ln(K) 0 T T T T T 1
06,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035 0,0036 0,0037
-1

1,5
2 \ y = -6075,8x + 17,816

R*=0,999
-2,5
i \
-3,5
-4 9
-4,5

Figura 12 Linearizacdo da equacgdo de Arrhenius e a respetiva equagdo da reta que melhor se ajusta aos 3 pontos
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Variacao de k em func¢ao da temperatura
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Figura 13 Representacdo da equacdo de Arrhenius para mostrar a variacdo da constante de velocidade de
enzimagem (k) para o intervalo de temperaturas utilizado.

3.5 Aplicacdo em preparado

Foram elaborados 4 preparados de pedacos de morango com 0 objetivo de estudar a
variacdo da sua firmeza assim como os retidos. Os preparados foram elaborados com
pedacos de morango com diferentes tratamentos (tabela 7). Inicialmente os pedacos de
morango tém uma firmeza de 14,9 N, essa firmeza aumenta com o tratamento enzimatico.
A incorporacgéo dos pedacos de morango no preparado e a sua pasteurizagdo provoca uma
diminuicdo na sua firmeza. Foi demonstrado anteriormente que o tratamento térmico a
95°C provoca uma diminuicdo acentuada na firmeza dos morangos [95]. A incorporacao
em iogurte ndo alterou a firmeza, mantendo-se a mesma estavel. O tratamento enzimatico
permite obter pedagos de morango com uma firmeza superior a firmeza inicial mesmo apds

a sua incorporagéo em iogurte (figura 14).
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Tabela 7 Condigdes do tratamento enzimatico dos pedagos em cada preparado

Tempo de
Preparado Temperatura (2C)
tratamento (h)
1 Sem tratamento Sem tratamento
2 4 24
3 25 6
4 40 1

Variagao da firmeza ao longo de todo o
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Figura 14 Variacéo da firmeza ao longo do processamento dos pedacos de morango

Um outro pardmetro com importancia na andlise do efeito da enzima é a
caracterizacdo dos retidos. Foram medidos os retidos para crivos com 8 mm, 5 mm, 2 mm
e 1 mm. Foi calculado o rendimento, em termos de massa dos retidos, que foi possivel
obter apds a incorporacdo no preparado (tabela 8). No caso do preparado sem o tratamento
enziméatico obteve-se 58% da massa inicial de morango, o uso de enzima permitiu
aumentar a massa de retidos nos 3 casos, atingindo-se, a 25°C, 68% da massa inicial de
morango.

A figura 15 permite fazer a comparacao na distribuicdo dos tamanhos dos pedacos
entre os diferentes preparados. N o caso do preparado sem tratamento enzimatico 40% dos
retidos s&o inferiores a 5mm. No caso dos preparados com pedagos enzimados a

guantidade de retidos superiores a 5 mm € superior a 86% havendo reduzida quantidade de
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retidos no crivo de 2 mm e 1 mm. O tipo de distribuicdo dos retidos para os preparados
com tratamento enziméatico é diferente, havendo uma maior quantidade de retidos
superiores a 5mm. Este facto mostra que a enzima permitiu obter pedagos de morango
mais integros e que resistem melhor a pasteurizacédo (Figura 15a).

Nos retidos apos a aplicacdo em iogurte é possivel verificar as mesmas diferencas
entre os pedagos sem tratamento e os pedagos com tratamento enzimatico. No caso dos
pedacos sujeitos a tratamento enzimético pelo menos 96% tem tamanho superior a 5mm.
Nos pedagcos de morango sem tratamento enzimatico apenas 53% dos retidos tém
dimens0es superiores a 5 mm (figura 15b).

Podemos verificar que a utilizacdo de enzima permitiu aumentar ligeiramente o
rendimento em termos de massa total de retidos. Contudo o principal efeito verifica-se no
tipo de retidos obtidos. A utilizacdo da enzima permite obter pedacos de morango com

tamanho superior oferecendo assim uma maior percecao dos pedacos.

Tabela 8 Rendimento em massa do morango recuperado nos crivos apés incorporagdo dos pedagos em preparado.

Rendimento
(m/m)(%)
Sem 58
tratamento
4°C 62
25°C 68
40°C 61
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Distribuicao do tamanho dos pedacos

%(m/m) de
retidos
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Figura 15 Distribuicdo em termos de tamanho dos retidos, em % da massa total de retidos a) ap6s a incorporagao
dos pedagos em preparado b) ap6s a aplicagdo em iogurtes.

