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RESUMO

O objetivo deste estudo consistiu na avaliagdo das causas da instabilidade e procura de solugdes
para a manutenc¢éo da qualidade de sumo de maca 100% tratado a altas pressdes hidrostaticas (500 MPa,
120 s, 18°C, 0,1% de acido ascorbico). O escurecimento enzimatico do sumo e o depdsito formado deve-
se ao facto de, face ao sumo fresco, o tratamento conseguir apenas inativar 66% e 84,9% das enzimas
polifenoloxidase e pectinametilesterase, respetivamente, sendo a adigéo de acido ascérbico indispensavel
para garantir a estabilidade da cor do sumo a 4 °C durante 35 dias. Por este motivo estudou-se a aplicacao
de diferentes niveis de presséo (450 a 600 MPa) e conclui-se que a inativagdo da polifenoloxidase foi
diretamente proporcional a presséo, apesar de nao se ter atingido uma inativagdo efetiva mesmo as
pressbes mais elevadas. A pressdes superiores a 578 MPa atingiu-se a inativacéo efetiva (100%) da
pectinametilesterase. O tratamento alternativo por microondas (T = 87 a 105°C, tempo de rampa = 76 a
300 s, tempo de Aolding =0 a 180 s) mostrou-se eficaz na inativagdo total da pectinametilesterase em toda
a gama estudada. Este tratamento foi apenas eficaz na inativagéo da polifenoloxidase para temperaturas
superiores a 87 °C e tempo de rampa superior a 280 segundos e/ou a 101°C e tempo de rampa superior a

80 segundos, porém promoveu a formacgéo de 5-hidroximetilfurfural em concentracdes superiores a 150

ug.L™.

Palavras-chave: sumo de magd 100%; altas pressdes hidrostaticas; polifenoloxidase;

pectinametilesterase; microondas; 5-hidroximetilfurfural.



ABSTRACT

The aim of this study was to assess the causes of instability in 100% apple juice treated by high
hydrostatic pressure (500 MPa, 120 s, 18 °C, 0.1% ascorbic acid) and seek solutions to maintain the its
original quality. Enzymatic browning of the juice and the appearance of a precipitate in the bottom of
containers is due to the fact that the treatment is able to only inactivate 66% of polyphenoloxidase and
84.9% of pectinmethylesterase enzymes. The addiction of ascorbic acid was essential to maintenance the
colour of juice, at 4 °C during 35 days. By varying the applied pressure (450 to 600 MPa) it was concluded
that the inactivation of polyphenoloxidase was directly proportional to pressure, however an effective
inactivation was not reached even at higher pressures. Futhermore, for pressures higher than 578 MPa a
complete (100%) inactivation of pectinmethylesterase was achieved. Microwave treatment (T = 87 at 105
°C, ramp time = 76 to 300 s, holding time = 0 to 180 s) was completely effective (100%) in the inactivation of
the pectinmethylesterase across the studied range of radiation. The microwave treatment was equally
effective in the inactivation of polyphenoloxidase only for temperatures above 87 °C and ramp time above
280 seconds and/or temperature above 101°C and ramp time above 80 seconds. However, it was found

that this treatment promotes the formation of 5-hydroxymethylfurfural with concentration values above 150

ug.L™.

Keywords: apple juice 100%; high hydrostatic pressure; polyphenoloxidase; pectinmethylesterase;

microwaves; 5-hidroxymethylfurfural.



EXTENDED ABSTRACT

Nowadays, consumers reveal a higher interest in aspects related to health, composition and
functionality of food, which has triggered a growing demand for high quality products. Due to these new
patterns of consumption, the food industry has invested in diversification of technologies that provide

minimal degradation of processed products.

100% apple juice produced by Frubaca is currently preserved through a high hydrostatic pressure
treatment (500 MPa, 120 s, 18 °C, 0.1% ascorbic acid), however it has sensory changes that occur during
storage. The aim of this study was to assess the causes of this instability, seek solutions to maintain its

original properties and extend its shelf life.

