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Resumo
O trabalho centrou-se na (1) selecdo do bindmio de temperatura/tempo do pré-tratamento térmico realizado as
matérias-primas, (2) otimizacdo da formulacdo de polpas de hortofruticolas, (3) selecdo das condicBes de
pasteurizacao a aplicar no produto final e (4) avaliagdo das altera¢Bes de qualidade da polpa sem tratamento (ST) e
pasteurizada (TT) acondicionada em embalagem transparente (T) e opaca (O), e mantida sob condicbes de
refrigeracdo ou congelagdo. As polpas foram avaliadas em termos fisico-quimicos, bioquimicos, microbioldgicos,
reoldgicos e sensoriais. A polpa otimizada é constituida por uma base de macé (41 %) e ananas (31 %), na qual se
introduziu couve (8%), abobora (10%) e banana (10%). Foram aplicados os seguintes hinomios temperatura/tempo
dos pré-tratamentos térmicos: 100 °C/5 minutos para a couve, 90 °C/ 6 minutos para a ab6bora e 100 °C/ 1 minuto
para a macd Fuji e 1,5 minutos para variedade Granny Smith. O binémio tempo/temperatura de pasteurizacdo
estabelecido foi de 75 °C/ 90 segundos. Sob refrigeracdo a polpa desenvolvida apresentou um periodo de vida Uil
de 7 e 14 dias para as embalagens transparente e opaca, respetivamente. Na condigdo de congelagéo a qualidade

foi mantida sem alteragGes significativas durante 60 dias.

Palavras-chave: Polpa de hortofruticolas, componente bioativa, tratamento térmico, refrigeragcdo, congelacgéo,

qualidade.



Abstract
The present study consisted of (1) selection of pre-treatment adequate temperature/time binomial applied to the raw
material, (2) optimization of fruit and vegetables pulps formulation, (3) selection of pasteurization conditions to be
applied to the end product, (4) evaluation of untreated pulp (ST) and pasteurized pulp (TT) modifications, with
utilization of transparent (T) and opaque (O) packaging, and maintained in refrigerated or in frozen conditions. Pulps
were monitored for physicochemical, biochemical, microbiological, rheological and sensory parameters. The
optimized pulp consists in an apple base (41 %) and pineapple (31 %), to which cabbage (8%), pumpkin (10%) and
banana (10%) were introduced. The temperature/time binomial of the thermal pre-treatments are specific for each
raw-material (100 °C/ 5 minutes for cabbage, 90 °C/ 6 minutes for pumpkin and 100 °C/ 1 minute for “Fuiji” apple and
1,5 minutes for the Granny Smith variety). The established pasteurization temperature/time binomial was 75 °C/ 90
seconds. The developed pulp in transparent and opaque packaging under refrigeration showed a shelf-life of 7 and
14 days, respectively. In frozen storage, quality maintenance is more dependent of storage time and no significant

changes were observed for 60 days.

Keywords: Fruit and vegetables pulp, bioactive component, thermal treatment, refrigeration, freezing, quality.



Extended Abstract

Consumers have been showing an increasing concern with health and nowadays they are more and more aware of
the benefits of fruits and vegetables. Fresh and minimally processed products consumption is in expansion because
consumers have found in these products a way to maintain or improve their wellness. Fruit and vegetable pulps arise
as high quality products, safe, practical, nutritive, tasty and chemical preservatives and colorants free.

Production process, like milling, accelerates degradation reactions by allowing contact of different cellular
components. In order to minimize this, it is essential to establish unitary conservation operations.

The present work goals were: (1) selection of pre-treatment adequate temperature/time binomial applied to the raw
material, (2) optimization of fruit and vegetables pulps formulation, (3) selection of pasteurization conditions to be
applied to the pulp that induces minor nutritional alterations (vitamin C), bioactive compounds (total phenolic
compounds), color and greater reduction of microbial load, and also (4) evaluation of untreated pulp (ST) and
pasteurized pulp (TT) modifications, with utilization of transparent (T) and opaque (O) packaging, and maintained in
refrigerated or in frozen conditions.

The pre-treatments (steam and water immersion) and pasteurization treatments (water immersion) were stabilization
processes used to reduce microbial load and enzymatic activity. The experimental development started with raw
material characterization followed by the evaluation of thermal pre-treatments impact on the degree of color
degradation, peroxidase (POD) enzymatic activity and cabbage, pumpkin and apple bioactive compounds
modification.

Subsequently, pulps were submitted to different thermal treatment conditions in order to define the temperature/time
binomial that preserves fresh pulp characteristics, maintaining bioactive component integrity (total phenolic content
and antioxidant activity), nutritional (vitamin C), color stability and reducing microbial load. The pasteurization
temperature/time binomial that fulfilled the previous requirements was 75 °C/ 90 seconds.

The analytical protocol included physicochemical analysis (color, soluble solids content, pH, phenolic compounds,
antioxidant activity, ascorbic acid and phase’s separation), sensory analysis [(color, aroma (fruity and sweet), taste
(acidity and sweet), texture (lumpiness and homogeneity), global appreciation and buying intention], biochemical
[(enzymatic activity of peroxidase (POD) and polyphenoloxidase (PPO)], microbiological (total mesophillic count,
yeast and molds), rheological (viscosity) during refrigerated storage (0, 3, 7 e 14 days) and frozen storage (0, 30 e 60
days).

Storage conditions and packaging are essential factors to control product quality during storage, reducing
degradation reactions. Samples in refrigerated conditions (=5° C) showed some changes, caused by storage time,
only limited by sensory evaluation of the product. Transparent packages maintained acceptable conditions for
consumption until day 7, while opaque packages reached 14 days of storage.

In frozen storage (= -18 °C) fresh product characteristics and pulps integrity were influenced by the time of storage,
independently of the type treatment and packaged used. Freezing allowed a more efficient conservation towards
refrigeration with respect to color and bioactive compounds.

The present study allowed to develop a fruit and vegetables pulp, which is stable and has a good acceptance by the
tasters.

Keywords: Fruit and vegetables pulp, bioactive component, thermal treatment, refrigeration, freezing, quality
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Introducéo
O aumento da consciencializacdo por parte do consumidor relativamente a importancia do consumo de alimentos
saudaveis na prevencdo de doencgas e melhoria da qualidade de vida, tem promovido o aumento do consumo de
frutos, horticolas e produtos derivados (Mller et al., 2010; Tiwari et al., 2011). Os consumidores preferem adquirir
alimentos de elevada qualidade com caracteristicas proximas dos frutos e horticolas frescos, seguros e sem adi¢do
de conservantes (Allende et al., 2006; Cortés et al., 2008). De forma a satisfazer os apelos dos consumidores, este
trabalho teve como objetivo 0 desenvolvimento de uma polpa a base de hortofruticolas, com boa aceitabilidade por
parte dos consumidores, rica em compostos hioativos e estavel fisico-quimica e microbiologicamente sem adicdo de
quimicos. Este produto podera ser importante para a indlstria pois € um produto de valor acrescentado preparado a
partir de matérias-primas subvalorizados para o consumo em fresco, em especial a maca. Os frutos utilizados para a
preparacao desta polpa poderdo ndo apresentar as carateristicas (calibre, aspeto, cor) requeridas para 0 consumo
em fresco.
Para ir de encontro as expectativas dos consumidores, a polpa foi preparada a partir de matérias-primas fresca, sem
adicdo de conservantes, tendo sofrido um tratamento térmico por forma a garantir a estabilidade microbiologica no
produto final, sem comprometer outros parametros de qualidade, nomeadamente as caracteristicas sensoriais.
As matérias-primas utilizadas em maior propor¢do para a obtencéo da polpa foram a maca (Malus domestica) e o
ananas (Ananas cosmosus L.). Posteriormente, no sentido de aumentar o valor bioativo ao produto final optou-se
pela adi¢do de couve portuguesa (Brassica oleracea L.), naturalmente rica em glucosinolatos, a abobora (Cucurbita
maxima), a banana (Musa cavendish) e o kiwi (Actinidea deliciosa), que contém compostos benéficos para a salde.
A polpa a desenvolver ao longo deste trabalho apresenta caracteristicas singulares e benéficas, comparativamente
as polpas vulgarmente encontradas no mercado, provenientes sobretudo de frutos. A adicéo de horticolas a polpa
pronta a consumir pode ser uma mais-valia para o produto vingar no mercado, dado ser uma forma conveniente de
veicular este tipo de produtos, para além de a tornar apetecivel a uma gama mais alargada de consumidores. O
consumidor podera encontrar no produto uma forma simples de consumir estes horticolas associados a fruta numa
polpa agradavel, saborosa e aromatica. Este trabalho desenvolveu-se no ambito do Projeto QREN CONVIT09 -
Polpas de frutos e horticolas de elevada bioatividade e conveniéncia.



ENQUADRAMENTO TEORICO
1 Produtos hortofruticolas e derivados na alimentacao humana

Ao longo dos anos tem surgido uma crescente preocupagdo com a satde, sendo os alimentos funcionais cada vez
mais procurados por um consumidor exigente que tem cada vez menos tempo, que procura produtos convenientes,
prontos a consumir, inovadores e com elevada qualidade. O aspeto, a cor, a textura e 0 sabor sao critérios decisivos
que devem permanecer ao longo do tempo de prateleira pois sdo avaliados pelo consumidor no momento da
compra (Landl et al., 2010).

Ao longo do tempo tem surgido interesse em compostos que protejam a salde, estes compostos sdo designados
como compostos bioativos. Estes influenciam pouco o valor nutritivo, mas desempenham papéis importantes na
salde humana (Oszmianski et al., 2011). Alguns estudos associam o elevado consumo de horticolas a um menor
risco de doencas cronicas degenerativas tais como o cancro, doencas cardiovasculares (Machlin, 1995),
degeneracdo ocular relacionada com a idade (Bone et al., 2000), diabetes e osteoporose (Rao et al., 2007). No
sentido de prevenir estas doencas, tem-se apelado ao aumento do consumo a base de produtos hortofruticolas,
uma vez que sdo fontes de compostos hiologicamente ativos (Rao & Rao, 2007).

A introducéo de diferentes frutos e horticolas na polpa origina uma mistura interessante de compostos bioativos com
beneficios para a salde, como descrito no ponto 3 (matérias-primas utilizadas no presente estudo). As diferentes
matérias-primas contribuem para o valor bioativo, pois cada fruto e horticola colabora de uma forma notavel e

diversificada as propriedades da polpa.

2 Compostos bioativos

Como referido anteriormente, o consumidor dos dias de hoje tem consciéncia do impacto de uma alimentacdo
saudavel para a sua sadde. Por esta razdo, o desenvolvimento de produtos ricos em compostos hioativos tem vindo
a aumentar, pois para além dos beneficios para a salde previnem ainda o aparecimento de certas doencas.
Segundo a European Food Information Resource Network, 0s compostos bioativos s&o constituintes ndo nutritivos
intrinsecos aos produtos vegetais que promovem a saude e apresentam efeitos benéficos quando séo ingeridos
(Gry et al., 2007).

Os radicais livres tém assumido importancia devido a contribuicdo para a disseminacdo de doencas crénicas
degenerativas (Bray, 2000). O desenvolvimento de radicais livres no corpo deve-se aos processos metaholicos, as
condicBes ambientais, aos processos inflamatérios, a irradiagdo com chumbo e a radiacdo (ultravioleta e
infravermelhos) (Lachance et al., 2001; Halliwell, 2006). Os niveis elevados de radicais livres podem causar stress
oxidativo, envelhecimento da pele e cancro (Sander et al., 2004).

Assim o corpo para se proteger desenvolveu uma prote¢do natural devido aos carotendides, vitaminas, enzimas e
outras substéancias ativas que interagem sinergicamente como corrente protetora para evitar a acdo destrutiva dos
radicais livres (Meinke et al., 2010). O stress oxidativo é induzido por espécies reativas de oxigénio que sao
produzidas pela atividade metabdlica normal e pelo estilo de vida, sendo estes efeitos nocivos minimizados pelo
consumo de antioxidantes (Rao & Rao, 2007). Os carotendides e as clorofilas desempenham um papel importante
na prevengdo de vérias doengas associadas ao stress oxidativo, como o cancro, as doengas cardiovasculares e

outras doengas cronicas (Sangeetha & Baskaran, 2010).



2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos pertencem a um grupo de metabolitos secundarios distribuidos pelo reino vegetal (Treutter,
2005; Hagen et al., 2009). Dentro deste grupo encontram-se 0s compostos bioativos que possuem elevada
capacidade antioxidante (Wolfe et al., 2003; Li et al., 2011) que apresentam efeitos benéficos para a salde, e que
estdo presentes nas plantas medicinais, em legumes, em frutas, em gréos e outras sementes (Halliwell &
Gutteridge, 1999). Estes compostos podem ser divididos em varios sub-grupos como acidos, acido benzdico,
flavonois, flavonas, flavonoides, dihidrochalconas, dihidroflavondis e antocianinas (Treutter, 2005).

Estes protegem contra a acdo nociva das espécies reativas de oxigénio, principalmente os radicais livres de
oxigénio (Halliwell & Gutteridge, 1999). Os radicais livres sdo produzidos dependendo das condicBes patoldgicas e
estdo envolvidos no desenvolvimento das doencas crénicas degenerativas, como doencas cardiovasculares e
cancro (Block et al., 1992; Halliwell & Gutteridge, 1999). Os compostos fendlicos com efeitos favoraveis para a
salde sdo, por exemplo, a curcumina, o resveratrol, que sdo utilizados comercialmente, mas o consumo é
relativamente raro (Huang et al., 2005).

Os compostos fendlicos apresentam efeitos bioldgicos que impedem a oxidacéo das proteinas de baixa densidade,
retardam o virus de imunodeficiéncia humana e apresentam capacidades anti microbianas e anti carcinogénicas
(Cadenas & Packer, 2002; Chun et al., 2005). Estes compostos tém despertado interesse por desempenharem um
papel importante na prevencdo de doengas degenerativas, em especial 0 cancro e as doencas cardiovasculares
(Kroon & Williamson, 2005). Os beneficios dos compostos fendlicos na salde estdo relacionados com o elevado
poder antioxidante, com a participacdo na expressdo genética e na sinalizagdo celular através da ligacdo a
transportadores e receptores celulares (Kroon & Williamson, 2005; Han et al., 2007; Stevenson & Hurst, 2007;
Reddy et al., 2010; Sancho et al., 2011).

A capacidade antioxidante tem adquirido importancia devido as funces e ao interesse dos antioxidantes naturais
em sistemas alimentares e hiologicos. Os antioxidantes naturais podem agir contra as espécies reativas por
diferentes mecanismos (Othman et al., 2008). As rea¢des de oxidacdo dos radicais livres, que sdo moléculas com
eletrdes ndo emparelhados, contribuem para o decréscimo de muitos problemas de satde, como o cancro, doencas
cardiovasculares, problemas inflamatérios e de envelhecimento (Kehrer, 1993). Os antioxidantes sdo agentes que
podem limitar os efeitos prejudiciais das reacfes de oxidacdo ou dos radicais livres, prevenindo a formacdo destes
ou eliminando-os sem causar danos induzidos pelos mesmos (DiSilvestro, 2001). Os antioxidantes também podem
prevenir ou retardar a degradacao oxidativa dos lipidos, das proteinas e dos acidos nucleicos através das espécies

reativas de oxigénio (Insel et al., 2002).

2.2 Carotenoides

O nome carotendides € derivado do nome cientifico da cenoura Daucus carota L. (Ribeiro & Seravalli, 2007). Os
carotendides sdo pigmentos que apresentam o intervalo de cores: amarelo a vermelho encontrando-se em
abundancia na natureza, junto das clorofilas presentes nas plantas e nos microrganismos. Os animais ndo
sintetizam carotenoides, mas podem ingerir 0s pigmentos a partir dos alimentos e absorvé-los (Quiros et al., 2006;
Ribeiro & Seravalli, 2007). O interesse de estudar estes compostos deve-se as suas funcBes fisiologicas e
biolégicas (Berg et al., 2000), pois os frutos e horticolas constituem a maior fonte de carotendides na alimentagao
humana (Johnson, 2002).



Os carotendides assumem grande importancia nos alimentos, pois estdo associados a critérios de qualidade,
nomeadamente a cor, podendo sofrer algumas modifica¢des com o processamento (Chen et al., 1995). O tipo e a
concentracdo de carotenoides presentes nas frutas e horticolas dependem de varios fatores como: a variedade
genética, a maturidade, 0 manuseamento pés-colheita, 0 processamento e 0 armazenamento (Quirés et al., 2006).

A estrutura basica dos carotendides é constituida por oito unidades de isopreno (Figura 1-A) unidas de tal forma que
ocorre uma reversdo na parte central da molécula e os dois grupos metilicos centrais ficam separados por trés
carbonos (Ribeiro & Seravalli, 2007). A partir de fontes naturais ja se identificaram e isolaram mais de 600
carotendides (Pfander, 1987; Rao & Rao, 2007), os quais podem ser divididos em carotenos e xantofilas (Quiros et
al., 2006; Ribeiro & Seravalli, 2007). Os carotenos sdo compostos constituidos por carbono e hidrogénio e as
xantofilas sdo derivados de hidrocarbonetos oxigenados obtidos por oxidacdo dos carotenos com formacdo dos
grupos: hidroxilo, metoxilo, carboxilo e cetona (Quirds et al., 2006; Ribeiro & Seravalli, 2007).
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Figura 1 - Representacdo das estruturas isopreno (A), Licopeno (B), B-ionona (C), luteina (D), a- caroteno (E) e B-
caroteno (F) (Rao & Rao, 2007; Ribeiro & Seravalli, 2007).

A estrutura caracteristica do carotendide é um sistema de duplas ligacdes conjugadas que tem influéncia ao nivel
das propriedades quimicas, bioquimicas e fisicas. Estas ligacfes influenciam a cor e para a cor amarela sdo
necessarias no minimo, sete ligacdes conjugadas. O aumento no nimero de ligacfes conjugadas origina bandas de
absorcdo e comprimentos de onda maiores, havendo alteracdo da cor amarela para vermelha. A estrutura
fundamental dos carotendides pode ser representada pelo pigmento do tomate, o licopeno (Figura 1-B), a partir do
qual se obtém outras estruturas devido a reagdo de hidrogenacdo, ciclizagdo, oxidagdo ou combinagdo destas
(Ribeiro & Seravalli, 2007).

Os principais carotendides encontrados em folhas verdes séo a luteina (Figura 1-D), violaxantina, zeaxantina e
neoxantina (Landrum & Bone, 2001; Ribeiro & Seravalli, 2007). Durante a maturagdo dos frutos sdo produzidas
elevadas quantidades de carotendides em presenca de luz, sendo 0 a e B-caroteno e as xantofilas os mais

frequentes (Ribeiro & Seravalli, 2007). Alguns carotendides sdo uma fonte importante de percursores da vitamina A,



denominados pré-vitamina A (Olson, 1994; Paiva & Russell, 1999). Apenas 0s carotendides que contém a estrutura
ciclica da - ionona (Figura 1-C) apresentam atividade de pro-vitamina A, encontrando-se uma molécula de pro-
vitamina A no a- caroteno e duas no B-caroteno (Figura 1-E e 1-F) (Ribeiro & Seravalli, 2007). Nao existe um nivel
recomendado da ingestdo dietética de carotendides, mas é aconselhada a ingestdo de vitamina A entre 700 e 1000
mg por dia de retinol equivalente (Murkovic et al., 2002).

A atividade da pré-vitamina A de alguns carotendides, tais como o B-caroteno, B-criptoxantina, a-caroteno, a luteina
e o licopeno diminuem o risco de doencas degenerativas e cardiovasculares, previnem catarata ocular degenerativa
e a arteriosclerose, retardam o processo de envelhecimento, reduzem a incidéncia de cancro e de outras doencas
como se pode observar na Figura 2 (Lee et al., 2006; Wisniewska & Subczynski, 2006; Rao & Rao, 2007; Heinen et
al., 2007; Ribeiro & Seravalli, 2007). Os carotendides sdo decompostos quando reagem com os radicais livres (Stahl
& Sies, 2003), 0 que provoca a reducdo da protecdo do organismo, que pode ser restituida com o consumo de

alimentos ricos em compostos antioxidantes (Khachik et al., 2002; Heinrich et al., 2003).
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Figura 2 - Relagdo dos carotentides com a prevencao de doencas cronicas adaptado de Rao et al., (2007).

Os carotenoides apresentam funcdes antioxidantes (Figura 2) e promovem uma resposta imune por estes estarem
envolvidos na comunicacdo celular e as xantofilas captarem os radicais livres (Krinskey, 1994). Os carotendides sdo
conhecidos por reagirem com o oxigénio e protegerem as células dos radicais livres (Nishino et al., 2009), mas nem
todos os carotendides sdo antioxidantes (Ribeiro & Seravalli, 2007).