3.6 Analise sensorial

Foi realizada uma analise sensorial tanto aos pedacos de morango como aos pedacos

incorporados em preparado e em iogurte. A andlise sensorial teve como objetivo verificar o
efeito da enzima ao nivel da percegéo sensorial.
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Os primeiros testes de andlise sensorial foram realizados diretamente com pedagos
morangos por forma a existir uma maior percecdo das caracteristicas dos pedagos. Nesta
primeira fase, aos provadores selecionados foram dadas a provar 3 amostras diferentes de
pedacos de morango. Uma primeira amostra constituida por pedacos de morango IQF,
aquele utilizado atualmente em producdo. Uma segunda amostra de pedagos de morango
com tratamento enzimatico, esta amostra tem como objetivo mostrar as diferencas de
textura que ocorrem nos pedagos de morango com a enzimagem. Por fim uma amostra de
pedacos de morango fresco acabado de cortar, esta amostra foi fornecida com o objetivo de
mostrar aos provadores o perfil de textura que se pretende obter com o tratamento
enzimatico. A escolha dos descritores a utilizar na analise sensorial foi efetuada tendo em
conta essas mesmas alteragdes na textura.

As diferentes amostras apresentam diferentes perfis de textura (figura 16). Podemos
verificar que o morango IQF descongelado € aquele que apresenta uma menor firmeza,
dureza e crocanticidade. Em termos de suculéncia o IQF apresenta valores semelhantes ao
do morango fresco. O morango enzimado permite obter firmeza e dureza semelhantes ao
morango fresco contudo a enzimagem aumenta de forma significativa a sua elasticidade.

Em termos de fibrosidade ndo se verificaram diferencas significativas entre as amostras.

Perfil de textura de morango IQF, enzimado
e fresco

Firmeza

Suculéncia Dureza
= [resco
Enzimado
e | QF
Fibrosidade Crocanticidade

Elasticidade

Figura 16 Perfis de textura de pedacos de morango frescos, enzimados e IQF

Numa segunda andlise sensorial foi avaliada a influéncia da temperatura de

enzimagem no perfil de textura dos pedacos (figura 17). Foram preparadas 3 amostras de
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pedacos de morango enzimados a trés temperaturas diferentes, uma primeira amostra
enzimada a 4°C, outra a 25°C e por fim uma terceira amostra enzimada a 40°C. As
amostras foram preparadas de modo a que a sua firmeza medida através do texturémetro
fosse semelhante (tabela 9). Verificou-se que as 3 amostras tém perfis de textura idénticos
(figura 19). Através da analise estatistica efetuada podemos chegar a conclusdo que a ha
diferengas significativas nos pardmetros da firmeza, dureza e da crocanticidade apenas

entre as amostras enzimadas a 4°C e a amostra enzimada a 40°C.

Tabela 9 Amostras utilizadas na avaliacdo da influéncia da temperatura no perfil de textura

Amostra Tempo de tratamento (h) Firmeza (N)
4°C 30 376 £35
25°C 7 35,4 +6,6
40°C 2 30,1+45

Comparacgao entre diferentes temperaturas

Firmeza (a, ab, b)

150
125
100
Suculéncia (a,a,a) Dureza (a,ab,b)
50
5 e )0 C
0 25eC
E—Te1-Te
. . Crocanticidade (a,
Fibrosidade (a,a,a) ab, b)

Elasticidade (a,a,a)

Figura 17 Perfis de textura de pedacos de morango enzimados a diferentes temperaturas.

Posteriormente foi efetuada uma analise sensorial para verificar a influéncia do tempo de
enzimagem no perfil de textura. Foram selecionadas 3 amostras com diferentes tempos de
enzimagem (tabela 10). Foi possivel verificar perfis de textura completamente distintos
entre a amostra que ndo sofreu qualquer tipo de tratamento e as restantes duas. As amostras

que tiveram tratamento enzimatico mostraram ter perfis de textura idénticos ndo havendo
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diferencas significativas em nenhum dos parametros. A enzimagem provocou um aumento

de intensidade em todos os descritores utilizados exceto na suculéncia (figura 18).

Tabela 10 Amostras utilizadas na avaliacdo da influéncia do tempo no perfil de textura. Temperatura de
enzimagem de 25°C

Tempo de enzimagem (h) Firmeza (N)
Sem tratamento (IQF) 12,8
14 38,4
35 76,2

Firmeza (a,a,b)
150

120
A 90
Suculéncia (a,b,b) Dureza (a,a,b)
0

30 e |QF
0 14 horas
=35 horas

\ Crocanticidade

Fibrosidade (a,a,a) (a,a,b)

Elasticidade (a,a,b)

Figura 18 Perfis de textura de pedagos de morango enzimados ao longo do tempo a temperatura de 25°C