It was found that 66% of polyphenoloxidase and 84.9% of pectinmethylesterase enzymes, remained
active after the preservation process currently applied by Frubacga. The presence of polyphenoloxidase is
the most responsible factor for the deterioration of the juice since it triggers the oxidation of phenolic
compounds that leads to browning of the juice during storage. Additionally, pectinmethylesterase produces
calcium pectates that, after agglomeration, result in the formation of a deposit in the juice. However,
through this treatment a reduced degradation of total phenolic compounds and antioxidant activity was

possible, when compared to heat-treated juice.

In order to overcome the inefficacy of the treatment currently applied by industry, other pressure levels
were studied, with the objective of inactivating polyphenoloxidase and pectinmethylesterase without

sensory degradation.

Based on the central composite rotatable experimental design (DCCR) the applied pressure levels
were 450 to 600 MPa, remaining the other variables of the process (120 s, 18 °C, 0.1% ascorbic acid)

constant.

It was found that the polyphenoloxidase activity tends to decrease with increasing pressure applied,
however full inactivation (100%) was not achieved. On the other hand, the inactivation of
pectinmethylesterase was 100% for pressure levels above 578 MPa. Despite this successful result, deposit
of juice starts to form prior the pressure treatment, more precisely after the crushing operation. Thus, the
formation of deposit by pectinmethylesterase should be significantly reduced by applying a pressure above

578 MPa during the treatment but also by decreasing the period after the crushing operation.



As a proposal for an alternative process, thermal treatment applied by microwaves in the range T= 87
to 105 °C, ramp time = 76 to 300 seconds and holding time = 0 to 180 seconds. An effective inactivation
(100%) of pectinmethylesterase was obtained in all points studied, as well as polyphenoloxidase only when
temperature above 87 °C and ramp time above 280 seconds and/or temperature above 101°C and ramp
time above 80 seconds. The disadvantage of microwave treatment is the formation of 5-
hydroxymethylfurfural - an undesirable sensorial agent, with concentration above 150 ug.L™ (flavour

threshold detection = 35,784 ug.L™).

This work showed that neither high-pressure nor thermal treatments alone can inactivate the enzymes
polyphenoloxidase and pectinmethylesterase - which are the most important agents for the shortened shelf
life of apple juice 100% produced by Frubaga, without promoting the undesirable formation of sensory
compounds above the sensorial threshold. However, for future works it is strongly advised to implement
both treatments in series or in parallel since it could bring the best of both worlds: similar sensory

characteristics to fresh juice with an extended shelf life.
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1. INTRODUGCAO E OBJETIVOS

O consumidor atual, revelando um maior interesse com aspetos relacionados com a salude e com
a composicao e funcionalidade dos alimentos tem manifestado uma crescente procura por produtos de
elevada qualidade. Assim, atendendo as suas necessidades especificas, tem-se assistido a um
crescente desenvolvimento de novas tecnologias de conservagdo alimentar, em detrimento dos
processos convencionais que maioritariamente utilizam a energia térmica para a diminuicdo e/ou

inativacao da microbiota e enzimas, retardando o processo de deterioragdo (Considine et al., 2008).

As tecnologias emergentes de conservacdo alimentar objetivam propiciar a seguranca
microbiolégica dos géneros alimenticios, aumentando o seu tempo de vida util, bem como proporcionar
minimas alteracées quimicas e bioquimicas, promovendo a manutengcdo da qualidade nutricional e
sensorial dos alimentos (Rendueles ef al., 2011). Estes processos alternativos tém suscitado elevado
interesse por parte da comunidade cientifica como tecnologias promissoras a serem empregues em
larga escala industrial, uma vez que além de promoverem a manutencéo de constituintes fundamentais
dos alimentos, sao tecnologias ecoldgicas e sustentaveis, com baixos requisitos de energia e utilizagao

de agua, superando diversas limita¢des intrinsecas aos métodos convencionais (Toepfl ef al., 2006).