Os carotendides sdo compostos sollveis em gordura, que se associam as fragdes lipidicas (Quirds et al., 2006). Os
carotendides sdo sollveis em solventes organicos que possuem alguma estabilidade ao calor, perdem a cor por
oxidacdo e sao facilmente isomerizados pelo calor, pelo acido ou pela luz (Ribeiro & Seravalli, 2007).

As duplas ligagdes podem ocorrer na forma cis ou trans, sendo a forma trans mais frequente na natureza. Os
compostos com todas as ligagBes em trans apresentam uma cor mais escura, enquanto o aumento das ligagdes em
cis resulta num enfraquecimento gradual da cor (Ribeiro & Seravalli, 2007).

Os carotendides possuem duplas ligacdes na cadeia de carbono que provocam sensibilidade a algumas reacdes

como a oxidacdo e a isomerizacdo (cis-trans) durante o processamento e armazenamento de alimentos devido a



presenca de luz, calor, acidos e oxigénio que causam perda de cor e redugdo da atividade biolégica (Rodriguez-
Amaya, 1999; Rao & Rao, 2007; Ribeiro & Seravalli, 2007).

A estabilidade dos carotendides também pode ser afetada por varios fatores, como a estrutura molecular do
carotendide, a concentracdo do oxigénio, a presenca de metais, a exposicdo a luz, a severidade do tratamento
térmico, a matriz do alimento, entre outros, que leva a rejei¢do dos produtos por parte do consumidor (Rodriguez-
Amaya, 1999). O uso de carotendides apresenta vantagens em relagdo a outros pigmentos porque ndo sdo afetados
pela presenca de acido ascorbico ou por ciclos de aquecimento ou congelacdo. Os carotenoides possuem extrema
importancia na alimentagdo devido as suas propriedades e a pressdo dos consumidores mais exigentes contra 0s
corantes artificiais (Gordon & Bouernfeind, 1982).

A oxidacdo € a principal causa da degradacdo dos carotendides nos alimentos, estes sdo facilmente oxidados
devido ao grande nimero de duplas ligagdes conjugadas que alteram a estabilidade dependendo do meio (Britton,
1995; Ribeiro & Seravalli, 2007). Em fung8o da sua estrutura insaturada e conjugada, os produtos da degradacao
sdo muito complexos (Rodriguez-Amaya, 1999). A suscetibilidade a oxidacdo pode ser influenciada pela presenca
de luz, calor e pré-oxidantes quando os pigmentos sdo extraidos ou os tecidos sofrem danos fisicos. Na maioria dos
alimentos, os carotendides sao instaveis devido aos valores de pH entre 3 e 6. Estes também sofrem degradagéo
oxidativa provocada por mecanismos indiretos como a enzima lipoxigenase que catalisa a oxidacdo de acidos
gordos insaturados para a producdo de peroxidos, estes peroxidos reagem com os carotenos (Ribeiro & Seravalli,
2007).

2.3 Clorofilas

As clorofilas sdo a classe de pigmentos mais abundantes na natureza, essenciais ao processo de fotossintese que
se realiza nos tilactides (Hoober et al., 2007; Ribeiro & Seravalli, 2007; Schmid, 2008). Estes séo responsaveis pela
cor verde das frutas e horticolas e sdo muito suscetiveis a degradacéo durante o processamento, resultando em
alteracBes na cor dos alimentos (Schwartz et al., 1983). Nos tecidos vegetais vivos, a clorofila esta presente como
suspensdo coloidal nas células dos cloroplastos, associada com carotenoides, lipidos e proteinas (Ribeiro &
Seravalli, 2007).

O processo de degradacéo das clorofilas inicia-se quando as clorofilas presentes nas membranas dos tilacdides
contactam com a clorofilase (Matile et al., 1997).

As clorofilas sdo suscetiveis a degradagdo por agentes quimicos ou enzimaticos (Koca et al., 2006), pois as ligagdes
entre as moléculas sdo fracas e facilmente quebradas, tornando possivel a extracdo de clorofilas dos tecidos
vegetais através da maceragdo com solventes organicos (Ribeiro & Seravalli, 2007).

As diferencas de cor encontradas entre 0s vegetais so atribuidas a presenca de outros pigmentos, particularmente
os carotendides que acompanham as clorofilas (Ferruzzi & Blakeslee, 2007; Ribeiro & Seravalli, 2007), como
referido anteriormente. Ao longo da maturacdo dos frutos, a clorofila € degradada e a cor verde desaparece,
enquanto a sintese de carotendides aumenta (Ribeiro & Seravalli, 2007). A clorofila nos vegetais depende das
condicBes edafo-climaticas, dos tratamentos pré e pos-colheita e do grau de processamento dos alimentos (Gross,
1991). Os vegetais que contém clorofila sdo uma fonte de compostos bioativos, pois este pigmento apresenta 5
vezes mais pigmentos bioativos do que os carotendides (Ferruzzi & Blakeslee, 2007).

As clorofilas sdo porfirinas formadas pela adicdo de um quinto anel isociclico ao nicleo porfina (Figura 3-B). A
estrutura das clorofilas (Figura 3-A) difere em relagdo aos substituintes em torno do ndcleo de porfina (Ribeiro &



Seravalli, 2007). As clorofilas mais importantes, denominadas a e b, sdo encontradas sempre na propor¢do de 3
clorofilas a para cada clorofila b nos tecidos dos vegetais verdes (von Elbe & Schwartz, 1996; Ferruzzi & Blakeslee,
2007; Ribeiro & Seravalli, 2007). A clorofila a difere da b, em funcdo do radical presente Cs sendo a clorofila a
representada pela formula CssH720sNsMg, com radical metilo e a clorofila b representada pela férmula
CssH7006NsMg com radical formilo (Schwartz & Lorenzo, 1991; Ribeiro & Seravalli, 2007). A clorofila a € menos
estavel termicamente que a clorofila b (Schwartz & Lorenzo, 1991).

(A) Clorofila (B) Porfina (C) Metaloporfina

Metaloporfirina
Porfina {onde M e um metal)

Figura 3 - Representacéo da estrutura da clorofila (A) onde R=-CH3 na clorofila a e R= - HC=0 na clorofila b, da
porfina (B) e da metaloporfina (C) (Ferruzzi & Blakeslee, 2007; Ribeiro & Seravalli, 2007).

As clorofilas sdo alteradas quimicamente por varios fatores, tais como o pH, presenca de metais hivalentes (Figura
3-C), aquecimento e enzimas (Schwartz & Lorenzo, 1990; Ribeiro & Seravalli, 2007). A principal causa de
descoloragdo do verde durante o processamento € a conversdo das clorofilas em feofitinas e pirofecfitinas por
influéncia do pH, o verde dos legumes transforma-se em verde-azeitona quando sujeito a aquecimento ou colocado
em solucBes acidas (Heaton & Marangoni, 1996; Gunawan & Barringer, 2000; Koca et al., 2006). As alteracdes das
clorofilas em funcéo do pH estéo representadas na Figura 4. As clorofilas em meio alcalino perdem o fitol, formando
as clorofilidas, as quais sdo mais sollveis em agua e apresentam a cor verde mais brilhante. Quando o meio
alcalino é forte (pH >8), ocorre degradacéo da estrutura do vegetal devido a desmetoxilagdo da pectina alterando o
sabor. Em meio &cido fraco as clorofilas perdem o ido magnésio, sendo este facilmente substituido por ides H*,
formando as feofitinas e a coloragdo muda para verde-castanho. Em meio acido forte, além da remogdo do ido
magnésio e sua substituicdo por protdes, a clorofila perde o fitol, formando feoforbidos e ocorre posteriormente a

degradacdo do vegetal devido a hidrélise da pectina (Ribeiro & Seravalli, 2007).
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Figura 4 - AlteracOes das clorofilas em fungéo do pH (Ribeiro & Seravalli, 2007) .

O aquecimento provoca a desnaturagdo das proteinas que protegem a clorofila, os acidos formados ou presentes no
interior das células reagem com as clorofilas, pois perderam a protecdo natural das proteinas (Ribeiro & Seravalli,
2007). Durante a reagdo os ides de hidrogénio transformam as clorofilas em feofitinas por substituicdo do ido
magnésio no anel de porfirina com consequente alteragdo da cor original das clorofilas (Minguez-Mosquera et al.,
1989; Ribeiro & Seravalli, 2007). A manutencao da integridade dos pigmentos da polpa assume grande importancia
dado que a conversdo da clorofila para feofitinas e feoforbido resulta na mudanca de verde-claro a marcante verde-
azeitona ou verde-azeitona-amarelo que é percebido pelo consumidor como perda de qualidade (Gupte et al., 1963).
A clorofila nos tecidos vegetais vivos esta protegida da degradacéo pela luz durante a fotossintese pelos lipidos e
carotendides associados. Uma vez que essa protecdo € perdida na senescéncia, por extracdo do pigmento do
tecido ou danos celulares durante o processamento, as clorofilas tornam-se susceptiveis a fotodegradagdo. Na
presenca de luz e oxigénio, as clorofilas séo irreversivelmente perdidas e tornam-se incolores. Os produtos sdo
poucos conhecidos, pensa-se que a fotodegradagdo resulte na abertura dos anéis pirrdlicos e fragmentacdo em
componentes menores (Ribeiro & Seravalli, 2007).

O ido magnésio é facilmente substituido por metais bivalentes como cobre e zinco, formando o complexo de cor
verde brilhante, mais atraente que a cor original da clorofila (Ribeiro & Seravalli, 2007). Os sais bivalentes séo
adicionados antes do processamento térmico para promover a formacdo de complexos como a fedfitina, a
metaloclorofila e a pirofeofitina e assim melhorar a cor do produto (Fischbach, 1943; Canjura et al., 1999). Esses
complexos sdo utlizados em conservas devido a maior estabilidade em solugdes acidas do que alcalinas (Ribeiro &
Seravalli, 2007; Fischbach, 1943). O cobre forma complexos mais rapido que o zinco, nao € absorvido, nessa forma,
pelo organismo e a legislagdo permite um teor de cobre ionizavel de 200 mg/L (Ribeiro & Seravalli, 2007).

As mudancas de cor no amadurecimento de frutos ou envelhecimento de vegetais sdo resultantes da degradacéo
das clorofilas que mascaram a cor dos outros pigmentos. A clorofilase, uma esterase, € a enzima que catalisa a
degradacéo da clorofila por remocdo do fitol das clorofilas e das feofitinas, formando clorofilidas e feoforbidos,
respetivamente. O feoforbideo sofre uma clivagem do anel fluorescente que, posteriormente é convertido num
composto ndo fluorescente (Ribeiro & Seravalli, 2007). Os derivados de clorofilidas também se formam em
tratamentos térmicos suaves devido a atividade enddgena da clorofilase a partir do aquecimento dos tecidos das

plantas (Canjura et al., 1991). O branqueamento inativa a clorofilase e as enzimas responsaveis pela senescéncia e



pela perda rapida da cor verde (Koca et al., 2006). A atividade da enzima é reduzida, quando o tecido vegetal é
aquecido a temperaturas acimas de 80 °C e ¢ perdida acima de 100 °C (Ribeiro & Seravalli, 2007).

No processamento de alimentos ricos em clorofilas, a substituicdo do magnésio por ides hidrogénio na presenca de
acidos diluidos € a principal reacéo responsavel pela alteracdo da cor desses alimentos (Ribeiro & Seravalli, 2007;
LaBorde & von Elbe, 1994). Os principais métodos para evitar a formacdo de cor verde-castanho em frutas e
horticolas consistem na adicdo de substancias alcalinas, como hicarbonato de sédio, hidroxido de magnésio,
glutamato di-sodico e hidroxido de sddio ou na adicdo de tampdes como o fosfato ou citrato de forma a neutralizar
os acidos (Blair & Ayres, 1943; Gilpin et al., 1959; Ribeiro & Seravalli, 2007).

A utilizacdo de atmosferas ricas em CO: e temperaturas baixas retardam a degradacéo enzimatica da clorofila em
frutos e vegetais frescos. O efeito do CO: esta provavelmente relacionado com a inibicdo da producgdo e acdo de
etileno, uma vez que em atmosferas ricas em etileno ocorre rapida degradacdo da clorofila (Ribeiro & Seravalli,
2007).

As clorofilas tém sido ignoradas relativamente aos beneficios fisioldgicos e ao impacto na prevencdo de doencas
cronicas (Ferruzzi & Blakeslee, 2007) embora sejam utilizadas para fins terapéuticos na medicina tradicional
(Kephart, 1955). A clorofilina € um derivado estavel e sollvel da clorofila que possui um efeito inibidor em mutagdes
(Sarkar et al., 1994) e que protege os animais do aparecimento de tumores (Breinhold et al., 1995).

A clorofila apresenta um conjunto de propriedades anti-inflamatorias (Larato & Pfau, 1970) que promovem a
cicatrizagdo (Edwards, 1954) e funciona como agente eficaz na terapia do cancro (Sternberg et al., 1998). Estes
pigmentos também apresentam propriedades importantes na prevengéo do cancro, atividade antioxidante, atividade
anti mutagénica. A investigacao cientifica tem desenvolvido fundamentos que apoiam a biodisponibilidade da
clorofila em seres humanos no sentido de clarificar os beneficios dos derivados de clorofila na prevencéo do cancro
(Ferruzzi & Blakeslee, 2007).

As acdes simultaneas de enzimas, acidos gordos, oxigénio, luz e calor podem levar a formagéo de muitos produtos
de degradacdo (Koca et al., 2006). As principais vias de degradacdo quimica estdo associadas a epimerizacao,
feofitinizacdo e também a hidroxilacdo, a oxidacédo ou a foto-oxidacdo, em presenca de luz (Mangos & Berger, 1997;
Schmidt et al., 2003). A retenc&o de clorofila foi utilizada como uma medida de qualidade em vegetais verdes, pois o
aguecimento excessivo dos produtos alimentares causa perdas consideraveis na qualidade organolética dos
alimentos (Hayakawa & Timbers, 1977). Para manter a estabilidade das clorofilas nos vegetais, o ideal € utilizar
vegetais de boa qualidade, processando-os rapidamente e armazenando sob baixas temperaturas (Ribeiro &
Seravalli, 2007).

2.4 Glucosinolatos

Os glucosinolatos sdo um grupo especifico de compostos naturais encontrados na familia das Brassicaceae (sin.
Cruciferae) (Fahey et al., 2001). Estes sdo constituidos por compostos que contém enxofre e azoto cujo esqueleto
basico consiste num residuo de B-tioglucose, um radical N-hidroximinosulfato e uma cadeia lateral variavel (Halkier,
1999), vulgarmente associados a divisdo das angiospérmicas dicotiledéneas (Hansen et al., 1995; Hagen et al.,
2009). Nas plantas ja foram identificados pelo menos 120 glucosinolatos diferentes, com variagdes estruturais na
cadeia lateral ou no grupo R- (Wallsgrove et al., 1999; Fahey et al., 2001).

Os glucosinolatos de couve sdo 0s compostos mais interessantes (Tanongkankit et al., 2012). Estes s&o um grupo
sulfurado contendo metabolitos secundarios da planta e podem ser hidrolisados por mirosinases para formar



diferentes produtos (Wennberg et al., 2006). Nos tecidos das plantas os glucosinolatos séo quimicamente estaveis
porque encontram-se separados da enzima mirosinase (Kelly et al., 1998). Quando os tecidos das células das
plantas sdo danificados, como ocorre durante o corte, a enzima mirosinase (tioglucosido glucohidrolase EC 3.2.3.1)
inicia a hidrélise rapida dos glucosinolatos para produzir sulfato de glucose e/ou isotiocianatos, tiocianatos e nitrilos
(Wallsgrove et al., 1999; Pereira et al., 2002; Halkier & Gershonzen, 2006). A formacéo dos produtos de hidrélise
especificos depende de varios factores, incluindo a cadeia lateral, 0 pH, os iBes metdlicos e a presenca de proteinas
como co-factores (Wallsgrove et al., 1999). Dependendo das condi¢Bes podem-se formar glucorafanino,
isotiocianato de sulforafano (1-isotiocianato-4-metilsulfinilbutano) ou nitrilo sulforafano apds a hidrélise (Zhang et al.,
1992).

Os glucosinolatos tém despertado atengdo devido aos aspetos positivos ou negativos, por exemplo, fatores anti
nutricionais, efeitos tdxicos ou sabores desagradaveis (Kim et al., 1997; Griffiths et al., 1998), atividade
antibacteriana, atividade antifingica e protecao natural das plantas contra o ataque por insetos herbivoros (Rosa et
al., 1997), fungos, nematodes e ervas daninhas (Charron & Sams, 1999; Smolinska & Horbowicz, 1999).

Os isotiocianatos sao um produto dos glucosinolatos que apresentam baixa atividade hiolégica de uma maneira
geral, mas os produtos de degradacdo tém propriedades anti carcinogénica (Zhang & Talalay, 1994; Talalay, 1999;
Hecht, 2000; Talalay & Fahey, 2001; Sun et al., 2012). Alguns estudos epidemiolégicos tém demonstrado que estes
compostos possuem efeito protetor em alguns tipos de cancro, em especial, cancro do célon, da bexiga e do pulméo
(Pereira et al., 2002; Cartea & Velasco, 2008). A investigacao tem demonstrado que o0s isotiocianatos, em particular,
sulforafano, inibem enzimas como a glutationa-redutase e quinona redutase (Conaway et al., 2002), responsaveis
pela ativagdo carcinogénea na fase | e Il e induzem a desintoxicacdo dos sistemas enzimaticos, aumentando 0s
mecanismos de defesa do corpo contra o cancro (Zhang et al., 1992; Talalay et al., 1995; Munday & Munday, 2004).
O sulforafano pode inibir o cancro de diferentes modos, pois interfere na proliferacdo celular, na indugédo da
apoptose e retém a progressdo do ciclo celular, via angiogénese ou infamatdria (Juge et al., 2007). O sulforafano é
responsavel por inibir a bactéria Helicobacter pylori, responsavel pelas Ulceras estomacais (Fahey et al., 2002) e
também por prevenir doencas cardiovasculares (Wu et al., 2004).

Os processos pos-colheita, nomeadamente a cozedura, influenciam os glucosinolatos e outros compostos bioativos.
Estes compostos sofrem algumas perdas durante o branqueamento, nomeadamente quando este se realiza com
recurso a agua, devido a degradacdo enzimatica, a degradacdo térmica e a lixiviacdo (Verkerk et al., 2001). A
velocidade e extensdo das perdas dependem da quantidade de agua, do tipo e do tempo de cozedura utilizado
(Jones et al., 2006). Alguns estudos tém demonstrado que o uso de microndas e a fervura sdo os métodos de
cozedura que causam maiores perdas de glucosinolatos (Conaway et al., 2000; Vallejo et al., 2002). A vaporiza¢do
parece ser 0 método com menos perdas, embora ocorra grandes variagces (Conaway et al., 2000). O material
vegetal se for cozinhado a altas temperaturas, a enzimas mirosinase desnatura e ocorre menor conversdo dos
glucosinolatos em isotiocianatos. Os glucosinolatos séo degradados em isotiocianatos através das mirosinases da

flora bacteriana do intestino (Shapiro et al., 2001).

2.5 Acido ascorbico

O acido ascorbico é um antioxidante natural presente na fruta e horticolas que pode ser utilizado como aditivo
alimentar uma vez que se encontra autorizado pela Comissdo Europeia (Quirds et al., 2009). O &cido ascérbico é
uma das vitaminas sollveis em agua mais importantes (Pénicaud et al., 2010).
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O &cido ascorhico é mais estavel quimicamente nos frutos do que nos horticolas devido a acidez. O acido ascorbico
€ importante nos processos hioquimicos como a formacdo de colagénio, absorcdo de ferro encontrando-se
envolvida ainda na neuro transmissao e em respostas imunes (Martinez, 1998; Davey et al., 2000). As frutas e os
horticolas séo as principais fontes que fornecem acido ascérbico ao ser humano, através da sua ingestdo, uma vez
que sdo incapazes de sintetizar esta substancia (Ming-Jun et al., 2008). O acido ascérbico é um hidrocarboneto que
pode ser sintetizado a partir da D-glicose ou da D-galactose por muitas espécies animais com a excegdo dos
primatas e de certas aves (Nishikimi & Yagi, 1991; Ribeiro & Seravalli, 2007).