Foi efetuado um outro teste de analise sensorial no sentido de tentar compreender
melhor as diferencas existentes entre os perfis de textura dos pedacos enzimados em
relacdo ao morango fresco. Foi utilizada uma amostra de morango fresco e uma amostra
com pedacos de morango enzimados durante 40 minutos a temperatura de 40°C, com uma
firmeza de 31,9 N. Podemos verificar que utilizando um tempo de enzimagem curto é
possivel obter perfis de textura semelhantes entre os morangos frescos e 0s morangos
enzimados. Apesar dos perfis de textura serem semelhantes é possivel destingir diferencas
significativas na firmeza, onde os pedacos de morango fresco sdo mais firmes. No caso da

elasticidade verifica-se 0 oposto, 0s morangos enzimados sdo mais elasticos (figura 19).
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Firmeza (a,b)

150

100

Suculéncia (a,a) Dureza (a,a)
0
e Fr@SCOS
= Enzimados
Fibrosidade Crocanticidade
(a,a) (a,a)
elasticidade
(a,a)

Figura 19 Comparacédo do perfil de textura de pedagos de morango frescos e enzimados durante 40 minutos a 40
°C.

A andlise sensorial foi agora efetuada apds a incorporacdo dos pedacos em preparado e
aplicados em iogurte. O parametro da fibrosidade foi retirado devido a sua baixa relevancia
sendo adicionado um descritor para avaliar a integridade dos pedacos em termos visuais.

Os pedacos de morango enzimado mostraram diferencas estatisticamente
significativas em todos os descritores exceto na suculéncia. Nesta analise sensorial
parametro da suculéncia foi considerado dificil de avaliar por parte dos provadores. Os
morangos enzimados aparentam uma melhor integridade em termos visuais, Sd0 mais
firmes, tém uma dureza superior, sdo mais crocantes e mais elasticos (figura 20).

A aplicacdo em iogurte aumentou as diferencas verificadas anteriormente. A
integridade dos pedacos mostrou ser muito superior com o tratamento enzimatico. Em de
firmeza, dureza, crocanticidade e elasticidade os morangos enzimados mostraram ser

bastante superiores.
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Elasticidade (a,b)

Suculéncia (a,a) \
5

Preparado

Integridade (a,b)

150 |

100

Crocanticidade

(a,b)

Firmeza (a,b)

~

Enzimado

= Sem tratamento

N

Dureza (a,b)

b)

150
100
Suculéncia (a,a)

0

0

Elasticidade (a,b)

logurte

Integridade (a,b)

Crocanticidade

(a,b)

Firmeza (a,b)

e FEnzimado

Sem tratamento

Dureza (a,b)

Figura 20. Comparagdo dos perfis de textura dos pedagos de morango enzimados e pedagos sem tratamento a) apds
incorporagdo em preparado b) apds a aplicagdo em iogurte
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4 Concluséo

Através da utilizacdo de uma PME é possivel aumentar a firmeza dos pedacos de
morango. O aumento de firmeza depende do tempo de enzimagem assim como da
temperatura. Utilizando uma temperatura de enzimagem superior é possivel obter
aumentos de firmeza mais rapidamente.
O tempo de enzimagem revelou ser um fator importante uma vez que quanto mais longo o
tratamento enzimatico maior é o aumento de firmeza causado nos pedacos. Esse aumento
verifica-se até atingir uma assimptota, ou seja, uma firmeza méxima a partir da qual o
aumento de tempo deixa de ter influéncia. Foi possivel adaptar os dados obtidos ao modelo
matematico, one-phase association. Deste modo foi possivel relacionar a firmeza dos
pedacos com o tempo de enzimagem através de uma constante de velocidade de
enzimagem, k. Atraves da equacdo de Arrhenius foi possivel relacionar o k em fungéo da
temperatura. A incorporacdo em preparado causa uma perda de firmeza nos pedagos
independentemente de terem ou nédo sofrido tratamento enzimatico. Contudo a enzimagem
dos morangos permitiu obter pedacos de maiores dimensdes apOs a incorporacdo em
preparado.
Em termos de analise sensorial os morangos enzimados revelaram ter um perfil de textura
diferente dos morangos ndo tratados. Com a enzimagem ha um aumento em termos de
firmeza, dureza, crocanticidade e elasticidade em relagdo aos morangos sem tratamento. A
utilizacdo da PME mais cloreto de calcio permitiu atingir firmeza, dureza e crocanticidade
semelhante ao morango fresco contudo revelou ter uma maior elasticidade e uma menor
suculéncia. As diferencas verificadas na suculéncia ndo sdo significativas quando o0s
pedacos estdo incorporados em iogurte. A adicdo de uma PME exdgena com cloreto de
calcio permite uma valorizacdo do produto em termos de rendimento na quantidade de

pedacos assim como uma melhoria em termos sensoriais.
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