As altas pressbes hidrostaticas, como método de conservacdo alimentar, tem sido alvo de
particular atengdo como uma alternativa viavel aos processos térmicos, visando a substituicdo ou
complementaridade de processos convencionais. Varios estudos indicam que num futuro préximo este
método podera ser uma alternativa que substitua por completo o tratamento térmico (Rastogi ef al.,
2007). No entanto, sera necessario um maior desenvolvimento no que diz respeito & compreensao da
cinética da atividade enzimdtica, ja que esta tecnologia ndo se revela totalmente eficaz na

estabiliza¢do desta componente (Hogan et a/., 2005).

As microondas, como um processo térmico de conservacdo alimentar, € entendido como um
processo alternativo por ter a capacidade de gerar calor diretamente no interior do alimento,
conduzindo a uma maior eficiéncia na aplicagdo da energia e, consequentemente, reduzir o tempo de
tratamento, quando comparado as tecnologias convencionais. Esta vantagem podera ser uma mais-
valia relativamente a qualidade do produto apds o tratamento, nomeadamente na manutencédo de
alguns constituintes termolabeis. No entanto, para ser utilizada como processo de conservagdo, mais
estudos terao que ser efetuados com o objetivo de conhecer as cinéticas de inativagdo microbiana e

enzimatica (Chandrasekaran et al., 2013).

Os sumos de fruta 100% s&o géneros alimenticios cada vez mais procurados devido a
conveniéncia que oferecem e por poderem constituir excelentes fontes de fruta. O sumo de maca

100%, sendo um dos mais apreciados e consumidos inclui normalmente processos térmicos



(pasteurizagdo) no diagrama de processamento. Por forma a evitar as implicagdes negativas
decorrentes do tratamento térmico, a Frubaga CRL produz sumo de macgd 100% utilizando as altas
pressdes hidrostaticas como método de conservagdo. As caracteristicas do sumo pressurizado sao
facilmente distinguiveis relativamente aos sumos pasteurizados pois apresentam uma cor, sabor e
aroma mais proximo do(s) hortofruticola(s) que Ihe deram origem. No entanto, o seu tempo de vida util
€ mais reduzido quando comparado aos tratados termicamente pois, apesar de se encontrar estavel
microbiologicamente, ainda existe atividade quimica/bioquimica por parte das enzimas que o
constituem, levando a um escurecimento precoce e a uma separagdo de fases indesejavel (Barbosa-

Caénovas et al., 2002).

Neste sentido, a presente dissertacdo de Mestrado teve como objetivo principal determinar e
avaliar as principais causas da instabilidade do sumo de macga 100% conservado por altas pressdes
hidrostaticas, tentando encontrar respostas e solu¢cdes com vista a aplicagdo segura e eficiente do
tratamento e manutencdo da qualidade, conduzindo a um aumento do tempo de vida util. Como
objetivos especificos, o estudo pretendeu (1) avaliar as alteragbes quimicas e bioquimicas resultantes
do processo de conservagédo aplicado na Frubaca em sumo de mag¢d 100%, por meio de altas
pressbes durante o tempo de prateleira atualmente praticado; (2) estudar o efeito da variacdo dos
parametros intrinsecos do processo de altas pressdes hidrostaticas (pressdao e tempo de
armazenamento) nas caracteristicas bioquimicas dos sumos; (3) propor melhorias e/ou alternativas ao
processo por forma a manter as caracteristicas do produto tratado semelhantes ao produto fresco,

equacionando-se um tratamento/pré-tratamento térmico alternativo do sumo, as microondas.