O &cido ascorhico € um antioxidante necessario como co-fator para varias enzimas, que se encontra sob a forma de
acido ascdrbico (forma reduzida) e &cido dehidroascdrbico (forma oxidada) (Rizzolo & Polesello, 1992). A forma
reduzida do acido ascorbico, acido L- ascorbico, € a forma principal da vitamina biologicamente ativa e é um
antioxidante eficaz devido ao elevado poder de fornecer eletrdes e de se voltar a converter na forma ativa reduzida
(Davey et al., 2000; Jacob & Sotoudeh, 2002). No estado sdlido, o &cido ascorbico é relativamente estavel, no
entanto, quando se encontra em solugdo, é faciimente oxidado a acido L-dehidroascorbico. Essa facilidade de
oxidacdo do acido ascorbico deve-se a presenca de um grupo, fortemente redutor, a redutona. Como este € um
forte agente redutor, atua como antioxidante em varios sistemas bioldgicos (Ribeiro & Seravalli, 2007). O &cido
ascorbico além de atuar como um antioxidante também pode atuar como pré-oxidante (Buettner, 1986).

O éacido ascorbico pode ser oxidado para de forma reversivel para acido dehidroascérbico, na presenca de ifes
metalicos, calor, luz ou condicBes levemente alcalinas (acima de pH 6) com perda parcial da atividade do &cido
ascorbico. O acido dehidroascorbico pode ser oxidado irreversivelmente ao 2,3 acido dicetogulonico com perda da
atividade. Este acido pode ser convertido em &cido oxalico e acidos L-trednicos e posteriormente em pigmentos
escuros. A reagdo é acelerada por ibes metalicos (Cu2+ e Fe2*), em meio de teor de humidade reduzido, a destruicéo
¢ funcdo da atividade da agua. A contaminagdo com ifes metalicos, durante o processamento, resulta num aumento
da oxidacdo do acido ascérbico para acido dehidroascorbico, que por sua vez, é convertido em acido dicetoguldnico,
que sofre desidratacdo e descarboxilagdo com formacéo de furfural. A reagdo de polimerizacdo subsequente forma
pigmentos escuros. Na auséncia de catalisadores, o acido ascérbico reage lentamente com o oxigénio (Ribeiro &

Seravalli, 2007). A reacdo de oxidacao do acido ascorbico encontra-se representada na Figura 5.
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Figura 5 - Representacdo da oxidagdo do acido ascorhico (Ribeiro & Seravalli, 2007).
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A peroxidase e 0 acido ascorbico oxidase presentes nos alimentos aceleram a oxidacéo do acido ascorhbico, sendo
necessario a sua inativacdo para evitar perdas de acido ascorbico. Para além disso, 0 &cido ascdrbico pode ainda
ser oxidado pela acdo das quinonas oriundas da oxidagdo de compostos fendlicos pela polifenoloxidase (Ribeiro &
Seravalli, 2007). O branqueamento é o tratamento vulgarmente utilizado para inativar enzimas, provocando perdas
nutricionais e das propriedades antioxidantes, nomeadamente a perda de &cido ascorbico e &cidos gordos
(Gongalves et al., 2007).

A velocidade da oxidacéo aerdbia depende do pH, é mais rapida e a degradacéo é maior em meio alcalino (pH> 8).
Em pH muito &cido (pH <1,5), o ido hidrogénio catalisa a decomposi¢éo do acido ascérbico pela hidrélise do anel da
lactona e, com a descarboxilacdo, ocorre a formagéo do furfural e de &cidos (Ribeiro & Seravalli, 2007).

As perdas mais significativas no processamento de alimentos sdo o resultado da degradacdo quimica. As perdas
estdo associadas a reacBes de escurecimento ndo enzimatico que podem ser minimizadas por congelagdo. A
utilizacdo de SO, o acido dehidroascorbico forma produtos de adicdo que previnem as reagdes de escurecimento
ndo enzimatico e a interrupcéo da reagdo de formagdo de compostos carbonilicos (Ribeiro & Seravalli, 2007).

A destruicdo anaerdbica do acido ascérbico deve ser também considerada, pois a velocidade da reacdo é
independente do pH, exceto na faixa entre 3 e 4, em que ha um ligeiro aumento na velocidade de oxidagdo. A
reacdo pode ser acelerada em presenga de frutose, frutose 6-fosfato, frutose 1,6 difosfato e frutose caramelizada,
sendo o produto final da reag&o o furfural e 0 CO2 (Ribeiro & Seravalli, 2007).

A concentracdo de acido ascorbico em frutas e horticolas depende da variedade, das condicdes de crescimento,
das condicbes de maturacdo, das condicBes pos-colheita, das condi¢Bes de armazenagem (Franck et al., 2003;
Ribeiro & Seravalli, 2007), dos fatores ambientais e das técnicas agricolas utilizadas (Dumas et al., 2003). O teor de
acido ascarbico pode diminuir ao longo do amadurecimento (Lee & Kader, 2000).

A determinagdo exata deste antioxidante é importante, pois o acido ascorbico em niveis elevados pode causar
efeitos adversos corpo humano (Quirés et al., 2009).

Alguns estudos demonstram que os individuos que ingerem maior quantidade de acido ascorbico tém menor risco
de sofrerem de doencas cronicas como doencas cardiovasculares, diabetes, cancro, doencas neuro degenerativas
ou envelhecimento (Davey et al., 2000; Jacob et al., 2002).

O éacido ascorbico desempenha fungdes fisiolégicas importantes no corpo humano como a absorcdo de ferro, o
metabolismo dos esterdides e aminoacidos aromaticos, a sintese de polissacaridos e colagénio e o desenvolvimento
neonatal (Hasegawa et al., 1993). O acido ascorbico é necessario para a fun¢do normal dos leucdcitos, embora nao
se conheca exatamente a fungdo bioldgica (Washko et al., 1991).

O é&cido ascdrbico é conhecido como a vitamina que previne e cura 0 escorbuto, pois esta mantém a integridade da
estrutura celular, preserva a integridade capilar, promove a cicatrizacdo dos ferimentos, fracturas, contusdes,
hemorragias e sangramentos das gengivas. O acido ascérbico também influéncia a formacdo da hemoglobina, a

absorc¢do e armazenamento do ferro e participa na sintese hormonal (Ribeiro & Seravalli, 2007).
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3 Matérias-primas utilizadas no presente estudo

Os hortofruticolas sdo uma componente importante para uma alimentagdo equilibrada, pois possuem um teor de
gordura baixo, elevado contelido em gldcidos e fibras e sdo pouco caléricos (Labuza, 1982), para além de
possuirem elevada bioatividade.

As matérias-primas foram selecionadas de acordo com a sua composicdo nutricional, componente bioativa e
propriedades fisico-quimicas, de forma a obter uma polpa com propriedades benéficas para a salde e estavel em

termos fisico-quimicos.

3.1 Magd

As macas (Malus domestica) que pertencem a familia Rosaceae que sdo umas das frutas mais consumidas na
Europa e apresentam beneficios em termos de salde por serem ricas em compostos fendlicos, nomeadamente
flavonoides, e fibra alimentar (Scalbert et al., 2000; Chu et al., 2002). De entre os compostos fenolicos da macé
destacam-se a quercetina, a catequina, a epicatequina, a floridizina, e o acido clorogénico (Boyer & Liu, 2004).

Em termos nutricionais, o ferro, 0 zinco e o calcio sdo nutrientes essenciais, que por vezes sdo ingeridos em
quantidades insuficientes ou sofrem uma absorcdo deficiente no organismo podendo provocar a osteoporose ou
massa 0ssea reduzida. E ainda de salientar que a preparagéo das magas antes da ingest&o pode influenciar o teor
de compostos fenolicos e a atividade antioxidante, uma vez que a remogao da casca elimina um teor significativo
dos compostos fendlicos presentes (Briones-Labarca et al., 2011).

De uma forma geral, 0 consumo de macés revela efeitos positivos na satde humana, uma vez que este consumo
esta associado a reducdo do risco de cancro (especialmente da prostata, do célon, pulmonar e hepatico), a
prevencdo de doencas corondrias cardiacas, a diminuicdo do risco de diabetes tipo Il e também pode facilitar a
perda de peso (Arts et al., 2001; De Oliviera et al., 2003).

Neste estudo foram utilizadas duas variedades de mag4, Fuji € Granny Smith, com carateristicas diferentes. As
macas da variedade Fuji apresentam uma polpa com uma coloragdo mais amarelada e mais doce, a casca com
uma coloracdo avermelhada e riscada enquanto as macas da variedade Granny Smith apresentam uma polpa mais

clara e mais &cida e a casca tem cor verde.

3.2 Ananas

O ananas (Ananas cosmosus L.), pertencente a familia das Bromeliaceae, € um fruto com grande importancia
comercial devido ao seu aroma e sabor agradavel (Rattanathanalerk et al., 2005).

O ananas é um fruto benéfico para a satide humana uma vez que tem um valor bioativo elevado associado ao &cido
ascorhico, aos compostos fendlicos e aos carotendides. Estes compostos além de reduzirem o risco de oxidagao
relacionado com a presenca de radicais livres, também diminuem o risco de contrair diferentes tipos de cancro,
doengas cardiovasculares e neuroldgicas (Collins & Harrington, 2002).

Em termos nutricionais 0 ananas € rico em vitaminas A, B e C e também uma fonte de varios minerais como o

calcio, fosforo e ferro com propriedades importantes para a sade (Holden et al., 2011).

3.3 Couve
A couve portuguesa (Brassica oleracea L. var. costata DC) pertencente a familia Brassicaceae € uma excelente
fonte de carotendides dietéticos (Kurilich et al., 1999), sendo esta a que possui maior capacidade antioxidante

dentro da familia das Brassicas (Halvorsen et al., 2002), devido a luteina, ao B-caroteno e a outros compostos
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fenolicos como os glucosinolatos, os tocoferdis, os polifendis e os flavondides (Olsen et al., 2009; Schmidt et al.,
2010). A ingestdo de alimentos ricos em luteina e B-caroteno encontra-se relacionada com a redugéo do risco de
cancro de pulméo e de doengas oculares crénicas, como cataratas e degeneragdo ocular relacionada com a idade
(Landrum & Bone, 2001). Para além dos carotendides € ainda possivel encontrar uma elevada quantidade de fibras
€ outros compostos bioativos que originam produtos benéficos para a salde prevenindo doengas como 0 cancro, a

aterosclerose, a nefrite e a diabetes mellitus (Nilnakara et al., 2009; Taveira et al., 2009).

3.4 Abdbora

A abdbora (Cucurbita maxima) é um horticola da familia Cucurbitaceae que apresenta propriedades benéficas ao
nivel da nutricdo humana na polpa e nas sementes, quer em consumo direto quer na preparagao de produtos como
xaropes, geleias, compotas e purés (Provesi et al., 2011). E ainda muito utilizada na preparagéo de alimentos para
bebés principalmente por apresentar um baixo risco de acumulagéo de metais pesados (Krzysik & Bogucka, 1981).
A polpa possui elevadas quantidades de carotenoides, que sao pigmentos que derivam do isopreno e variam entre a
cor amarelo e vermelho (Oliver & Palou, 2000). A cor laranja brilhante da polpa indica que esta € rica em o- e §-
caroteno, podendo apresentar valores na ordem de 0-75 mg g e 6-84 mg g, respetivamente, dependendo da
cultivar (Murkovic et al., 2002). O teor de carotendides aumenta com a maturagdo da abobora, mas a composicéo
apresenta instabilidade a altas temperaturas de processamento e a condi¢des severas de armazenamento (Provesi
et al., 2011). A abdbora possui valores elevadores de atividade antioxidante e de compostos fenélicos quando se
encontra no estado de maturagdo avancado, reduzindo o risco de desenvolvimento de determinados tipos de
cancro, oferecendo prote¢do contra problemas cardiacos (Oloyede et al., 2012).

Para além disso, os tecidos das polpas contém acido ascérbico, mono, di e polissacaridos (glucose, frutose,

sacarose e amido), sais minerais (K, Ca, Mg e Fe) e pectinas (Gajc-Wolska et al., 2005; Bognar, 2006).

3.5 Banana

A banana (Musa cavendish) da familia da Musaceae é um fruto com uma energia elevada e elevados niveis de
vitaminas A, Bi1, B2 e C (acido ascorbico), minerais, pré-hiéticos e compostos fendlicos (Agopian et al., 2008;
Thaipanit & Anprung, 2010). Na banana os compostos que conferem elevada capacidade antioxidante séo a
dopamina, o &cido ascorbico e os carotenoides, cerca de 5000 mg/100 g caroteno equivalente (Kanazawa &
Sakakibara, 2000; Englberger, 2003). Estes compostos apresentam efeito protetor em doengas como o cancro, a
artrite reumatoide e doencas cardiovasculares (Chong & NoorAziah, 2010).

As bananas contribuem em média para 2,7 % do total de potassio (K) e fibras consumidas por adulto (USDA/HHS,
2004).

3.6 Kiwi

O kiwi (Actinidea deliciosa) é o fruto produzido pela planta Actinidia chinensis da familia Actinidiaceae, composto por
acidos organicos importantes como o acido citrico, quinico e malico (Soufleros et al., 2001). A concentragdo de
acido quinico e a elevada capacidade antioxidante séo as principais caracteristicas destes frutos ricos em clorofila
(Heatherbell, 1975; Cassano et al., 2006). Comparando a concentracdo de acido ascorbico do kiwi e dos citrinos,
conclui-se que o primeiro é 3 a 5 vezes mais rico que 0s citrinos (Soufleros et al., 2001). Estes frutos possuem na
sua composicdo carotendides, compostos fenolicos, sais minerais (P, K, Ca, Mg) e compostos aromaticos (ésteres,
alcoois e cetonas) (Patterson et al., 1983).
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4 Processos degradativos dos compostos bioativos dos hortofruticolas. ImplicacGes e
processos de conservacao
Os produtos minimamente processados, prontos-a-usar, sdo uma alternativa cdmoda, que necessitam de manter o
aspeto agradavel e atraente, préximo dos produtos frescos. Estes produtos tém uma vida Util limitada devido ao
aumento da taxa dos processos metabolicos que causam deterioracdo (Aglero et al., 2008). Os danos causados
pela preparacdo aumenta a producéo de etileno, a respiracéo e a taxa das reacdes bioquimicas responsaveis pelas
alteragBes de cor, textura, sabor e qualidade nutricional (Kramer & Wang, 1989).
A aplicagdo de pré-tratamentos como os tratamentos térmicos moderados e branqueamento nos frutos e horticolas
tém como objetivo a estabilizacdo fisico-quimica e microbioldgica dos produtos ao longo do tempo de
armazenamento, uma vez que inativam as enzimas responsaveis pelas alteracoes, destroem as formas vegetativas
e consequente reducdo da carga microbiana (Cruz et al., 2006).
O tratamento térmico € o mais utilizado para estabilizar alimentos, com recurso a calor, devido a capacidade de
eliminar microrganismos e inativar enzimas (He et al., 2007). O aquecimento excessivo produz perdas consideraveis
na qualidade dos alimentos, particularmente nas propriedades organoléticas (Hayakawa & Timbers, 1977). Segundo
um estudo realizado em diferentes Brassicas, estes tratamentos aplicam temperaturas entre 0s 50 °C e 0s 100 °C e
tempos que variam entre os 10 e os 30 minutos (Roy et al., 2007).
O branqueamento consiste numa técnica de processamento suave que pretende inativar as enzimas responsaveis
pelo escurecimento dos frutos, sem no entanto conferir sabor a cozido (Martins, 1992). Este tratamento térmico
estabiliza os alimentos devido a capacidade de destruir microrganismos, além de inativar as enzimas, como referido
anteriormente (Cruz et al., 2006). Este método é importante no processamento de alimentos devido as alteragdes
que provoca ao nivel dos componentes funcionais. O branqueamento é frequentemente realizado por choque
térmico, sendo utilizada como indice de um branqueamento adequado, a enzima oxidativa mais termorresistente, a
peroxidase (POD) (Jongen, 2002). O branqueamento aplicado em polpas de macd por Balbi (2009) utilizou
diferentes bindmios tempo/temperatura com gamas de temperatura a variar entre 70 °C e 75 °C e 0 tempo a variar
de 30 segundos a 10 minutos.
O objetivo deste tratamento € a eficacia na conservagdo dos alimentos maximizando a integridade nutricional (Roy
et al.,, 2007). O branqueamento proporciona também a remocdo de sabores desagradaveis devido a acdo da
lavagem e a remocéo de alguns pesticidas residuais (Canet, 1989).
Os tratamentos térmicos prolongam a vida (til dos frutos no periodo pés-colheita e promovem o aumento dos
compostos bioativos (Gonzalez-Aguilar et al., 2010), melhoram a cor e o brilho e evitam a descolora¢o tornando os
produtos mais atraentes para o consumidor (Ihl et al., 1998).
No entanto existem desvantagens apds tratamento térmico, como a reducdo de vitaminas, alteracdes na textura e
cor do alimento, com a possibilidade de desenvolver cheiros desagradaveis (Norton & Sun, 2008). Este tratamento
também provoca alteracdo dos pigmentos, amolecimento de tecidos e perdas nutricionais devido a degradagéo
térmica por lixiviacdo e difusdo (Giines & Bayindirh, 1993; Gongalves et al., 2007). Durante o processamento podem
desenvolver-se pigmentos de cor escura que torna o produto inaceitavel (Chutintrasri & Noomhorm, 2007), sendo a
cor um atributo utilizado como indicador de qualidade para avaliar o grau de deterioracdo provocado pelo

processamento térmico (Avila & Silva, 1999).
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4.1 Degradagdo enzimatica

O tratamento térmico é considerado um método eficaz para inativar as enzimas, que normalmente recorre a vapor
ou agua quente (Rudra et al., 2008).

Quando a enzima peroxidase (POD) € inativada, as outras enzimas responsaveis pela degradagdo dos tecidos
também sdo inativadas. O aquecimento necessario para inativar completamente a POD é mais do que suficiente
para destruir as enzimas responsaveis pela perda de qualidade, no entanto € necessario ter em consideragdo a
intensidade do tratamento, de forma a ndo causar alteracdes indesejaveis (Glines & Bayindirh, 1993; Agiero et al.,
2008). A presenca de enzimas residuais pode causar alteracdes de qualidade, como a textura, a cor, o sabor e
perdas nutricionais durante o armazenamento (Gongalves et al., 2007).

A POD oxida os compostos fendlicos através do peroxido de hidrogénio com os radicais que oxidam as clorofilas de
baixo peso molecular levando a perda de cor (Rudra et al., 2008). O prazo de validade e a qualidade dos alimentos
relacionam-se com a qualidade microbiana e com as reacdes bioquimicas e enzimaticas (Landl et al., 2010). As
enzimas podem promover grande ndmero de reacdes oxidativas, responsaveis pela alteracédo da cor, degradagao
da clorofila ou auxinas, oxidacdo de compostos fendlicos, oxidacéo do acido indole acético e biossintese de lenhina
(Valderrama & Clemente, 2004). Estes fatores também estdo associados ao sabor, cor, textura e qualidade
nutricional dos alimentos (Clemente & Pastore, 1998).

A enzima polifenoloxidase (PPO) é responsavel pelo acastanhamento enzimatico que torna as polpas de frutos e
horticolas desagradaveis ao consumidor. O controlo da atividade da POD é importante na prevencdo € no
processamento de alimentos, caso esta enzima ndo seja controlada, pode promover o escurecimento durante a
comercializacdo dos hortofruticolas (Valderrama & Clemente, 2004). Os frutos quando sdo cortados, a superficie de
corte fica castanha, 0 que reduz a qualidade visual e também provoca alteragdes indesejaveis no sabor e perda de
nutrientes devido ao escurecimento enzimatico (Luo & Barbosa, 1997).

O escurecimento enzimatico pode causar alteracdes e aparecimento de propriedades organoléticas indesejaveis
que podem afetar o produto no mercado ou mesmo levar a exclus@o completa por parte do consumidor (McEvily et
al., 1992). Este escurecimento de frutas e horticolas crus ocorre principalmente devido a oxidagdo dos compostos
fenolicos naturais, compostos por quinonas, que por sua vez sdo polimerizadas para castanho, vermelho ou
pigmentos negros (Duangmal & Apenten, 1999; Valderrama & Clemente, 2004). As quinonas sofrem reacdes
secundarias com aminoacidos, proteinas ou outros compostos fendlicos para formar pigmentos como melanoidina
(Whitaker & Lee, 1995; Friedman, 1996). A capacidade da PPO em oxidar compostos fenélicos pode ser utilizada
para aumentar a biodisponibilidade do ferro contido nos compostos fendlicos (Matuschek & Svanberg, 2005).

A POD é a enzima convencionalmente utilizada para monitorizar e avaliar a extensao e a eficacia do tratamento
térmico, uma vez que € uma das enzimas mais estaveis devido a elevada resisténcia térmica (Arthey & Dennis,
1992; Icier et al., 2006; Gongalves et al., 2007; Zhu et al., 2010). Os tratamentos em que se utilizam o azoto e vacuo
tém sido os mais eficazes para a inibicdo da PPO, enquanto que a presenca de oxigénio conduz a valores mais

elevados de atividade bioguimica e enzimatica e maiores alteragdes de cor (Soliva-Fortuny et al., 2002).
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4.2 Degradagdo microbioldgica

Os atributos de conveniéncia, frescura e qualidade carateristicos dos produtos prontos-a-consumir podem ser
limitados pela deterioracdo microbiana. A carga inicial destes produtos depende das matérias-primas, das praticas
agricolas e das condi¢des de colheita e processamento (Gras et al., 1994). O processamento minimo provoca a
rapida deterioracdo microbiana do produto, por exemplo no momento do descasque ocorre a transferéncia da
microflora da casca para o interior do produto facilitando o seu crescimento uma vez que 0s nutrientes se encontram
disponiveis (Guerzoni et al., 1997).

As bactérias patogénicas como a Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli e Aeromonas
hydrophila podem contaminar os frutos e horticolas, 0 que representa um perigo para a salde do consumidor
(Beaufort et al., 1992; Nguyen-the & Carlin, 1994; Breidt & Fleming, 1997).

O armazenamento de alimentos, nomeadamente de frutos e horticolas, provoca elevados desperdicios antes do
consumo que origina perdas econémicas consideraveis e perigos para a sadde publica, pois 0s microrganismos
podem multiplicar-se e segregar substancias toxicas (Lacasse, 1995; Francis et al., 1999). As alteracGes de origem
microbiana provocam amolecimento dos tecidos, sabores e odores desagradaveis e perda de nutrientes que tornam
os alimentos impréprios para consumo humano num curto espaco de tempo (Lacasse, 1995; Galli & Franzetti,
1997).

Os microrganismos, e em particular os fungos presentes na superficie dos produtos hortofruticolas podem
desenvolver-se com a maturacdo avancada do fruto ou do horticola reduzindo o seu tempo de conservagdo. As
condices ambientais (temperatura, humidade e etileno) desempenham um papel importante na conservacao, pois a
temperatura elevada acelera a maturag&o e as altera¢fes microbianas enquanto que as temperaturas baixas retarda
estes efeitos (Lacasse, 1995).

As polpas e os sumos de fruta apresentam normalmente um pH inferior a 4 que dificulta a alteracdo por
microrganismos, nomeadamente por patogénicos (Neto & Faria, 1999). O pH é o fator intrinseco que distingue os
frutos dos horticolas, pois o pH dos frutos é muito acido (pH <4,5), enquanto o pH dos horticolas de uma maneira
geral, apresentam valores entre 0s 5,5 e 0s 6,5 (Lacasse, 1995). Deste modo, os frutos sdo deteriorados quase
exclusivamente por fungos (bolores e leveduras) e algumas bactérias lacticas pois sdo microrganismos tolerantes a
meios acidos, (Neto & Faria, 1999) e os horticolas podem ser degradados tanto por bactérias como por fungos
(Lacasse, 1995). O potencial redox destes alimentos favorece o desenvolvimento de espécies aer6bias ou
anaerdbias facultativas em detrimento das anaerdbias estritas (Lacasse, 1995).

Os derivados de frutos sofrem um tratamento térmico antes de serem embalados e refrigerados, o que permite
eliminar a maior parte dos microrganismos. As temperaturas em torno dos 90 °C, normalmente utilizadas para a
preservacdo desse tipo de produtos podem ndo ser suficientes para inativar os fungos termorresistentes. As
temperaturas mais elevadas afetam as caracteristicas fisico-quimicas e organoléticas e, portanto, o controlo da
deterioracdo por fungos termorresistentes baseia-se fundamentalmente na adocdo de praticas adequadas, que
visam diminuir a possibilidade de contaminagdo das matérias-primas (Kabir, 1994; Neto & Faria, 1999; O'Beime &
Francis, 2003).

O aumento do periodo de vida (til é possivel recorrendo a matérias-primas de boa qualidade, cuidados especiais
durante o processamento e ao longo da cadeia de comercializacdo, manutencdo das condicbes de higiene
adequadas, controlando a humidade relativa e a temperatura e recorrendo a atmosferas modificadas, tal como
referido anteriormente (Nguyen-the & Carlin, 1994; Corbo et al., 2004).
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DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

No presente estudo desenvolveu-se uma polpa de base maga e ananas com adicdo de outros frutos e horticolas,
com elevada hioatividade, estabilizada sem recurso a aditivos quimicos.
O estudo, ap6s caracterizacdo das diferentes matérias-primas, desenvolveu-se em 4 fases principais:

o  Estabelecimento de pré-tratamentos térmicos de inativagdo enzimatica;

e Formulacdo da polpa;

o  Estabelecimento do bindmio tempo-temperatura de pasteurizacao;

e Determinagdo do tempo de vida Util de polpa embalada em dois tipos de material, sob condi¢des de

refrigeracdo e de congelacéo

5 Materiais e Métodos analiticos

5.1 Matérias-primas

As matérias-primas foram fornecidas pela empresa CAMPOTEC IN, localizada em Torres Vedras e recepcionadas
no Laboratorio “Ferreira Lapa” do Pavilhdo de Agro-Indistrias e Agronomia Tropical do Instituto Superior de
Agronomia. Os frutos provenientes de climas tropicais (ananas e banana) foram transportados a temperatura
ambiente e armazenados nas mesmas condicdes até serem processados. Os restantes hortofruticolas (macd,

couve, abdbora e kiwi) foram transportados e armazenados sob condicfes de refrigeracéo (=5 °C).

5.2 Métodos analiticos

5.2.1  Determinagdes Fisico-quimicas

5211 Cor

A cor foi determinada através do colorimetro Minolta CR 300 pelo sistema CIELab, previamente calibrado com um
padréo branco (L* = 97,46; a* =-0,02; b = 1,72). Os pardmetros analisados foram L*, a* e b*. O eixo L* representa a
luminosidade podendo variar de preto (0) a branco (100), o eixo a* varia de vermelho (+60) a verde (-60) e o eixo b*
varia de amarelo (+60) a azul (-60). Para cada amostra foram efetuadas 12 determinag@es.

Para uniformizar as condi¢Bes de teste as polpas foram colocadas em caixas de Petri com 8 ¢cm de didmetro e
aproximadamente 5 mm de espessura. A partir dos parametros de cor L*, a* e b* foi possivel calcular a tonalidade

da cor (°h), a cromaticidade (C*) e a diferenca total de cor (DTC) através das seguintes expressdes matematicas:

°h= arctg{b%*) (Eq. 1)

°h = [arctg (b*/a*)] / 6,2832 x 360 sea*>0; b*>0 (Eq. 2)
°h =180 + [arctg (b*/a*)] / 6,2832x 360, se a<0 (Eq. 3)
°h = 360 + [arctg (b*/a*)] / 6,2832 x 360, se a>0 e b<0 (Eq. 4)
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C* =+/a*? +h*? (Eq. 5)

DTC=vAL* +Aa*’ +Ab*? (Eq. 6)
Sendo que:
ALY =L*-L* Aa*=a*-a* Ab* =b*-b*,

L* = amostra fresca (sem tratamento)

A diferenca total de cor é classificada de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 - Critérios de classificacéo da diferenca total de cor (DTC), adaptado de Drlange (1994).

DTC Critérios de classificacdo de cor
0,0-0,2 Diferenca impercetivel
02-05 Diferen¢a muito pequena
05-15 Diferenca pequena
15-3,0 Diferenca distinta
3,0-6,0 Diferenga muito distinta

6,0-12,0 Diferenca grande
>12,0 Diferenca muito grande

5.2.1.2 Teor de solidos soluveis (TSS)

O procedimento foi realizado de acordo com a norma portuguesa NP EN 12 143 (1999). O teor de solidos sollveis
(TSS) foi determinado em triplicado através do refratdmetro (Pocket Refractometer PAL-1 Atago), ap6s as amostras
serem filtradas com o auxilio de um filtro de pano, rejeitando as primeiras gotas. O resultado foi expresso em °Brix,
correspondendo a percentagem de sélidos soltveis por 100 g de produto.

5213 pH

A determinacdo do pH foi realizada de acordo com a norma portuguesa NP EN 1132 (1996) utilizando o
potenciémetro (PHM82 STANDARD pH METER), previamente calibrado a 20 °C, com soluces tampéo de pH=4 e

pH=7.Realizaram-se 3 determina¢des para cada amostra.

5.2.1.4 Preparacdo do extrato para a determinacdo dos compostos fendlicos e da atividade
antioxidante

A preparacdo do extrato para determinagdo dos compostos fendlicos e da atividade antioxidante foi efetuada na

proporcdo de 1:4 (m:v) de amostra e metanol (100%) seguida de homogeneizacdo (IKA LABORTECHNIK T25

basic) a 8000 rpm x 1 min. A extracdo compreendeu um periodo de espera do homogeneizado de 24h a 4 °C. Para

obtencéo do extrato seguiu-se uma centrifuga¢do em HERMLE LABORTECHNIK Z 383K a 8000 rpm x g durante 20

min (4 °C) e armazenou-se 0 sobrenadante a 4 °C, ao abrigo da luz, até ao momento da andlise.
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52141  Compostos fendlicos

A determinagdo de compostos fendlicos totais foi baseada na reagdo colorimétrica promovida pelo reagente Folin-
Ciocalteu de acordo com (Swain & Hillis, 1959). Para o doseamento efetuou-se a mistura, em tubos de 5 ml, de
2400 pL de agua nanopura com 150 uL de extrato fendlico e 150 L de reagente Folin (0.25 N). Agitou-se a mistura
e ao final de 3 minutos adicionou-se 300 L de 1 N carbonato de s6dio, agitou-se novamente e esperou-se 2 horas
no escuro e a temperatura ambiente. Efetuaram-se as leituras espetrofotométricas a A = 725 nm. Os calculos
basearam-se na interpolacéo dos valores de absorvancia na curva de calibragdo de &cido clorogénico expressando
os resultados em mg Equivalentes de &cido clorogénico por 100 g de produto fresco (mg EAC.100g-1).

Acido clorogénico: [Acido clorogénico] = 0,275 x Abs — 0,006 (R2=0,9968) (Eq. 7)

52142  Capacidade antioxidante

A determinagdo da capacidade antioxidante baseou-se no método DPPH (Brand-Williams, et al., 1995). Este baseia-
se na captura do radical DPPH por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorvancia a 517 nm. Uma
aliquota de 150 L de extrato (obtido no ponto 5.2.1.4) foi adicionada a 2850 L da solugdo diaria de DPPH (6,76 x
10° M). A mistura permaneceu no escuro a temperatura ambiente durante 40 minutos. Findo este tempo, efetuaram-
se as leituras no espectrofotdmetro UNICAM UV/VIS Spectrometer a A = 517 nm. Foi realizada uma curva de
calibracdo como padrdo o Trolox nas concentragBes de 75-1000 uM. Os resultados foram expressos em pmol

Trolox equivalente. 100 g de produto. No total foram realizadas 3 extracdes por amostra.

5.2.1.5 Humidade

A determinacéo da humidade foi realizada de acordo com a NP-784 (1970). A humidade é a perda de massa sofrida
pela amostra, seca a 100-105 °C até massa constante. Os resultados devem ser expressos em percentagem.
Foram realizadas 2 repeticdes por amostra.

5.2.1.6 Acido ascorbico
A determinacéo do teor de acido ascorbico foi realizada por titulacdo segundo a NP 3030 (1985). Efetuaram-se 3
determinacgles para a cada amostra.

5.2.1.7 Separagéo de fases
A separagdo de fases foi realizada com base numa analise visual em termos qualitativos apos a amostra (+ 50g)
repousar num copo de precipitacdo durante um periodo de aproximadamente 3 horas.

5.2.2  Determinacdes bioquimicas

5.2.2.1 Anélise qualitativa da atividade enzimatica da peroxidase (POD)

A determinagdo qualitativa da peroxidase (POD) baseou-se no facto desta enzima decompor o peroxido de
hidrogénio em presenca de substrato organico na forma reduzida, tendo como produto a H.O e substrato oxidado,
adaptado de Doerge, et al. (1997). O guaiacol € um dos substratos incolor na forma reduzida que por oxidagéo
forma um composto corado. A pesquisa da peroxidase realizou-se colocando pequenos pedacos do vegetal
branqueado num copo onde se adicionou 5 mL de agua, 1 mL de guaiacol a 1% e 1 mL de peroxido de hidrogénio.

Agitou-se a mistura e deixou-se repousar durante 2 minutos. De seguida agita-se novamente e observa-se a cor
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desenvolvida. Os resultados foram expressos de acordo com a denominacdo apresentada na Tabela 2, tendo em

conta o aparecimento ou ndo da coloragdo castanho avermelhada nas amostras.

Tabela 2 - Resultado/Interpretacdo da coloragdo ou ndo das amostras.

Observacéo Resultado/Interpretacao
Coloracéo castanho-avermelhada Reacdo positiva/Peroxidase ativa
Manchas espalhadas de castanho claro Reacdo levemente positiva/Branqueamento satisfatorio
Auséncia da coloracdo castanho-avermelhada Reacdo negativa/ Peroxidase inativa

5.2.2.2 Anélise quantitativa da enzima polifenoloxidase (PPO)

A extracdo da enzima consistiu na mistura de 1:3 (m:v) utilizando 5 g de amostra e 15 mL de tamp&o fosfato (0,1 M,
pH 6,5), 5% PVPP (polivinilpirrolidona) e uma gota de Triton-X, homogeneizando por 3 vezes em separado apos a
adicdo de tampdo, PVPP e Triton-X. A homogeneizacdo desta mistura foi realizada no IKA LABORTECHNIK T25
basic a velocidade de 8000 rpm durante aproximadamente 30 segundos. Ap6s centrifugagdo em HERMLE
LABORTECHNIK Z 383K do homogeneizado a velocidade de 8000 rpm a 4 °C durante 20 minutos, obteve-se o
sobrenadante (extrato enzimatico) guardando-se de seguida a temperatura de 4 °C até ao momento do doseamento
da atividade enzimética.

O doseamento da atividade enzimatica da PPO foi efetuada apds a mistura de substrato catecol (pH 6.5, 110 mM):
tampdo fosfato de sodio (pH 6.5, 0,1 M): extrato nas proporcbes de 2.5: 0,425: 0,075 e 2.5: 0,4: 0,1 no
espectrofotémetro UNICAM UV/VIS Spectrometer a A = 420 nm durante 30 segundos.

A atividade da enzima foi calculada a partir da porgdo linear da curva (DO420 nm/min) devido a oxidacédo do
substrato. Definiu-se 1 unidade (U) como a variacdo de 0,001 unidades de absorvancia a 420 nm por um minuto por
mililitro, nas condi¢Bes de ensaio, exprimindo os resultados em U.100g. Efetuaram-se 3 determinagBes para cada

amostra (Galvis-Sanchez, et al., 2003).

5.2.3  Determinagdes microbioldgicas

5.2.3.1 Mesofilos totais

A contagem de microrganismos aerdbios a 30 °C foi realizada segundo a Norma EN ISO 4833 (2003). Esta
determinagdo baseia-se no principio de que cada célula bacteriana presente numa amostra a analisar origina uma
colonia individualizada e visivel, ap6s inoculacéo por incorporagdo e incubacdo a uma temperatura de 30 °C durante
72 horas em meio de cultura Plate Count Agar (PCA). Utilizou-se solugdo de ringer para realizar as dilui¢Bes.

Efetuaram-se 2 inoculagBes para cada amostra.

5.2.3.2 Bolores e leveduras

Os holores e leveduras foram determinados de acordo com a NP 3277-1 (1987) de forma qualitativa e quantitativa.
Em ambos os casos utilizou-se 0 meio GYP (Glucose, Yeast e Peptone) no qual se inoculou 100 uL de amostra por
espalhamento. As placas sofrem incubac¢do numa estufa a 25 °C durante 48 horas, tempo ao fim do qual se efetuou
a contagem do ndmero de colénias desenvolvidas para a determinagdo quantitativa, enquanto na determinacéo
qualitativa apenas se observou o eventual crescimento (positivo). Utilizou-se solugdo de ringer para realizar as
diluicbes. Efetuaram-se 2 determinacOes para cada amostra.
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524  Determinacdes reoldgicas

A viscosidade aparente das diferentes polpas (3 - 5 °C) foi determinada no viscosimetro MODEL LDVDI+
VISCOSIMETRO utilizando o “spindle” 3. Foram realizadas 1 determinacfes por amostra, utilizando 10 velocidades
por amostra, iniciando-se com velocidades menores de 0,3 rpm e foi-se aumentando até a velocidade maxima de
100 rpm, adaptado de Oliveira et al. (2005). A consisténcia e o indice de escoamento foram calculados através da

lei de poténcia:

log n = log K + (n— l)logj/ Eq. 8

525  Anélise sensorial

A analise sensorial foi realizada no Departamento de Agro-indUstrias e Agronomia Tropical do Instituto Superior de
Agronomia (ISA) numa sala de provas com 6 cabines individuais. Nas diversas sessdes participaram
aproximadamente 10 consumidores com idades compreendidas entre 0s 19 e 0s 70 anos, aos quais foi pedido para
classificarem os diferentes atributos das polpas com base na ficha de prova apresentada no ANEXO I. As provas
foram realizadas num ambiente calmo, silencioso e isento de odores estranhos e com ilumina¢do adequada de
acordo com a NP 4258 (1993).

5.2.6  Tratamento estatistico dos resultados

O tratamento estatistico e graficos foram elaborados nos programas Microsoft Excel 2010 e Statistica versao 8.0.
Para avaliar os resultados laboratoriais obtidos para cada um dos parametros foi usada estatistica descritiva,
através da determinacdo da média, desvio padrdo, erro e intervalo de confianca da média a 95%, por amostra. Para
monitorizar 0s pardmetros analisados e a evolucio das propriedades das amostras ao longo do tempo de
armazenamento, foram efetuadas andlises de variancia a um fator (Teste de Tukey HSD para comparacédo de
médias) e analise multivariada de componentes principais e de Cluster.

A representacdo grafica das variaveis que contribuem para a explicacdo das componentes principais e as
coordenadas das amostras no plano formado pelas componentes principais (proje¢do das amostras no plano
principal), permite reconhecer as correlagdes existentes entre variaveis originais e estabelecer grupos de amostras

com comportamento semelhante, através de uma simples observagao.
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6 Caracterizagdo das matérias-primas
A parte experimental do presente trabalho iniciou-se pela caracterizacdo das matérias-primas com o objetivo de

prever a sua influéncia no produto final, em termos de caracteristicas sensoriais, funcionais e de estabilidade.

6.1 Resultados e discusséo
6.1.1 Cor

Os parametros de cor relativos as matérias-primas utilizadas na formulacéo das polpas encontram-se representados

na Figura 6.
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Figura 6 - Parametros de cor das matérias-primas; L* (A), a* (B), b* (C) e tonalidade (D). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a 0.95.

As matérias-primas, de uma maneira geral, apresentam diferencas significativas (p <0.05) para todos os parametros

de cor, ndo sendo essa comparagao decisiva para o desenvolvimento do trabalho.
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6.1.2

Os resultados do teor de solidos sollveis (TSS, ° Brix) e do pH encontram-se na Tabela 3. Relativamente aos

Teor de sélidos solaveis (TSS) e pH

valores de pH verifica-se que todas as matérias-primas apresentam diferencas significativas (p <0.05), sendo o kiwi
e a abobora fresca as matérias-primas mais acida e mais basica, respetivamente. O ananads e o kiwi ndo
apresentam diferencas significativas (p>0.05) no teor de solidos sollveis, sendo de constatar que a banana e a

abdbora fresca apresentam a maior € menor quantidade, respetivamente.

Tabela 3 - Tabela de valores de pH e teor de solidos sollveis (° Brix) das matérias-primas.

Amostra pH TSS (° Brix)
Abdbora fresca | 6,359+ 0,01| 7,030+ 0,25
Couve fresca 5,86+ 0,01 | 9,60¢+0,10
Ananas 3,49¢+ 0,01 | 13,402 + 0,26
Maca Fuji 4,281+ 0,02 | 14,232 £ 0,15
Maca Granny Smith | 3,350+ 0,01 | 11,504 + 0,10
Kiwi 3,202 £ 0,02 | 13,432 + 0,06
Banana 4,82¢ +£0,01| 22,037+ 0,15

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p <0.05).