2. ENQUADRAMENTO TEORICO

2.1 SUMO DE FRUTA — MAGA

A crescente consciéncia da populacdo acerca da importdncia do consumo de alimentos
saudaveis na prevencao de doencas e na melhoria da qualidade de vida tem resultado num aumento
do consumo de frutas, horticolas e seus derivados a nivel mundial (Tiwari ef al., 2011). Desta forma, os
sumos de fruta 100% tém merecido real destaque por apresentarem elevados indices de consumo.
Segundo o anuario Nielsen (2010) existiu um incremento no consumo de 5% em volume deste tipo de
sumos em Portugal, apontando trés tendéncias que parecem ter impulsionado o crescimento desta
gama de produtos: (1) maior preocupagdo com a saude; (2) conveniéncia; (3) crescente impacto das

marcas proprias, encontrando nestas uma boa relagdo qualidade/preco.

Os consumidores tém demonstrado preferéncia por sumos que apresentam parametros de
qualidade elevados, que se assemelham o mais possivel aos seus congéneres em fresco, com o

minimo ou auséncia de conservantes ou outros aditivos alimentares (Cortés et al., 2008).

A magé, sendo um dos frutos com maior produgcdo em Portugal, detentor de elevado valor
nutricional, apresenta um elevado potencial comercial e industrial. A Macé de Alcobacga, um produto de
Indicagdo Geografica Protegida, é proveniente de uma reconhecida area do Oeste responsavel pela
maior produg¢édo deste fruto. O consumo de sumo de maga natural, ndo pasteurizado e estabilizado por
altas pressdes hidrostaticas, estd em franca expanséo, sendo muito apreciado pelo consumidor. No
entanto, o seu tempo de prateleira é consideravelmente curto quando comparado aos sumos tratados

termicamente (Kadam et al., 2012).

Os principais parametros apontados como fatores de qualidade dos sumos de fruta sdo a cor, o
grau de turbidez e o valor nutricional (Valdramidis ef a/., 2009). Os parametros nutricionais presentes
no sumo de maca com maior destaque sao os fitonutrientes, tais como, flavonéides, polifendis e acidos
fendlicos, que fornecem beneficios atuando na reducéo do risco de doencgas cardiovasculares. O sumo
de macad apresenta um teor de vitamina C inferior, comparativamente aos restantes compostos

nutricionais e a outras frutas (Tsao ef al,, 2005).

A maior problematica subjacente a produgcao de sumo de maca prende-se com o escurecimento
enzimatico que ocorre apds o corte dos tecidos do fruto, causado pela acdo da enzima
polifenoloxidase (PPO) caracteristica da polpa de maca (Gui et al, 2007). Por este motivo,
industrialmente é pratica comum a adicdo de acido ascérbico por forma a inibir o escurecimento,
proporcionando ao mesmo tempo uma fonte adicional de vitamina C (Tortoe et al,, 2007). Outra enzima

igualmente responsavel pelas caracteristicas que conferem qualidade ao sumo de maca é a



pectinametilesterase (PME). A sua atividade leva a precipitagdo de compostos presentes no sumo,
configurando perda de turbidez desejavel, levando a formacao de depdésito no fundo da embalagem
(Valdrimidis et al, 2009). Estes tipos de alteragbes desenvolvem-se rapidamente e tém um grande

impacto visual, interferindo na aceitagéo sensorial dos sumos de maca (Deliza ef al., 2005b).

Um dos parametros essenciais na qualidade do sumo de maca é a componente aromatica (Guo ef
al, 2012). A determinacgéo e caracterizacdo da composi¢ao volatil de sumos de maga tém sido alvo de
varios estudos. Dixon ef al. (2000) reportou a existéncia de 276 compostos volateis identificados na
mac¢a, dos quais 110 correspondem a ésteres, 48 alcoois, 26 aldeidos, 15 cetonas, 41 acidos, 7 éteres,
18 hidrocarbonetos, 9 compostos terpénicos, 1 norisoprendide e 1 lactona. Alguns destes compostos
sdo formados por reagdes enzimaticas que podem ocorrer (Guo ef al, 2012). Da totalidade de
compostos identificados apenas algumas dezenas sdo responsaveis pelo aroma caracteristico do

sumo de maga (Komthong et al., 2007).