6.1.3  Compostos fendlicos

Na Figura 7 pode observar-se o teor de compostos fendlicos totais das matérias-primas com diferencas
significativas em todas (p <0.05) exceto 0 ananas e a macd Granny Smith. As matérias-primas que apresentam o

maior e 0 menor teor de compostos fendlicos sdo a couve e a abdbora, respetivamente.
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Figura 7 - Teor de compostos fendlicos totais (mg EAC.100 g1) presentes nas matérias-primas. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianga a 0.95.

24



6.1.4  Capacidade Antioxidante

Na Figura 8 encontra-se representada a capacidade antioxidante das matérias-primas, na qual se observa que a
banana possui menor e a couve fresca maior poder antioxidante. Comparando as diferentes amostras verifica-se
que as matérias-primas que apresentam valores mais elevados de capacidade antioxidante sdo a couve fresca, 0

ananas e o kiwi, ndo apresentando diferencas entre si (p>0.05).
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Figura 8 — Capacidade antioxidante (umol Trolox.100 g?) nas matérias-primas. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a 0.95.

6.1.5 Humidade

Como previsivel, as matérias-primas apresentam teores de humidade elevados com diferencas significativas entre si

(p <0.05), com excec¢do da maca Fuiji e do ananas (p>0.05), como se observa na Tabela 4. O fruto com maior e
menor teor de humidade s&o a abdbora e a banana, respetivamente.

Tabela 4 - Teor de humidade (%) das matérias-primas.

Amostra Teor de Humidade (%)
Maca Fuji 86,422 + 0,04
Maca Granny Smith 84,304 £ 0,02
Ananéas 86,172+ 0,11
Couve 87,208 £ 0,20
Abobora 92,841+ 0,00
Banana 77,612 + 0,02
Kiwi 81,98 + 0,39

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p <0,05).

6.1.6  Balanco intercalar

Através da caracterizacdo das matérias-primas foi possivel verificar as particularidades de cada uma e assim
poder prever as alteragdes no produto final tendo em conta a proporcdo de cada hortofruticola. Durante a
preparacao das matérias-primas observou-se a rapida oxidacao, em especial na mag4, conduzindo a alteragdo em
termos de cor nestes produtos.

Hipotese: Realizar pré-tratamentos térmicos nos horticolas e na macd com o objetivo de reduzir a atividade

enzimatica, contribuindo para a preservagéo da cor da polpa e ainda a reducéo da carga microbiana.
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7  Estabelecimento de pré-tratamentos térmicos de inativacdo enzimatica

A aplicacdo de pré-tratamentos térmicos nos produtos hortofruticolas tem como principais objetivos a reducéo da
carga microbiana inicial, o controlo da atividade enzimatica e ainda melhorar a aceitacdo por parte do consumidor
nalguns casos. No que respeita ao Gltimo ponto do presente trabalho pretende-se eliminar o cheiro caracteristico da
couve crua e reduzir a fibrosidade da couve e da abdbora de forma a evitar a rejeicéo por parte do consumidor.

Os bindmios tempo / temperatura dos pré-tratamentos realizados no presente estudo foram ajustados para cada
caso. Para tal procedeu-se a preparacdo dos produtos hortofruticolas, variando a forma e dimenséo conforme se
observa na Figura 9: couve, tiras de largura 0,5 cm; abobora, paralelepipedos com ca de 3 x 3 x 1 cm (Gongalves et
al., 2007) e no caso da magca fatias com ca de 0,8 cm. Foram testados tratamentos por imersdo em agua e por
vapor. Os hindmios testados foram: no caso da maga Fuji T= 100 °C, t= 0, 0,5 e 1,5 minutos, no caso da maga
Granny Smith T= 100 °C, t= 0; 0,5; 1; 1,5 e 2 minutos, no caso da couve T= 100 °C, t= 0; 0,5; 3 e 5 minutos e no
caso da ahobora T=90 °C, t=0; 6 e 8 minutos.

Apds os tratamentos térmicos, procedeu-se ao arrefecimento rapido num banho de agua e gelo durante 5 minutos e

0 excesso de agua foi removido com papel absorvente.

(A) ®) ()

Figura 9- Representacdo das formas utilizadas para a aplicacdo dos pré-tratamentos térmicos: (A) couve, (B)
abdbora e (C) maga.

A eficiéncia do tratamento consistiu na avaliacdo qualitativa da inativacdo da peroxidase (5.2.2.1) e na avaliagao da
componente bioativa através do teor de fendlicos totais e da capacidade antioxidante visto que o objetivo principal
deste trabalho é a obtencéo de uma polpa de hortofruticola com elevada componente hioativa.

7.1 Resultados e discussao
7.1.1  Teste da peroxidase

Com a avaliagdo do teste da peroxidase pretendeu-se selecionar os binémios de temperatura/tempo dos pré-

tratamentos aplicados as matérias-primas que resultaram na inativagao enzimatica dos hortofruticolas.

7.1.11 Macé
Os pré-tratamentos térmicos aplicados a macéa (Fuji e Granny Smith) foram realizados em agua a 100 °C e em
vapor de agua por diferentes periodos de tratamento. Findo o tempo de tratamento térmico procedeu-se ao teste da

peroxidase e registaram-se as altera¢Bes como se observam nas Figuras 10 e 11.
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Tempo de tratamento (min)
Tratamento 0 05 1 15
Agua
Reagdo positiva Reagdo negativa Reagdo levemente
positiva
Vapor
Reagdo positiva Reagdo positiva Reagzzéﬁ\i/\gnente Reagdo positiva

Figura 10 - Resultados do teste da peroxidase em maca Fuji submetida a diferentes pré-tratamentos térmicos.

Relativamente a variedade Fuji verificou-se que o tempo de tratamento necessario para inativar a enzima
peroxidase € de 1 minuto, independentemente do tipo de tratamento realizado (em agua ou vapor).

Tempo de tratamento (min)
Tratamento
0 0,5 1 2

Agua

ReacZo positiva Reacdo levemente | Reacdo negativa
__positiva

Vapor

Reagdo positiva | Reacdopositiva | Reagdo positiva Reagi%;i\i/\gnente Reag#o negativa

Figura 11 - Resultados do teste da peroxidase em macd Granny Smith submetida a diferentes pré-tratamentos
térmicos.

Em relagdo a variedade de macéd Granny Smith, e independentemente do tipo de tratamento (em agua ou vapor)

apos 1,5 minutos foi possivel constatar a inativagdo da enzima peroxidase.

27




7.1.1.2 Couve

No caso da couve os tratamentos térmicos foram mais intensos com o objetivo de eliminar o cheiro a couve fresca e

consequente inativacdo enzimatica, para tal aplicaram-se tratamentos com agua e vapor durante diferentes tempos,

como se observa na Figura 12.
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Figura 12 - Resultados do teste da peroxidase em couve portuguesa submetida a diferentes pré-tratamentos

térmicos.

Neste caso, a resposta que determinou a selecdo do hindmio tempo/temperatura de tratamento foi o cheiro.

Verificou-se que apenas 0s tratamentos com duracéo de 5 minutos conduziram a reducéo do cheiro desagradavel e

caracteristico da couve fresca, independentemente da forma como a folha de couve foi sujeita ao mesmo. A folha de

couve cortada facilita a atuacdo das mirosinases e consequente hidrélise dos glucosinolatos ao contrario da folha
inteira (Pereira et al., 2002; Halkier & Gershonzen, 2006).

7.1.1.3 Abodbora

A abdbora é um horticola que apresenta elevada fibrosidade e alguma atividade enzimatica. Para minimizar a

influéncia no produto final, aplicaram-se pré-tratamentos térmicos utilizando agua a temperatura de 90 °C durante 6

e 8 minutos (Gongalves et al., 2007).

Pela analise da Figura 13 é possivel verificar que a inativacdo enzimatica foi conseguida apenas com os 6 minutos

de tratamento. Este tempo conduziu igualmente a uma diminui¢o da fibrosidade.
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Tempo de tratamento (min)

Tratamentos 0
Agua
Reagdo positiva Reagdo Igyemente Reagdo Igyemente
positiva positiva

Figura 13 - Resultados do teste da peroxidase em abobora submetida a diferentes pré-tratamentos térmicos.

7.1.2  Compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos totais das matérias-primas em fresco e tratadas observa-se na Figura 14. Apés o pré-
tratamento térmico verifica-se um aumento significativo (p<0.05) nas variedades de macé estudadas nomeadamente
apds imersdo em agua da macd Fuji. O teor de compostos fendlicos totais da variedade Granny Smith ndo
apresentou diferencas significativas (p >0.05) independentemente dos pré-tratamentos aplicados. Na abobora
tratada observou-se uma reducdo ndo significativa (p>0.05) do teor de compostos fendlicos totais em cerca de
7,64% em relacdo a matéria-prima em fresco. No caso da couve houve uma reducao significativa (p<0.05) apds o
tratamento de aproximadamente 73,37%, independentemente do tratamento aplicado.
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Figura 14 - Compostos fendlicos totais (mg EAC.100 g1) nas matérias-primas frescas e ap6s 0s pré-tratamentos.
Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianga a 0.95.

7.1.3  Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante dos produtos hortofruticolas quando séo sujeitos ao tratamento em agua ndo € alterada
significativamente (p>0.05) embora se verifique um ligeiro aumento (Figura 15). A couve suijeita a tratamento com
vapor apresenta um aumento da capacidade antioxidante de forma significativa (p <0.05). A capacidade antioxidante
da macé Fuji quando tratada em agua aumenta de forma significativa (p <0.05) comparativamente a maca Fuji em
fresco ou tratada com vapor.
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Figura 15 - Capacidade antioxidante (umol Trolox.100 g1) nas matérias-primas frescas e apds o0s pré-tratamentos.
Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianga a 0.95.

7.1.4  Balanco intercalar

Com a aplicacdo de pré-tratamentos no caso das matérias-primas que apresentavam algumas limitacbes para a
utilizacdo em natureza, verificou-se tal como pretendido, inativagdo enzimatica e algumas alteracdes na
componente bioativa. A capacidade antioxidante de todos os produtos hortofruticolas avaliados aumentou ou
manteve-se com 0s pré-tratamentos térmicos aplicados, enquanto que o teor de compostos fendlicos totais na
couve sofreu uma reducdo de cerca de 73,37% em ambos os pré-tratamentos térmicos. No caso da maga
verificou-se que com a aplicacdo do pré-tratamento térmico em agua registou-se um aumento do teor de

compostos fendlicos bem como a manutencéo da capacidade antioxidante.
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8 Desenvolvimento de formulacGes
A selecdo da formulacéo da polpa de hortofruticola com elevada hioatividade compreendeu diversas fases como se

ilustra na Figura 16.

Polpa base
Maca e Ananas

~
Fase |: Aumento da Adicéo de couve portuguesa
componente bioativa e do e de abobora
valor de pH
e |
il N
Fase ll: Aumento da Adiczo de Banana
componente aromatica
- v
a '
Fase lll: Estabilizagao pH Adiczo de kiwi
. »_
{ N
Fase IV: Formulagéo final Proporgdes dos frutos e
horticolas
. .

Figura 16- Processo de desenvolvimento da polpa.

O desenvolvimento da polpa iniciou-se com a adigdo de couve portuguesa numa base de fruta constituida por maca
e ananas. Esta polpa apresentou um valor de pH relativamente baixo conduzindo a dificuldades na manutengéo da
cor verde. Com o objetivo de solucionar este problema, isto é, estabilizar o pigmento de cor verde, clorofilas, optou-
se por introduzir um horticola com valor de pH mais elevado como €é o caso da abobora. Com esta medida obteve-
se uma polpa com um pH mais elevado em que as propor¢des de hortofruticola sdo: 41 % de macd, 31 % de
ananas, 8 % de couve e 20 % de abobora. Apos acerto das proporgdes de frutos e horticolas na mistura chegou-se
a conclusao de que a polpa obtida era pouco aromatica, apresentando ainda dificuldades na manutencgéo da cor. No
sentido de melhorar as caracteristicas sensoriais desta introduziu-se a banana obtendo-se a formulacéo final de
41% de macd, 31% de ananas, 8% de couve, 10% de abobora e 10% de banana. Esta polpa obteve um aroma
agradavel, bastante frutado, mas continuou a apresentar instabilidade de cor. A hipétese avaliada para a obtencéo
da estabilizacdo da cor e do aumento do aroma frutado bem como da capacidade antioxidante foi a introdugéo do
kiwi, fruto naturalmente acido, com cor verde. Neste caso a polpa foi processada utilizando 36% de maca, 26% de
ananas, 8% de couve, 10% de abdbora, 10% de banana e 10% kiwi. Foi ainda avaliado o efeito de duas variedades
de macd, Fuji & Granny Smith na manuteng&o da cor e da componente bioativa da polpa final.

A preparacao da polpa iniciou-se com os pré-tratamentos térmicos realizados a couve e abdbora conforme descrito
anteriormente.

O processamento da polpa final foi realizado em ambiente refrigerado, em por¢des de 500 gramas, segundo o
processo de fabrico apresentado na Figura 17. Inicialmente, os frutos foram descascados, cortados e triturados no
equipamento Vorwerk durante 45 segundos a 9180 rpm obtendo a polpa apresentada na Figura 18. Posteriormente
a polpa foi embalada, removendo o maximo de oxigénio possivel, tratada termicamente (TT) ou ndo (ST), e

posteriormente arrefecida até a temperatura de armazenamento.
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Armazenamento: Refrigeracdo (T =~ 5°C) e Congelagao (T = -18 °C) |

Figura 17 - Diagrama de processamento da polpa.

Figura 18 - Polpa ap0s triturago.

As diferentes amostras foram analisadas sob o ponto de vista sensorial para os par@metros de cor, pH, TSS,

compostos fendlicos e atividade antioxidante.

8.1 Resultados e discussdo

Na otimizacdo da formulagdo foram combinadas diferentes matérias-primas em proporgdes tais que conduziram a
diferentes polpas, como foi descrito anteriormente no ponto 8 (Desenvolvimento de formulagBes). De entre as
diferentes formulac@es avaliadas definiram-se parametros como a andlise sensorial, cor, pH, TSS, compostos
fenolicos e atividade antioxidante com o objetivo de selecionar a formulacdo que melhor se enquadra nas

preferéncias dos consumidores, mantendo-se estavel e com propriedades benéficas para a saude.
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8.1.1  Andlise Sensorial

Os resultados da analise sensorial para as polpas com macd Fuji e Granny Smith e os horticolas pré-tratados
termicamente, observam-se nas Figuras 19 e 20.

Fuji 1
—&—Fuji 2
Gosto: Acidez =#=Fuji 3

Textura: fibrosidade Gosto: Doce

Gosto: estranho

Figura 19 - Representacdo grafica dos resultados da analise sensorial de polpas com macé da variedade Fuiji: Fuiji 1
(Ma1A31CouvsAbzo), Fuji 2 (Ma1AzCouvsAbioBanio) e Fuiji 3 (MasA2sCouvsAbioBanioKiwio).

Através da analise verifica-se que as trés formulacBes de polpas testadas foram bem pontuadas por parte dos
consumidores, visto ndo terem manifestado opinides muito diferentes em relacdo as amostras analisadas. Pelo
tratamento estatistico dos resultados, apenas foram encontradas diferengas significativas (p <0.05) no atributo
aroma: frutado entre as polpas Fuji 1 (MaAsCouvsAbz) e Fuji 3 (MssA2sCouveAbioBanioKiwiw). A polpa Fuji 2
(Ma1A31CouvsAbioBanio) em termos de aroma frutado ndo apresenta diferencas significativas (p >0.05) em relacdo
as restantes embora seja a formulagdo com maior apreciacdo global e intencédo de compra.

No sentido de observar a influéncia na preservacéo da cor e o efeito na atividade antioxidante das polpas foi testada
a variedade de maca Granny Smith.

Intencéo de
compra 4,0

Yim

4h

Apreciag&o global

; . A Granny Smith 1

0
(‘ == Granny Smith 2

Textra ‘\ ' Gosto: Acidez i
homogeneidade /’-— /4 : === Granny Smith 3
\
Textura: )
fibrosidade Gosto: Doce

Gosto: estranho

Figura 20 - Representacdo grafica dos resultados da analise sensorial de polpas com maga da variedade Granny
Smith: Granny Smith 1 (Mas1As1CouveAbzo), Granny Smith 2 (MaAuCouveAbioBanig) e Granny Smith 3
(M3sA2sCouvsAbioBanioKiwiio).

Através da observacdo da Figura 20 verifica-se que o painel de provadores pontuou bem o produto, ndo se
verificando diferencas significativas em nenhum dos atributos (p>0.05). A formulagdo com maior aceitabilidade ao
nivel da apreciacdo global e intencdo de compra foi a Granny Smith 2 (MsAsCouvsAbioBani). O painel de
provadores considerou a formulagdo Granny Smith 1 e 3 as mais &cidas e a Fuji 1 e 2 as menos &cidas, resultado

que se encontra em conformidade com os valores de pH obtidos pelo método analitico. A polpa que o painel de
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consumidores considerou mais doce foi a Fuiji 2, seguida da Granny Smith 2. Esta diferenca pode ser explicada pela

acidez da variedade da maca Granny Smith que mascarou o sabor doce da polpa.

812 Cor

A cor das formulacbes das diferentes polpas foi avaliada instrumentalmente nos dias 0 e 1, encontrando-se
representada na Figura 21, em que a polpa Fuji 2 (MaAuCouvsAbioBano) e Granny Smith 2
(Ma1Az1CouvsAbioBanio) possuem uma cor mais clara no dia 0, pois apresentam um pardmetro de cor L* mais
elevado e significativamente diferentes entre si (p <0.05). A polpa Fuiji 2 (Ms1As1CouvsAbioBanio) apresenta um valor
relativamente inferior e significativamente diferente (p<0.05) do pardmetro de cor a* quando comparada com as
restantes polpas, indicando uma colora¢do mais verde que as restantes polpas.

(A) (B)

48 Y

16

44

42

40

Parametro de cor L*
Parametro de cor a*
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38 12

36 14

-16
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Tempo de Armazenamento (dias) Tempo de Armazenamento (dias)
@Fuji 1 @ Fuji 2 = FUji 3 = Granny Smith 1 1 Granny Smith 2 = Granny Smith 3 Fuji 1 Fuji 2 Fuji 3 [ Granny Smith 1 [[{]] Granny Snith 2 Granny
Smith 3

35

34
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31
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Parametro de cor b*

27
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25

24

23

0 1
Tempo de Amazenamento (dias)

Fuji 1 Fuji 2 Fuji 3 % Granny Smith 1[[]] Granny Smith 2 Granny Smith
3

Figura 21 - Parmetro de cor das polpas (A) L*, (B) a* e (C) b* Fuji 1 (MaAauCouvsAb), Fuji 2
(Ma1A31CouvsAbioBanio), Fuji 3 (MssA26CouvsAbioBanioKiwi), Granny Smith 1 (MaAsCouvsAbzo), Granny Smith 2
(Ma1A31CouvsAbioBani) e Granny Smith 3 (MssA2CouvsAbioBanioKiwiiw). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianga a 0.95.

As formulagdes Fuji 1 (Ma1AsCouvsAbzo) e Fuji 2 (MaAsCouvsAbioBanio) caracterizam-se por possuirem uma
pigmentacdo verde e significativamente diferente (p <0.05) entre si e das restantes. Quanto ao parametro de cor b*
verifica-se que houve uma diminuicdo ao comparar os valores do dia 1 com os obtidos no dia 0, em todas as

formulacdes. Relativamente a diferenca total de cor todas as amostras sofrem uma alteragdo de cor designada de
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“diferenca grande” (9,97 e 11,77) ou “muito grande” (12,75) ap6s um dia de armazenamento a temperatura de
aproximadamente 5 °C.
O aspeto visual das diferentes formulagdes no dia 0 e no dia 1 encontra-se representado na Figura 22, na qual é

evidente as alteracOes de cor sofridas pelas diferentes formulacges.

Polpa | Fujil Fuji 2 Fuji 3
Dia0
Dial
Granny Smith 1 Granny Smith 2 Granny Smith 3
Dia0
Dial

Figura 22 - Representagdo fotografica das polpas nos dias 0 e 1. Fuji 1 (MaAnCouvsAbz), Fuji 2
(Ma1A31CouvsAbioBanio), Fuji 3 (MssA2sCouveAbioBanioKiwiio), Granny Smith 1 (Ma1As1CouveAbzo), Granny Smith 2
(Ma1A31CouvsAbioBanie) e Granny Smith 3 (MasA2sCouveAbioBanioKiwizo).

8.1.3  Teor de solidos solaveis (TSS) e pH

Os valores de pH e TSS das formulagBes encontram-se na Tabela 5, na qual se observa que a amostra Fuji 1
(Ma1A31CouvsAbzo) apresenta um valor de pH mais elevado e um TSS menor enquanto que a Granny Smith 1
(Ms1A31CouvsAbzo) apresenta um valor de pH inferior e a Granny Smith 2 (M41As1CouvsAbioBanio) um valor de TSS
superior. Quanto aos valores de pH as amostras Fuji 1 (Ma1As1CouvsAbzo) e Fuji 2 (Ma1As1CouvsAbioBanio) ndo séo
significativamente diferentes (p>0.05), mas relativamente aos valores de TSS verifica-se diferengas significativas em

todas as formulagdes (p <0.05).
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Tabela 5 - Tabela de valores de pH e teor de solidos sollveis (TSS, ° Brix) das polpas: Fuji 1 (M4A3CouvsAbzo),
Fuji 2 (Ma1As1CouvsAbioBanio), Fuji 3 (MssA2CouvsAbioBanioKiwiiw), Granny Smith 1 (Ma1AsiCouvsAbzo), Granny
Smith 2 (Ma1AzCouveAbioBanio) € Granny Smith 3 (MssA2sCouvsAbioBanioKiwizo).

Amostra pH TSS (° Brix)
Fuji 1 4,140 + 0,01 10,630 + 0,06
Fuji 2 4,130+ 0,01 12,77e £ 0,06
Fuji 3 3,964 £ 0,01 12,534 + 0,06

Granny Smith 1 3,752+ 0,01 11,37+ 0,06

Granny Smith 2 3,84c 0,01 13,072 £ 0,06

Granny Smith 3 3,772+ 0,01 12,972+ 0,06
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p <0,05).

8.1.4  Compostos fendlicos

Na Figura 23 encontra-se representado o teor de compostos fenolicos totais das diferentes formulagdes, em que se
observa que as formulagdes Fuji 1 (Ma1As1CouvsAbzo) € Granny Smith 1 (MaiAs1CouvsAbzo) apresentam menor e
maior proporcdo de compostos fendlicos, respetivamente. As amostras Fuji 1 (MaiAsiCouveAbzo) e Fuji 2
(Ma1A31CouvsAbioBanio) ndo apresentam diferencas significativas entre si (p>0.05), assim como as formulagfes
Granny Smith 2 (M1A31CouvsAbioBanio) e Granny Smith 3 (MssA2sCouvsAbioBanioKiwiio).
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Fuji 3 Granny Smith 2
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=
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2 Teg]

N
o

Amostra
Figura 23 - Compostos fendlicos (mg EAC.100 g?) totais presentes nas polpas: Fuji 1 (Ms1AsCouvsAbzo), Fuji 2
(Ma1A31CouvsAbioBanio), Fuji 3 (MssA2sCouvsAbioBanioKiwiio), Granny Smith 1 (Ma1AsiCouvsAbzo), Granny Smith 2

(Ma1Az1CouvsAbioBanio) e Granny Smith 3 (MssACouvsAbioBanioKiwiiw). Letras diferentes indicam diferengas
significativas (p<0.05).
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8.1.5 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante das polpas encontra-se representada na Figura 24, na qual se observa que a amostra
Fuji 1 (Ma1A31CouvsAbzo) possui menor capacidade antioxidante enquanto a Granny Smith 1 (MaAsCouvsAbzo) é a
amostra que apresenta o valor mais elevado. As 3 formulagdes a base da variedade de maga Fuji ndo apresentam
diferencas significativas (p>0.05) entre si. O mesmo resultado obteve-se relativamente as formulagdes a base da
variedade Granny Smith 2 (Ma1As1CouvsAbioBanio) e 3 (MzsA2CouvsAbioBanioKiwiio)

500 / / c
450
400

350 a, b

R

Fuji1 Fuji 3 Granny Smith 2
Fuji 2 Granny Smith 1 Granny Smith 3

300

Capacidade antioxidante (umol Trolox. 100 g)

250

200

Amostra

Figura 24 - Capacidade antioxidante (umol Trolox.100 g?) nas polpas: Fuji 1 (MaAsCouvsAbzo), Fuji 2
(Ma1A31CouvsAbioBanio), Fuji 3 (MssA2sCouvsAbioBanioKiwiw), Granny Smith 1 (Ma1As1CouvsAbzo), Granny Smith 2
(Ma1A31CouvsAbioBanio) e Granny Smith 3 (MssA2sCouvsAbioBanioKiwiw). Letras diferentes indicam diferengas
significativas (p<0.05)

8.1.6  Balanco intercalar

Através dos resultados obtidos concluiu-se que os provadores preferiram a formulagdo MaiAsCouvsAbioBanio
independentemente da variedade de magd utilizada. Um dos principais problemas observados aquando o
armazenamento da polpa foi a alteragdo da cor verde agradavel para uma cor verde-escuro menos apelativa. Esta
mudanca de cor esta diretamente relacionada com os pigmentos responsaveis pela cor verde — as clorofilas. Uma

vez que estas sdo instaveis a pH acido e tendo em conta as preferéncias dos provadores selecionou-se a

formulagao Fuji 2 (Ma1A31CouvsAbioBanao).
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9 Estabelecimento do binémio tempo-temperatura de pasteurizacdo da polpa

Apds selecdo da formulagdo estudou-se o efeito da pasteurizacdo na estabilidade da cor, acido ascorhico e carga
microbiologica das polpas apos aplicacéo de diferentes hindmios de tempo/temperatura de tratamento.

Os tratamentos de pasteurizacdo foram executados pela imersdo da polpa acondicionada em embalagens
transparentes (ca 100 g, 15 x 10 x 1,5 cm) em banhos de &gua, termoestatizados e com agitacdo. Os tempos de
tratamento foram contabilizados a partir do momento em que as amostras foram imersas nos banhos. Apos cada
condicdo de pasteurizacdo as amostras foram refrigeradas, por imersdo em banho de agua e gelo e posteriormente
em equipamento de circulacéo forcada de ar (llsa 5T 1/1 simply, Italia).

Foram realizados diferentes tratamentos térmicos, de acordo com as combinacdes dos binémios tempo/temperatura
apresentados na Tabela 6. O tratamento térmico correspondeu a melhor preservacéo das caracteristicas de produto
fresco, nomeadamente a cor e 0 que provocou menores altera¢ces na componente bioativa, bem como a reducéo
da contagem de microrganismos a 30 °C e a determinacao qualitativa de bolores e leveduras.

No desenvolvimento experimental realizou-se um controlo para cada temperatura, de modo a minimizar os erros dos

resultados obtidos durante a execucdo dos métodos analiticos.

Tabela 6 — Bindmios de temperatura/tempo testados no tratamento térmico de pasteurizagao.

Temperatura (°C) Tempo (s)
75 15 45 90
80 15 45 90
85 15 45 90
90 15 45 90

9.1 Resultados e discussao

911 Cor

Os parametros de cor das polpas apds a aplicacdo dos diferentes hinémios de tempo/temperatura encontram-se
representados na Figura 25. Quanto ao pardmetro de cor L* verifica-se que ndo existem diferencas significativas
(p>0.05) em relagéo as polpas frescas quando se aplicam os binémios de 80 °C/15s, 85 °C/ 15se 90 °C/ 90 s. O
parametro de cor a* responsavel pela coloracdo verde, ndo sofreu alteragdes significativas (p>0.05) quando sao
aplicados os tratamentos de 85 °C/ 15 s, 75 °C/ 90 s, 85 °C/ 45 s. Relativamente ao parametro de cor b* as
amostras ndo sofreram alterag@es significativas (p>0.05) quando sdo sujeitas a tratamentos de 75 °C/ 15 s, 75 °C/
45s,75°C/ 90 s, 80 °C/ 15 s e 80 °C/ 45 s. As amostras do dia 0 ndo apresentam tonalidade significativamente
diferente (p>0.05) entre si, independentemente do tratamento. Nos tratamentos com duragdo de 15 segundos
verifica-se que a utilizagdo de temperaturas de 75 °C e 80 °C nédo apresentam diferencas significativas (p >0.05)
entre si. Na aplicagdo do tratamento de 90 segundos, as temperaturas de 85 °C e 90 °C também ndo apresentam
alteragBes significativas (p >0.05) de tonalidade. A diferenga total de cor apresenta valores inferiores para o0s
tratamentos 75 °C/ 90 s, 85 °C/ 45 s, 90 °C/15 s e 90 °C/ 90s, embora esta diferenga se classifique como uma

diferenga “muito distinta” (3,00-3,90) em relacédo as amostra frescas.
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Figura 25 - Parmetros de cor das polpas Fuji 2 (Ma1As:CouvsAbioBanao) sujeitas a diferentes bindmios tempo/ temperatura: L* (A), a*
(B), b* (C) e tonalidade (D). Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a

0.95.
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Na Figura 26 encontram-se as fotografias que permitem visualizar as alteragbes de cor provocadas pelos

tratamentos.

Temperatura (° C)

Tempo
Tratamento (S)

15

45

90

Figura 26 - Representacdes fotograficas das polpas apds os diferentes tratamentos de pasteurizagao.

9.1.2  Acido ascorbico

Com a aplicacdo dos diferentes binémios de tempo/temperatura de tratamento pretendia-se para além da
manutencdo da cor através da reducdo da atividade enzimatica (polifenolxidase), também a preservacdo da
componente nutricional e hioativa através da avaliagdo do teor de acido ascorbico, parametro muito sensivel a
intensidade dos tratamentos térmicos, como se pode observar na Figura 27. O método analitico seguido nédo é muito
rigoroso, pelo que os aumentos verificados de acido ascorbico para tratamento a 90 °C durante 15 e 45 segundos e
a 80 °C e 85 °C durante 45 segundos, podem ndo ser auténticos. Os resultados de acido ascorbico obtidos por
titulacdo podem nao representar o valor real deste parametro na polpa (Raghu et al., 2007).

A condic8o selecionada para prosseguir para o ensaio de armazenamento foi a temperatura de 75 °C durante 90
segundos, pois ndo apresentou diferencas significativas (p>0.05) na alteracdo de cor e no teor de acido ascorbico
comparativamente a amostra em fresco, portanto manteve 95,43% do teor de acido ascérbico. No estudo
desenvolvido por Zulueta, et al. (2010) em sumo de laranja, observou-se uma diminuicdo de 14% do teor de &cido
ascorbico apds tratamento a 90° C/20 segundos, ao contrario do observado na polpa em estudo apds tratamento a

90° C/ 15 segundos em que se registou um aumento de 68,77 %.
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Figura 27 - Teor de acido ascorhbico (mg ac. ascorhico.100g) nas amostras frescas e sujeitas aos diferentes
tratamentos térmicos. Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0.05). As barras mostram o
intervalo de confianca a 0.95.

9.1.3  Mesofilos totais

Com a aplicacdo dos tratamentos térmicos pretendeu-se ainda estabilizar o produto sob o ponto de vista
microbiologico mantendo as caracteristicas do produto em fresco. Na Figura 28 encontra-se representada a
contagem microbiana em que se verifica que as amostras sujeitas a 70 °C/ 90 s, 75 °C/ 90 s e 90 °C/ 15 s
apresentam uma maior reducdo da carga microbiana inicial, cerca de 2 ciclos logaritmicos. Umme, et al. (1999)
observou uma reducdo de 1,92 Log UFC.mL? na polpa de anona tratada a temperatura de 79 °C durante 69
segundos. Esta diminuicdo é semelhante a obtida na polpa em estudo apos tratamento a 75° C durante 90
segundos.
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Figura 28 - Contagem de mesdfilos totais nas polpas sujeitas a diferentes binémios tempo/ temperatura.

Ainda em termos de carga microbiana presente nas polpas também se realizou a determinacdo qualitativa dos
bolores e leveduras, no qual todas as amostras apresentaram resultado positivo.
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9.1.4  Anélise multivariada

Na Tabela 7 apresentam-se os valores proprios € a extracdo dos componentes principais, em que as duas primeiras
componentes principais explicam 81,80 % da variancia: primeira componente principal explica 45,83 % e a segunda
componente explica 35,98 % da varidncia. As componentes principais que apresentam valor prprio superior a 1
consideram-se significativos (p<0.05), sendo que as duas primeiras componentes principais apresentam valores
proprios de 3,21 e 2,52.

Tabela 7 - Valores proprios e extracdo das componentes principais.

Cc;)r;}[r)lgir:)zr;te Valor proprio Var(l(;)r;ma Valor proprio acumulado | Variancia acumulada (%)
1 3,21 45,83 3,21 45,83
2 2,52 35,98 5,73 81,80
3 0,75 10,65 6,47 92,45
4 0,46 6,58 6,93 99,03
5 0,07 0,96 7,00 100,00
6 0,00 0,00 7,00 100,00
7 0,00 0,00 7,00 100,00

A relacdo das varidveis (parametros originais) com os componentes principais € determinada pelos coeficientes de
correlagdo, apresentados na Tabela 8. Assim, verifica-se que a primeira componente principal é explicada pelas

variaveis L*, b*, C*e DTC (modulo>0.7). A segunda componente principal € explicada por h e pelo acido ascorbico.

Tabela 8 - Coeficientes de correlagdo entre os atributos (variaveis iniciais) e as duas primeiras componentes

principais.

Varigveis | Componente principal 1 | Componente principal 2
L* 0,95 0,03
ar 0,22 0,92
b* 0,93 0,21
C* 0,93 0,13
°h 0,22 0,94
DTC -0,65 0,37
Vit C 0,24 0,77
*MesTot 0,29 0,40

Nas Figuras 29 e 30 apresenta-se a proje¢ao dos atributos no plano e das amostras no plano definido pelas duas
primeiras componentes principais. Com base na projecdo das amostras no plano principal e no diagrama de cluster
(Figura 31) verifica-se a formacéo de 4 grupos. O grupo que contém as amostras tratadas 85°C/ 90s e 90°C/ 45s e 0
grupo 85°C/ 15s e 90°C/ 90s apresentam valores semelhantes de C*, L*, b* e DTC a variar na primeira componente
principal e o grupo 85°C/ 90s e 90°C/ 45s apresenta maiores valores de acido ascorbico a variar na segunda
componente principal. Os tratamentos térmicos com recurso a temperaturas de 75 °C aproximam-se do controlo,
independentemente do tempo de tratamento, assim a amostra que apresentou uma maior semelhanca com 0

controlo foi sujeita a um tratamento de 75°C/ 90s.
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Figura 30 - Projecdo das amostras no plano definido pelas duas primeiras componentes principais.

Na figura 31 apresenta-se a analise de cluster que permite observar a distancia Euclidiana de 4 uma separacéo
entre o controlo (Ctr) e as amostras sujeitas tratamentos térmicos de 75 °C e a amostra 85 °C/ 15 s. As amostras
sujeitas a tratamento térmico mais intenso apresentam maiores diferencas relativamente ao controlo do que as
amostras tratadas a 75 °C. Assim, pode-se concluir que o tratamento mais intenso prejudica as caracteristicas
quando se compara com o produto em fresco.
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Figura 31 - Diagrama de cluster.

9.1.5 Balanco intercalar

Os tratamentos térmicos a temperatura de 75 °C independentemente do tempo, permitem obter produtos com
carateristicas proximas do controlo, ao contrario dos tratamentos mais intensos em que se verifica a perda
destas. O hindmio tempo/temperatura de 75 °C durante 90 segundos é o tratamento térmico que provoca maior
reducdo da carga microbiana de aproximadamente 2 ciclos logaritmicos, que preserva as caracteristicas das

polpas, mantendo-as mais proximas do produto fresco ao nivel da estabilidade de cor e da componente hioativa.
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10 Determinacdo do tempo de vida Gtil de polpa embalada em dois tipos de material, sob
condicGes de refrigeracéo e de congelagédo

A polpa foi preparada de acordo com o processamento apresentado na Figura 17 (pg. 31). Polpas sem tratamento
(ST) e apos o tratamento térmico (TT) (75 °C/ 90 segundos) foram arrefecidas até a temperatura de 3 °C ou -18 °C,
dependendo da temperatura de armazenamento (refrigeragdo ou congelagdo) em equipamento de circulacdo
forcada de ar (llsa 5T 1/1 simply, Italia) e devidamente acondicionadas as respetivas temperaturas de refrigeracéo
(5 °C) e de congelacdo (-18 °C) até ao momento da realizacéo do protocolo analitico.
O ensaio de refrigeracdo foi planeado inicialmente para decorrer ao longo de 30 dias, com analises a decorrer nos
dias 0, 3, 7 e 14. No entanto, o ensaio foi interrompido no dia 14, visto as polpas ndo apresentarem condigcdes
aceitaveis para consumo.
O ensaio da congelacdo foi planeado inicialmente para decorrer ao longo de 6 meses, nos quais apenas se
realizaram as analises dos dias 0, 30 e 60 visto que 0 ensaio ainda estava a decorrer no cessar deste trabalho.
Com o objetivo de estudar a influéncia do tipo de embalagem na qualidade final da polpa, foram testados dois tipos
de embalagem: polietileno proprio para congelacdo sem protecdo a luz (transparente, T) e um complexo laminado
polietileno-aluminio-polietileno com protecéo a luz (opaca, O). A polpa foi embalada em porcdes de 100 gramas em
sacos de ca de 15 x 10 x 1,5 cm sendo os sacos de seguida selados com a ajuda de uma termoseladora (Figura
32).

(A)

Figura 32 - Embalagens de polpas: (A) sem protecdo a luz (transparente, T), (B) com prote¢do a

luz (opaca, O).

10.1 Polpa conservada sob refrigeracéo

De forma a avaliar a polpa refrigerada procedeu-se a avaliacdo dos seguintes parametros: cor, determinaces
reoldgicas, compostos fenolicos, capacidade antioxidante, analise sensorial, teor de solidos sollveis, separacdo de
fases, mesdfilos totais, bolores e leveduras, acido ascorhico e atividade enzimética (PPO). As polpas da embalagem

T ndo foram analisadas no dia 14 porque ndo apresentavam carateristicas sensoriais aceitaveis.

10.1.1 Resultados e discussao
O ensaio teve como objetivo avaliar o periodo de vida 0til da polpa Fuiji 2 (Ma1As1CouvsAbioBanio) sem tratamento
(ST) e tratada termicamente (TT) em agua a temperatura de 75 °C durante 90 segundos, acondicionada em

embalagens sem prote¢do a luz (transparentes: T) e com protecéo a luz (opacas: O).
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10.1.1.1 Cor

Na Figura 33 encontram-se representados os pardmetros de cor das amostras armazenadas em embalagem
transparente (T) e opaca (O), sem tratamento (ST) e tratadas termicamente (TT). Em relacdo ao pardmetro de cor L*
verifica-se que imediatamente apds tratamento ndo se observaram diferencas significativas (p>0.05) entre as
amostras. Apos 3 dias a temperatura de refrigeracdo denotou-se uma diminuicdo de luminosidade em todas as
amostras, revelando um escurecimento nestas. A partir deste dia registou-se um aumento, principaimente na
amostra ST opaca verificando-se diferencas significativas (p<0.05) relativamente as restantes amostras do dia 7.
Quanto ao parametro de cor a*, apds TT verificam-se diferengas significativas (p<0.05) no dia 0 dependendo do tipo
de embalagem utilizada. As amostras TT apresentam um valor de a* superior as amostras ST indicando uma menor
proporgdo de cor verde nesta polpa. No 3° dia de armazenamento verifica-se um aumento significativo deste
pardmetro (p>0.05) em todas as amostras analisadas, independentemente do tipo de tratamento e embalagem,
quando comparado com os valores encontrados no dia 0. Ao longo da refrigeracéo, a diferenca total de cor é “muito
grande” em todas as amostras, apresentando um valor superior a 12, com a excecdo das embalagens opacas TT e
do dia 14 da embalagem opaca ST. Independentemente dos tratamentos, as embalagens com protecéo a luz (O)
apresentam um valor de diferenca total de cor “grande” (8,62-9,03) no dia 14, o que indica uma alteracdo de cor nos
primeiros dias de armazenamento. As alteracbes de cor ao nivel do escurecimento e da perda a cor verde foram
percebidas sensorialmente.
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Figura 33 - Parametros de cor das polpas sem tratamento térmico (ST) e com tratamento (TT) embaladas sem prote¢do a luz
(T) e com protecéo a luz (O): L* (A), a* (B). Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05). As barras mostram o
intervalo de confianca a 0.95.
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10.1.1.2 Determinacdes reoldgicas

Os resultados apresentados na tabela 9 evidenciam uma tendéncia de aumento da consisténcia e uma diminuic&o
do indice de escoamento ao longo do tempo de armazenamento, independentemente do tipo de tratamento e
embalagem.

Tabela 9 - Resultados da consisténcia (Pa.sn) e indice de escoamento das polpas sem tratamento térmico (ST) e
com tratamento (TT) embaladas sem protecéo a luz (T) e com prote¢do a luz (O).

Amostra | TA (dias) | Consisténcia (Pa.s") | indice de escoamento
TST 0 1,36 0,21
TST 3 1,42 0,20
TST 7 1,88 0,09
OST 0 1,36 0,21
OST 3 1,11 0,18
OST 7 1,89 0,17
OST 14 2,21 0,19
TTT 0 1,80 0,24
TTT 3 1,15 0,20
TTT 7 2,55 0,13
oTT 0 1,49 0,22
oTT 3 1,05 0,19
oTT 7 2,20 0,16
oTT 14 1,90 0,15

10.1.1.3 Compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos encontra-se representado na figura 34, na qual se verifica no 3.° dia de
armazenamento, uma reducéo de aproximadamente 24,89 e 18,84; 23,17 e 18,98 mg EAC.100 g nas amostras ST:
TeOeTT: Te O, respetivamente, quando comparado com o teor observado no dia 0. Apds este dia registou-se um
aumento gradual até ao final do armazenamento. No final de armazenamento o teor de compostos fendlicos totais
encontrados nas amostras foi superior ao registado no dia 0. Nos dias 0 e 3 de armazenamento ndo se verificam
diferencas significativas (p>0.05) entre as amostras ST e TT independentemente do tipo de acondicionamento,
podendo concluir-se que o tipo de embalagem nédo influenciou a componente fenolica das polpas.

Tal como referido anteriormente, durante o tempo de armazenamento observou-se um aumento significativo
(p<0.05) destes compostos independente do tratamento e do tipo de embalagem, ndo se observando diferencas
significativas (p>0.05) no dia 14 entre os tratamentos. O tratamento térmico ndo provocou uma alteragdo
significativa (p>0.05) no teor de compostos fendlicos, no entanto, ocorreu uma diminui¢éo de 0,89% na embalagem
T e 3,02% na embalagem O. A diminuicdo do teor destes compostos foi observada por Landl et al., (2010) em polpa
de magca Granny Smith ap6s tratamento térmico com intensidade semelhante (mesma temperatura e tempo superior
(10 minutos)).
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Figura 34 - Compostos fenolicos totais (mg EAC.100 g?) presentes nas polpas sem tratamento térmico (ST) e com
tratamento (TT) embaladas sem protecdo a luz (T) e com protecdo a luz (O). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a 0.95.

10.1.1.4 Capacidade antioxidante

Na Figura 35 apresenta-se a capacidade antioxidante das diferentes amostras, na qual se observa que apds
tratamento existe um aumento ndo significativo (p>0.05) de 12,34 umol Trolox.100 g na amostra acondicionada em
embalagem T e uma diminuicdo ndo significativa (p>0.05) de 0,61 pmol Trolox.100 g na amostra acondicionada
em embalagem O. Relativamente ao dia 3, as amostras sujeitas TT apresentam um valor significativamente maior
(p<0.05) que as amostras ST enquanto no dia 7 apenas a amostra TT e com protecdo a luz apresenta capacidade
antioxidante significativamente maior (p<0.05) em relacdo as ST.
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Figura 35 - Capacidade antioxidante (umol Trolox.100 g1) das polpas sem tratamento térmico (ST) e com tratamento
(TT) embaladas sem prote¢do a luz (T) e com protecdo a luz (O). Letras diferentes indicam diferencas significativas
(p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a 0.95.

Ao longo da refrigeragdo independentemente do tipo de tratamento aplicado, a embalagem opaca apresenta um

aumento significativo (p<0.05) da capacidade antioxidante, sem diferencas significativas (p>0.05) entre o0s

48



tratamentos. Assim, este tipo de embalagem é mais eficaz para a manutencéo da capacidade antioxidante da polpa.
A polpa horticola apresenta valores de capacidade antioxidante entre 127,30 e 344,84 umol Trolox.100 g de
produto fresco, valores superiores aos encontrados por Alothman, et al. (2009) no ananas em fresco 12.7 + 1.28
pmol Trolox.100 g1 e na banana em fresco 36.8 + 2.93 umol Trolox.100 g individualmente.

10.1.1.5 Andlise sensorial

A analise sensorial foi realizada sempre que se procedeu ao controlo analitico das amostras, como se observa

na Figura 36.
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Figura 36 — Resultado da analise sensorial das polpas sem tratamento térmico (ST) e com tratamento (TT) embaladas sem
protecdo a luz (T) e com protecdo a luz (O): (A) dia 0, (B) dia 3, (C) dia 7 e (D) dia 14.

No momento em que se realizou a analise sensorial ainda ndo se conheciam os resultados microbiol6gicos das
polpas, e por uma questdo de seguranca alimentar ndo se avaliou 0 pardmetro gosto a partir do dia 7 nas amostras
ST. No dia 0, todas as amostras obtiveram uma apreciacao global e uma inten¢do de compra positiva, embora as
amostras ST apresentarem uma apreciacdo global e um aroma frutado mais apreciado. De uma maneira geral o
aroma estranho foi aumentando e o aroma frutado foi diminuindo, em especial no dia 7 da amostra transparente ST.
No dia 14, nas amostras com embalagem opaca observa-se uma preferéncia pela amostra TT em detrimento da ST
devido a classificacdo do aroma como mais frutado e menos estranho. As alteracbes de cor percebidas pelos
provadores foram comprovadas pelo método analitico CIELab.
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10.1.1.6 Teor de solidos soluveis (TSS) e pH

Os valores de pH e teor de solidos sollveis (TSS) encontram-se representados na Figura 37. Relativamente aos
valores de pH (Figura 37 A) verifica-se que 0 tratamento térmico e o tipo de embalagem ndo conduziram a
alteraces significativas (p >0.05) deste pardmetro no dia 0. De um modo geral verifica-se uma diminui¢do do valor
de pH em todas as amostras ao longo do armazenamento, embora as amostras com protecdo a luz nos dias 7 e 14
apresentem um valor superior de pH comparativamente as amostras em que se utilizou embalagem transparente,
independentemente do tratamento. No caso das embalagens TT com protecdo a luz, o valor de pH sofreu um
aumento de 0,01 e 0,09 nos dias 7 e 14, respetivamente, em relagdo & embalagem transparente.
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Figura 37 — Valores de pH (A) e teor de solidos sollveis (TSS, ° Brix, B) nas polpas sem tratamento térmico (ST) e com tratamento
(TT) embaladas sem protecéo a luz (T) e com prote¢do a luz (O). Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05). As
barras mostram o intervalo de confianga a 0.95.

O TSS (Figura 37 B), ndo obstante a ligeiras variages manteve-se constante ao longo do periodo estudado.
Apenas as amostras de embalagem transparente do dia 14 apresentam descida muito acentuada deste pardmetro,
independentemente do tratamento, o que pode demonstrar a ocorréncia de fermentagdes. Estes valores estdo em
concordancia com a descida de pH observada nestas amostras e com a andlise sensorial (aroma estranho) apenas

nas amostras O.
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10.1.1.7 Separacéo de fases

A separagdo de fases foi realizada com base numa apreciacdo visual na qual se verificou que esta é minima
independentemente do tipo de embalagem e do tratamento aplicado até ao 7° dia de armazenamento. No 14° dia de
armazenamento verificou-se a formagéo de uma espécie de fungos filamentosos “filmes” nas polpas embaladas sem
protecdo a luz e uma separacdo de fases notdria como se verifica nas fotografias presentes na Figura 38. Esta

observacdo vem corroborar a explicacdo dada no ponto anterior.
TST

Dia0

Dia 3

Dia7

Dia 14

Figura 38 - Representacoes fotograficas das alte%es das polpas sem tratamento térmico (ST)Rom tratamento
(TT) embaladas sem protecéo a luz (T) e com protecdo a luz (O) ao longo do armazenamento em refrigeracao
(=3°C).

10.1.1.8 Mesofilos totais

A contagem dos mesdfilos totais encontra-se representada na Figura 39, na qual se observa que o tratamento de
uma maneira geral ndo influenciou significativamente (p>0.05) a redugdo microbiana, ao contrario do esperado. No
decorrer dos 14 dias de armazenamento houve uma tendéncia de diminuicdo da contagem de mesdfilos totais em
todas as amostras. No final do armazenamento, ndo se verificam diferencas significativas (p>0.05) entre as
amostras podendo concluir-se que o acondicionamento e 0 tratamento nao contribuiram para a carga microbiana
das polpas estudadas. Esta contagem pode ser proveniente da variabilidade das matérias-primas e pelo estado de
maturacdo destas. Num estudo semelhante em polpa de maracuja pasteurizada Monteiro et al., (2005) a
temperatura 69-72°C e 73-76 °C durante 30 segundos, observou-se uma variacéo de 1 ciclo logaritmico a partir dos
60 dias de armazenamento. As amostras TT apresentam uma variacdo de 0,27 Log UFC.mL* e 0,15 Log UFC.mL
ao fim dos 14 dias, comparando com o dia 0, para as embalagens transparentes e opacas respetivamente, o que

pode sugerir que o produto em termos microbioldgicos possui um tempo de prateleira muito superior aos 14 dias.
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Figura 39 - Contagem dos mesofilos totais (Log UFC.mL1) presentes nas polpas sem tratamento térmico (ST) e
com tratamento (TT) embaladas sem protecdo a luz (T) e com protecdo a luz (O). Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a 0.95.

10.1.1.9 Bolores e leveduras

Os resultados dos bolores e leveduras encontram-se representados na Figura 40, na qual se observa que nao
existem diferencas significativas (p>0.05) entre as amostras frescas (ST) e sujeitas a tratamento térmico (TT),
apesar de haver uma diminuigdo de 1 Log UFC.mL na amostra embalada T. De uma maneira geral, ao longo do
tempo de armazenamento houve um aumento da carga microbiana até 2 Log UFC.mL., apesar de ndo apresentar
diferengas significativa (p>0.05). A polpa desenvolvida no presente trabalho apresenta um comportamento
semelhante a polpa de maracuja pasteurizada (Monteiro et al., 2005) nos intervalos de temperatura 69-72°C e 73-
76 °C durante 30 segundos, pois apresentou uma pequena variagao na contagem de bolores e leveduras ao longo
dos 180 dias de armazenamento, sendo que até aos 90 dias ndo houve variagdo na contagem destes
microrganismos.

As polpas em estudo apresentam valores dentro dos padrGes microbioldgicos exigidos para a qualidade
microbiologica dos produtos prontos a consumir (103-105) (Santos et al., s/d).
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Figura 40 - Contagem de bolores e leveduras (Log UFC.mL1) presentes nas polpas sem tratamento térmico (ST) e
com tratamento (TT): (A) embaladas sem protecéo a luz (T) e (B) com protecéo a luz (O). Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confian¢a a 0.95.
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10.1.1.10 Acido ascorbico

Ao longo da refrigeracdo nao se verificam diferencas significativas (p>0.05) no teor de &cido ascorbico,
independentemente do tratamento e do tipo de embalagem, como se observa na Figura 41. No final do
armazenamento verifica-se que as amostras ST acondicionadas em embalagens transparentes sofreram uma
reducdo de 0,14 mg ac. ascorbico.100 gt e as embalagens opaca sofreram uma diminuicdo de 0,08 mg ac.
ascorhico.100 g, comparando com o dia 7. Uma polpa preparada a partir de macé, variedade Granny Smith, sujeita
a um tratamento térmico de 75°C durante 10 minutos apresentou ca de 4 mg ac. ascorbico.100 g apos 14 dias de
armazenamento sob refrigeracéo, valores superiores aos obtidos no presente trabalho apesar do tratamento térmico

ser mais prolongado (Landl et al., 2010).
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Figura 41 - Teor de acido ascorhico (mg ac. ascorbico.100g2) presente nas polpas sem tratamento térmico (ST) e
com tratamento (TT) embaladas sem protecdo a luz (T) e com protecdo a luz (O). Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a 0.95.

10.1.1.11 Atividade enzimatica: Polifenoloxidase (PPO)

A atividade enzimatica encontra-se representada na Figura 42 na qual se observa que nao existem diferencas
significativas (p>0.05) entre as embalagens transparentes (T). Apds tratamento foi visivel um aumento de 37,74 %
na atividade enzimatica da PPO na amostra acondicionada em embalagem opaca. No final do armazenamento
verifica-se que o tratamento térmico (TT) ndo influencia de forma significativa (p>0.05) a atividade enzimatica da
PPO, ao contrério da embalagem que apresenta diferencas significativas (p<0.05) entre a transparente (T) e a
opaca (O), sendo a opaca a que apresenta um valor mais elevado. Observando os valores de atividade enzimatica,
independentemente da embalagem, verifica-se que as amostras TT e ST apresentam valores na ordem de 26,11
U.g! e 20,92 U.g?, respetivamente. De uma forma geral, o tratamento térmico provocou um aumento de
aproximadamente 20 % da atividade da PPO, ao contrario dos resultados obtidos por Chutintrasria & Noomhorm,
(2006) numa polpa de anands sujeita a um tratamento térmico de 75 °C durante 5 minutos em que houve uma
reducdo da atividade enzimatica da PPO, permanecendo 59.07+1.3% ativa.

Estes resultados evidenciam que o tratamento térmico efetuado néo foi efetivo nem para o controlo microbiano nem

para a reducdo enzimatica.
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Figura 42 - Valores de atividade enzimatica (PPO, U.g) presente nas polpas sem tratamento térmico (ST) e com
tratamento (TT) embaladas sem protecdo a luz (T) e com protecdo a luz (O). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a 0.95.

10.1.1.12 Analise multivariada

Na tabela 10 apresentam-se os valores proprios e a extracdo dos componentes principais, em gque a primeira
componente principal explica 51,22% da varidncia e a segunda componente principal explica 31,12%. No total, as
primeiras duas componentes principais explicam 82,35% da variéncia.

As duas primeiras componentes principais apresentam valores proprios significativos, superiores a 1, com valores

de 6,15 e 3,73 para a primeira e a segunda componentes principais, respetivamente.

Tabela 10 - Valores proprios e extragdo das componentes principais.

Componente Valor Variancia Valor proprio Variancia acumulada
principal proprio (%) acumulado (%)
1 6,15 51,22 6,15 51,22
2 3,73 31,12 9,88 82,35
3 0,86 7,20 10,75 89,55
4 0,59 4,94 11,34 94,49
5 0,29 2,42 11,63 96,91
6 0,21 1,71 11,83 98,62
7 0,07 0,58 11,90 99,20
8 0,04 0,36 11,95 99,56
9 0,03 0,26 11,98 99,82
10 0,02 0,15 12,00 99,98
11 0,00 0,02 12,00 100,00
12 0,00 0,00 12,00 100,00

A relagdo das variaveis (parametros originais) com as componentes principais € determinada pelos coeficientes de
correlacdo, apresentados na Tabela 11. A primeira componente é explicada pelas variaveis: Parametro de cor L*, a*,
b* C* e %h. A segunda componente principal é explicada pelas variaveis: Cons (consisténcia), Fen Tot (compostos

fenolicos) e AG (apreciacao global).
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Tabela 11 - Coeficientes de correlagdo entre os atributos (variaveis iniciais) e os dois primeiros componentes
principais.

Variaveis | Componente principal 1 | Componente principal 2
L* 0,82 -0,50
ar 0,98 0,14
b* -0,96 0,21
C* 0,98 0,11
°h 0,86 0,08

DTC 0,33 0,54
Cons 0,29 -0,78
Fen tot -0,47 0,77
pH 0,52 0,72
Cor 0,74 0,51
AG -0,50 0,79
IC 0,62 0,70
*AO -0,58 0,32
*AE 0,38 -0,56
*TH -0,04 0,47

Nas figuras 43 e 44 apresenta-se a projecdo dos atributos no plano e a projecdo das amostras no plano
respetivamente. A cor esta relacionada com o dia 0 a variar na primeira componente principal, embora a intengao de
compra mais elevada se associe a polpa do dia 3 de armazenamento explicada pela segunda componente principal.
A apreciacdo global é associada a segunda componente principal, na qual as amostras do dia 3 apresentam
melhores classificacBes por parte dos provadores. As amostras do dia 14 apresentam menores diferencas de cor,
L* b* e C* do que as amostras do dia 3 e 7, explicada pela componente principal 1.
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Figura 43 - Projecdo dos atributos no plano definido pelas duas primeiras componentes principais.
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Figura 44 - Projecdo das amostras no plano definido pelas duas primeiras componentes principais.
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Figura 45 - Diagrama de cluster.

Com base no diagrama de cluster (Figura 45) é possivel identificar 4 grupos de amostras. O fator que influencia o
ensaio da refrigeracdo é o tempo de armazenamento, apresentando maior importancia do que o tratamento e a
embalagem. A distancia Euclidiana 4,5 separa o tempo de armazenamento do dia 0 e dia 3, para um nivel mais

abaixo verifica-se que o tratamento térmico e a embalagem tém a mesma importancia.
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10.1.1.13  Balango intercalar

Com o presente estudo foi possivel verificar que o TT de pasteurizacdo efetuado ndo se mostrou adequado para

conservar. No que respeita a embalagem, a embalagem opaca apresentou vantagens em relacéo a transparente.

10.2 Polpa conservada sob congelacéo
As amostras foram controladas para os parametros; cor, determinagdes reoldgicas, compostos fendlicos,
capacidade antioxidante, andlise sensorial, teor de solidos sollveis, separacéo de fases, mesofilos totais, bolores e

leveduras, acido ascorbico e atividade enzimética (PPO).

10.2.1 Resultados e discusséo

O ensaio da congelacéo (T= -18 °C), a semelhanga do ensaio da refrigeracéo, teve como objectivo avaliar o tempo
de vida util da polpa Fuji 2 ao longo do tempo de armazenamento, utilizando combinagBes entre as embalagens
transparente (T) e opacas (O) e as amostras frescas (ST) e sujeitas a tratamento térmico (TT).

10.2.1.1 Cor

Na Figura 46 encontram-se representados os pardmetros de cor das amostras armazenadas em embalagem
transparente (T) e opaca (O), sem tratamento (ST) e tratadas termicamente (TT). Relativamente ao pardmetro L¥,
todas as amostras sofrem um aumento e posteriormente uma perda de luminosidade, revelando um maior
escurecimento no final do armazenamento. No entanto, verifica-se que no final do armazenamento, as amostras
com embalagem O, ndo apresentam diferencas significativas (p>0.05) relativamente a luminosidade inicial,
independentemente do tratamento. Em relagdo ao pardmetro de cor a*, observa-se que nas amostras ST este
parametro é preservado de forma ndo significativa (p>0.05) relativamente as embalagens utilizadas. As amostras
sujeitas a TT ndo apresentam diferencas significativas (p>0.05) no dia 0, independentemente da embalagem, assim
como a amostra ST sem prote¢cdo a luz. Apos 60 dias de armazenamento, pode concluir-se que ndo existem
diferencas significativas (p>0.05) relativamente a utilizagdo de diferentes embalagens ou tratamentos. As amostras
apresentam uma diferenca total de cor “muito distinta” (3,89-5,33) que ndo é minimizada pela aplicacdo do
tratamento térmico nem pelo tipo de embalagem.
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Figura 46 - Parametros de cor das polpas sem tratamento térmico (ST) e com tratamento (TT) embaladas sem protecéo a luz (T) e
com protegdo a luz (O): L* (A) e a* (B). Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de
confianga a 0.95.
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10.2.1.2 Determinacdes reoldgicas

Os resultados de consisténcia apresentados na tabela 12 evidenciam uma tendéncia de aumento da consisténcia ao
longo do tempo de armazenamento para a embalagem transparente e uma diminuicdo para a embalagem opaca,
independentemente do tratamento. O indice de escoamento apresenta uma tendéncia de aumento ao longo do
tempo de armazenamento, independentemente do tipo de tratamento e da embalagem utilizada, com a excecéo da

embalagem transparente ST que apresenta valores semelhantes.

Tabela 12 - Resultados da consisténcia (Pa.sn) e indice de escoamento das polpas sem tratamento térmico (ST)
e com tratamento (TT) embaladas sem protecdo a luz (T) e com protecdo a luz (O).

Amostra | TA (dias) | Consisténcia (Pa.s") | indice de escoamento
TST 0 1,35 0,21
TST 30 1,04 0,24
TST 60 1,64 0,20
OST 0 1,16 0,12
OST 30 1,22 0,21
OST 60 1,02 0,22
TTT 0 1,34 0,13
TTT 30 1,34 0,20
TTT 60 1,84 0,20
oTT 0 1,18 0,17
oTT 30 1,02 0,17
oTT 60 1,13 0,25

10.2.1.3 Compostos fendlicos

A evolucdo do teor de compostos fendlicos totais das diferentes polpas encontra-se na Figura 47, na qual se
observa um aumento até ao dia 30 e uma posterior diminuicdo independente dos tratamentos e do tipo de
embalagem. No entanto, observa-se uma tendéncia de aumento e posterior diminuicao deste pardmetro ao longo do
armazenamento, uma vez que comparando com o dia 0 com o dia 30, as amostras ST. Te O e TT. T e O,
registaram um acréscimo de 11,69; 27,5; 10,52; 0,34 mg EAC.100 g no teor de compostos fendlicos totais,
respetivamente. As amostras ndo apresentam diferengas significativas (p>0.05) entre o tipo de embalagem,
podendo assim concluir-se que a embalagem néo influencia a componente fendlica das polpas. Os compostos
fenolicos totais presentes na polpa hortofruticola apresentam valores entre 65,94 e 114,13 mg EAC.100 g, mais
elevados do que os obtidos por Kuskoski et al. (2006) numa polpa de ananas apds congelacdo (=-15), ca. de
50+0,01 a 60+0,1 mg EAC.100 gL
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Figura 47 - Compostos fenolicos totais (mg EAC.100 g1) presentes nas polpas sem tratamento térmico (ST) e com
tratamento (TT) embaladas sem protecdo a luz (T) e com protecdo a luz (O). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a 0.95.

10.2.1.4 Capacidade antioxidante
A capacidade antioxidante encontra-se representada na Figura 48, na qual se observa um aumento até ao dia 30 e
uma posterior diminuicdo, independente do tratamento e do tipo de embalagem. No dia 0, as amostras nao

apresentam diferencas significativas (p>0.05) entre si, assim como no final do armazenamento.
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Figura 48 - Capacidade antioxidante (umol Trolox.100 g?) das polpas sem tratamento térmico (ST) e com
tratamento (TT) embaladas sem protecdo a luz (T) e com protecdo a luz (O). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a 0.95.

10.2.1.5 Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada nos dias de andlise de forma a comparar as diferentes amostras com os resultados
analiticos, apresentando-se os resultados na Figura 49. No dia 0, os provadores manifestaram maior intencéo de
compra e maior apreciacdo global relativamente a polpa ST com prote¢éo a luz, embora tenham identificado esta
polpa como a mais acida. A polpa com embalagem transparente TT foi considerada pelos consumidores como a
menos frutada e com a presenca de um aroma estranho relativamente as restantes amostras, no dia 0. No final do

armazenamento, 0s provadores notaram pequenas alteracBes de cor em todas as amostras, salientando-se o
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aumento da fibrosidade na amostra ST armazenada em embalagem transparente € um aumento da acidez na
amostra TT acondicionada no mesmo tipo de embalagem, relativamente as restantes amostras. A maior acidez
identificada pelos provadores, nao foi confirmada pelo valor de pH obtido nos métodos instrumentais.
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Figura 49 - Resultados da andlise sensorial das polpas sem tratamento térmico (ST) e com tratamento (TT) embaladas sem

protecdo a luz (T) e com protecdo a luz (O): (A) dia 0, (B) dia 30 e (C) dia 60.

10.2.1.6 Teor de solidos soluveis (TSS) e pH

Os valores de pH e de TSS encontram-se representados na Figura 50, na qual se observa que as amostras ST
acondicionadas em embalagem transparente (T) no dia 0 e as TT dos dias 30 e 60 apresentaram valores similares
(p<0.05) na ordem de 4,07. Relativamente as amostras sujeitas a TT verifica-se que as embalagens transparentes
ndo apresentam diferencas significativas (p>0.05) entre o final do armazenamento e o dia 0, ao contrario das
embalagens opacas em que ocorre uma aumento significativo (p<0.05) de 0,25 unidades de pH. De uma maneira
geral, os valores de TSS ndo apresentam diferencas significativas (p>0.05) entre as diferentes embalagens e
tratamentos, apesar de se observar uma tendéncia de diminuigdo ao longo do armazenamento, sendo que a maior
reducdo observa-se na amostra T-TT. Deste modo, pode concluir-se que o tratamento térmico no dia 0 aumenta o
TSS independentemente do acondicionamento.
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Figura 50 - Valores de pH (A) e teor de sdlidos sollveis (TSS, ° Brix, B) nas polpas sem tratamento térmico (ST) e com tratamento (TT)
embaladas sem protecdo a luz (T) e com protecdo a luz (O). Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0.05). As barras
mostram o intervalo de confianga a 0.95.

10.2.1.7 Separacéo de fases

A separacdo de fases foi realizada com recurso a analise visual das polpas representadas na Figura 51. A

separacdo de fases foi minima, embora mais evidente nas polpas armazenadas em embalagem opaca

possivelmente devido a dificuldade em descongelar relativamente as embalagens transparentes. No momento de

abertura da embalagem verificou-se uma maior separacdo de fases, caracteristica que pode ser contrariada, tal

como na refrigeracdo, através da recomendacéo ao cliente de mexer ou agitar antes de consumir.
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Figura 51 - Representagée?fotogréficas das alterag_ﬁes das polpas sem tratamento térmico (ST) e com tratamento
(TT) embaladas sem prote¢do a luz (T) e com protecdo a luz (O) ao longo do armazenamento em congelacéo (= -

18°C).
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10.2.1.8 Mesofilos totais

A contagem de mesofilos totais encontra-se representada na Figura 52, na qual se observa que ndo existem
diferencas significativas (p>0.05) entre os diferentes tipos de acondicionamento, nas amostras sem tratamento (ST)
e tratadas termicamente (TT) do dia 0. Apos tratamento térmico foi possivel constatar uma reducéo de 0,14 e 0,18
ciclos Log nas amostras T e O, respetivamente. Ao fim de 60 dias a carga microbiana das amostras frescas (ST) é
similar a encontrada nas amostras opacas (O) sujeitas a TT (cerca de 2,6 Log). Todas as amostras apresentam
valores de mesdfilos totais dentro dos limites legais de seguranca publica (limite aceitavel: 104-106) (Santos et al.,
s/d), no entanto seria de esperar uma maior reducdo da carga microbiana ap6s o tratamento térmico. A diminuigdo
da carga microbiana registada no 60° dia de armazenamento quando comparada com o dia 0 podera dever-se a
variabilidade da polpa e das matérias-primas utilizadas para o processamento destas, com producéo descontinua de
500 grama. Por outro lado a congelagdo a temperatura de -18 °C permite um atrofiamento das células microbianas

podendo ocorrer a lise destas contribuindo para a reducéo da carga microbiana.
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Figura 52 — Contagem dos mesofilos totais (Log UFC.mL-1) presentes nas polpas sem tratamento térmico (ST) e
com tratamento (TT) embaladas sem protecdo a luz (T) e com prote¢cdo a luz (O). Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a 0.95.

10.2.1.9 Bolores e Leveduras

A contagem dos bolores e leveduras encontra-se na Figura 53. Relativamente aos valores de contagem obtidos
(2,15-3,63 Log UFC.ml), verifica-se que ndo existem diferencas significativas (p>0.05) entre os diferentes
tratamentos e acondicionamentos. No final do armazenamento, observa-se que o tipo de embalagem contribui para
a variacdo da contagem de holores e leveduras, independentemente do tratamento aplicado. Todas as amostras se
encontram dentro dos parametros legais (103-105) (Santos et al., s/d). Tal como referido nos mesdfilos totais, as
polpas apresentavam alguma variabilidade de matérias-primas e estados de maturacdo que poderdo influenciar os
resultados obtidos.

Num estudo desenvolvido por Faraoni (2006) em polpas de manga congeladas, verificou-se ao final de 180 dias que
os bolores e leveduras apresentaram uma contagem de 1,69 Log UFC.mL% nas polpas sem tratamento prévio e
1,69+0,69Log UFC.mL1 e 2,75+0,69 Log UFC.mL1em polpas pasteurizadas a 75 °C durante 8,7 minutos e 80 °C
durante 4,6 minutos, respetivamente. Os valores de bolores e leveduras encontrados em todas as amostras do dia 0
em estudo foram superiores a encontrada na polpa de manga.

62



4,5

4,0
ac ab

W
v

N
v

Bolores&Leveduras (Log UFC.mI)
w
o

2,0

15

EATEHo

Figura 53 - Contagem de bolores e leveduras (Log UFC.mLY presentes nas polpas sem tratamento térmico (ST) e
com tratamento (TT) embaladas sem protecdo a luz (T) e com protegcdo a luz (O). Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a 0.95.

10.2.1.10  Acido ascérbico

O tratamento térmico aplicado conduz a uma diminuicdo de 37 % na polpa acondicionada em embalagem T,
enquanto que na polpa acondicionada em embalagem O observou-se um aumento néo significativo (p>0.05) de 6%,
como se observa na Figura 54. No decorrer do armazenamento observou-se uma diminui¢do deste pardmetro em
cerca de 0,42; 0,11; 0,24; 0,31 mg ac. ascorbico.100g, nas amostras TST, TTT, OST e OTT respetivamente. Lee &
Coates (1998) observou uma redugdo de 19,2% no contelido de acido ascorbico ao fim de 24 meses de
armazenamento sob congelacdo a (- 23°C) de sumo de laranja ndo pasteurizado. Comparando a polpa
hortofruticola em estudo e o sumo de laranja notou-se uma redugdo ndo significativa (p>0.05) de 36 % na
embalagem transparente e de 20 % na embalagem opaca nas amostras ST, valores superiores aos encontrados no
sumo de laranja.
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Figura 54 - Teor de acido ascorbico (mg ac. ascorbico.100g1) presente nas polpas sem tratamento térmico (ST) e
com tratamento (TT) embaladas sem protecdo a luz (T) e com protegcdo a luz (O). Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a 0.95.
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10.2.1.11 Atividade enzimatica: Polifenoloxidase (PPO)

Como se observa pela Figura 55 o tratamento térmico e o tipo de embalagem nado induziram a alteracfes
significativas (p>0.05) na atividade enziméatica da PPO das polpas congeladas. Na polpa hortofruticola, apos o
tratamento, verificou-se um aumento da atividade enzimatica de 8,4 % no caso da embalagem transparente e uma
reducdo de 8,41 % no caso da embalagem opaca. O tratamento térmico nao reduziu de forma significativa (p>0.05)
a atividade enzimatica, embora no final do armazenamento a amostra acondicionada em embalagem opaca ST
tenha apresentado uma reducgdo de 18,34 U.g! em relacdo a TT. Apesar de ndo se terem registado alteragdes
significativas (p>0.05) ao longo do armazenamento, foi possivel observar um acréscimo na ordem dos 5,76 e 15,79
U.g1 (T e O) nas amostras ST. A aplicacdo do tratamento térmico de 75 °C durante um minuto em polpa de goiaba
Zanattta et al. (2006) provocou uma diminuicdo da atividade enzimatica até aos 20 %, superior a verificada nas
embalagens opacas.
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Figura 55 - Valores de atividade enzimatica (PPO, U.g- presente nas polpas sem tratamento térmico (ST) e com
tratamento (TT) embaladas sem protecdo a luz (T) e com protecdo a luz (O). Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p<0.05). As barras mostram o intervalo de confianca a 0.95.

10.2.1.12  Anélise multivariada

Na Tabela 13 apresentam-se os valores proprios e a extragdo dos componentes principais, em que a primeira
componente principal explica 45,71% da varidncia e a segunda componente principal explica 30,32%. No total, as
primeiras duas componentes principais explicam 76,02% da variéncia.

As duas primeiras componentes principais apresentam valores proprios superiores a 1, significativos, com valores

de 6,40 e 4,24 respetivamente, para a primeira e a segunda componente principal.
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Tabela 13 - Valores proprios e extragdo das componentes principais.

Compqnente Valor préprio Variancia (%) Valor proprio Variancia acumulada
principal acumulado (%)
1 6,40 45,71 6,40 45,71
2 4,24 30,32 10,64 76,02
3 1,67 11,96 12,32 87,98
4 0,84 6,03 13,16 94,01
5 0,28 2,04 13,45 96,05
6 0,22 1,54 13,66 97,59
7 0,17 1,20 13,83 98,79
8 0,12 0,82 13,95 99,61
9 0,05 0,32 13,99 99,94
10 0,01 0,06 14,00 100,00
11 0,00 0,00 14,00 100,00

A relagdo das variaveis (parametros originais) com as componentes principais € determinada pelos coeficientes de
correlacdo, apresentados na Tabela 14. A primeira componente é explicada pelas variaveis: DTC (diferencas total
de cor), Fen tot (Fendlicos totais), AO (Atividade antioxidante), GD (Gosto: doce), AP (apreciacdo global) e IC
(intengdo de compra). A segunda componente é explicada pelas variaveis: parametros L* e a*, C* e h da cor e TF
(textura: fibrosidade).

Tabela 14 - Coeficientes de correlagdo entre os atributos (variaveis iniciais) e as duas primeiras componentes

principais.

Variaveis | Componente principal 1 | Componente principal 2
L* 0,40 0,76
ar 0,62 0,77
b* 0,63 -0,58
C 0,40 0,77
°h 0,69 0,70

DTC 0,73 0,59
Fen tot 0,98 -0,06
AO 0,91 0,25
AF 0,61 -0,03
GA 0,40 -0,60
GD 0,88 0,26
TF 0,16 0,84
AG 0,74 0,05
IC 0,79 0,28
*pH 0,12 0,48
*AE 0,37 0,19
*GE 0,41 0,10
*Vit C 0,20 0,61

Nas figuras 56 e 57 apresenta-se a projecdo dos atributos no plano e a projecdo das amostras no plano
respetivamente. A intencdo de compra e o aroma frutado estdo associados as amostras do dia 0,
independentemente do tipo de tratamento a variar na primeira componente principal. A capacidade antioxidante e os
compostos fendlicos relacionam-se com a primeira componente principal e apresentam valores maiores nas
amostras com 30 dias de armazenamento. O parametro de cor a* apresenta maiores valores para as amostras do

dia 60, explicado pela componente principal 2, que indica perda da coloracdo verde.
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Figura 56 - Projecdo dos atributos no plano definido pelas duas primeiras componentes principais.
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Figura 57 - Projecdo das amostras no plano definido pelas duas primeiras componentes principais.
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Figura 58 - Diagrama de cluster.

Na figura 58 encontra-se representado o diagrama de cluster que permite observar a distancia Euclidiana de 8 a
separacdo entre dois grupos, por um lado o dia 0 e por outro o dia 30 e o dia 60, bem como a amostra transparente
TT do dia 0. A distancia Euclidiana de 6 desunem-se os dias 30 e o dia 0 (TTT) do dia 60, independentemente do
tipo de tratamento e acondicionamento. Assim, pode-se concluir que o tempo de armazenamento tem maior
influéncia nas caracteristicas das polpas do que a embalagem e o tratamento térmico, com a exce¢do da amostra

transparente TT do dia 0.

10.2.1.13  Balango intercalar

A congelacdo revelou ser um método de conservacdo eficiente ao nivel da preservacdo das caracteristicas
originais do produto, nomeadamente a cor e a componente bioativa. Ao longo dos 60 dias de armazenamento
verificou-se que o tratamento térmico (TT) aplicado néo influencia de forma significativa (p<0.05) as caracteristicas
da polpa em relagdo a polpa ST. A embalagem com protecdo a luz (O) também néo apresenta diferencas
significativas (p>0.05) em relacdo a embalagem transparente (T) ao nivel da componente bioativa e da

estabilidade da cor da polpa.
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11 Conclusdes Gerais

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma polpa de fruta com introducéo de horticolas, com elevada

componente hioativa e estavel fisico-quimica e microbiologicamente sem recurso a adigdo de quimicos.

O desenvolvimento do novo produto iniciou-se com a adigdo de diferentes produtos hortofruticolas numa polpa base

de macd e ananas, fazendo variar as proporcoes até otimizagdo da formulagdo. Através da analise dos resultados

obtidos conclui-se que:

Os bindmios de temperatura e tempo dos pré-tratamentos térmicos necessarios para inativar a peroxidase
foram de: 100 °C durante 5 minutos para a couve, 90 °C durante 6 minutos para a abobora e 100 °C
durante 1 minutos para a maca Fuji e 1,5 minutos para variedade Granny Smith.

A formulagdo de macé Fuji 2 (41 %) adicionada de ananas (31 %), couve (8 %), abdbora (10 %) e banana
(10 %) foi a melhor aceite por parte dos provadores e com maior estabilidade fisico-quimica. Para além
desta, a polpa de maca Fuji 3 (36 %) adicionada de anands (26 %), couve (8 %), abdbora (10 %), banana
(10 %) e kiwi (10 %) também obteve uma classificagéo bastante satisfatoria por parte dos provadores,
embora apresente maior instabilidade fisico-quimica, resultando num escurecimento mais rapido.

Ao testar diferentes bindmios de temperatura/tempo de tratamento térmico com o objetivo da
pasteurizacdo verificou-se que as temperaturas mais intensas afetaram negativamente os atributos
caracteristicos de fresco, sendo a temperatura de 75 °C a que permitiu uma menor alteracdo das
carateristicas iniciais da polpa. No tratamento de 75 °C durante 90 segundos obteve-se uma reducéo da
carga microbiana, preservando as caracteristicas proximas da polpa original.

No que respeita ao hindmio temperatura/tempo de pasteurizagdo selecionado, foi concluida a grande
dependéncia deste em relagdo a condicdo inicial. Dado que nem sempre se mostrou suficiente um
tratamento de 75 °C/ 90 segundos, este valor devera ser revisto e por questdes de seguranca devera ser
sempre mais intenso, apesar do detrimento das caracteristicas sensoriais.

0 tipo de embalagem evidenciou ser importante no caso da conservacao por refrigeracéo, ndo o sendo no
caso da congelacdo. As polpas refrigeradas deverdo ser embaladas ao abrigo da luz (opacas).

A temperatura de conservacdo, tal como esperado, é igualmente um fator determinante no periodo de vida
(til dos produtos. Assim, sob condices de refrigeracéo a polpa desenvolvida apresentou um periodo de
vida util de apenas 7 dias para embalagem transparente e 14 dias para embalagem opaca, no caso da

congelacéo este foi superior a 60 dias para ambas as embalagens.
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12 Sugestdes para trabalhos futuros

Com o desenvolvimento deste trabalho surgiram algumas necessidades e propostas para eventuais linhas de

investigac&o de trabalhos futuros.

1.

Continuar com o desenvolvimento da polpa de forma a obter um produto mais estavel ao nivel da cor
tornando-a mais apelativa para o consumidor, utilizando outras variedades de frutos;

Preparar as formulaces com magds sujeitas a pré-tratamentos térmicos (agua, vapor de agua) e
tratamentos nao térmicos como radiacdo UV-C, em substituicdo das macas frescas. E ainda avaliar o
comportamento das polpas ao longo do tempo de armazenamento em refrigeragéo e congelacao;

Preparar as formulacBes com couve sujeita a outros pré-tratamentos que impliquem menores perdas de
compostos hioativos (vapor, radiacdo UV-C, ultrassons).

Optimizar os tratamentos de pasteurizagdo por forma a conseguir estabilizacdo sem comprometer a
componente hioativa;

Identificar e quantificar os compostos fendlicos e os pigmentos, clorofilas e carotendides, das polpas por
HPLC.
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Anexo | - Folha de anélise sensorial das polpas hortofruticolas.

FOLHA DE ANALISE SENSORIAL DE POLPAS HORTOFRUTICOLAS

Nome: Data: Idade: Amostra:

Faga uma apreciacdo das amostras de polpas que lhe séo apresentadas, classificando-as de acordo com a cor, 0 gosto, 0 aroma, a
textura, a apreciacdo global e a intencdo de compra, assinalando o cédigo da amostra no quadrado que mais se aproxima a sua

avaliago.

1. Cor

1 - Muito escura

6 — Muito clara

2. Aroma

Frutado

1 - Pouco frutado

6 — Muito frutado

Estranho

1 - Nada estranho

6 — Muito estranho

3. Gosto

Acidez

1 - Nada &cido

6 — Muito acido

Doce

1 - Pouco doce

6 — Muito doce




Estranho
1 - Nada estranho

6 — Muito estranho

4, Textura

Granulosidade

1 - Nada granulosidade

6 — Muito granulosidade

Homogeneidade
1 - Nada homogéneo

6 — Muito homogéneo

5. Apreciacao global

1 - Muito desagradavel

6 — Muito agradavel

6. Intengdo de compra

1 - N&o compraria de certeza

6 — Compraria de certeza

COMENTARIOS:

2 5 6
2 5 6
2 5 6
2 5 6
2 5 6

OBRIGADA PELA COLABORAGAO!