A identificagdo dos compostos volateis depende da metodologia aplicada e da apresentagcédo da
amostra a analisar (maca inteira ou fragmentada em maior ou menor grau), sendo que no caso de se
utilizar a macga fragmentada em maior ou menor grau (cortada em fatias, esmagada, sumo, entre
outros) é importante ter-se em linha de conta que os compostos que estdo presentes sao provenientes
do préprio fruto, bem como os compostos formados durante os tratamentos sofridos pela amostra, tais

como os resultantes de reagdes de oxidagdes e/ou hidrdlise (Reis et al., 2009).

Além da preparacdo da amostra existem ainda outros fatores que influenciam o tipo e a
quantidade de compostos volateis presentes nas magas, tais como, a cultivar, as praticas de cultivo, as
condi¢des climaticas, a data de colheita do fruto e o seu estado de maturacao (Dixon ef a/., 2000). No
entanto, a maioria das cultivares de maca ja estudadas apresentam os mesmos compostos volateis,
embora em proporgao variavel (Oey et al,, 2008). As variedades de casca amarela foram associadas e
catalogadas como aquelas que produzem na sua maioria ésteres de acetato; e as de casca vermelha

produzem maioritariamente ésteres de butanoato (Dixon ef al., 2000).

Na Tabela 2.1 encontram-se descritos alguns dos compostos volateis identificados em diferentes
cultivares de macd que estdo diretamente relacionados com o seu aroma. Estes compostos
encontram-se presentes em concentragcdes superiores ao seu limiar de detecdo (LD) designando-se,

por isso, compostos de potencial impacto no aroma da macgé e seus derivados (Reis ef al,, 2009).



Tabela 2.1. Compostos volateis de impacto na composicao aromatica da maca e seus derivados.
Adaptado de Reis et al. (2009)

DESIGNAGAO DESCRITOR DE AROMA (u]g;i")
Acetato de etilo ananas, frutado, solvente 0,005
Acetato de butilo péra, picante 0,066
Butanoato de etilo ananas, frutado, banana 0,001
Acetato 2-metil-butilo maca, banana, solvente 0,005
Acetato de pentilo maca, banana, ananas, terra 0,005
Butanoato de propilo ananas, damasco 0,018
Hexanoato de metilo ananas, frutado 0,087
| 2-metilbutanoato de etilo maga, ameixa, frutado, verde 0,0001
Esteres
Propanoato de butilo ananas, frutado 0,025
Acetato de hexilo maca, péra, doce, floral 0,002
Butanoato de butilo maca, péra, ananas =
Hexanoato de etilo maca, ananas, frutado, fresco, doce 0,001
Pentanoato de butilo maca, framboesa =
Butanoato de hexilo ananas, doce =
Hexanoato de butilo ananas, frutado -
Hexanoato de hexilo verde, herbaceo =
Etanol alcodlico 100
) Butanol doce 0,5
Alcoois
2-metilbutanol manteiga, palha 0,25
Hexanol verde, herbaceo 0,5
Acetaldeido verde 0,015
Aldeidos Hexanal verde, herbaceo, gordura 0,005
>-hexenal magca verde, ameixa}, frutado, doce, verde 0,017
améndoa
Norisoprendides B-damascenona frutado, doce, mel, maga cozida 0,00002

Mattheis ef al (1999) verificaram que o estado de maturagcdo no dia da colheita é crucial e
determinante para a definicdo do aroma nas macas. Dado que este é um fruto climatérico, apés a
colheita o seu amadurecimento prossegue. Este amadurecimento é um processo que envolve
alteracGes em varios parametros, incluindo o aroma, e esta dependente da maturagéo do fruto no ato
da colheita bem como das condic¢des e da duragdo do armazenamento. Estudos realizados verificaram
que frutos colhidos num estado de maturagéo precoce e conservados durante um longo periodo de
tempo (18-20 °C, 40 dias) desenvolveram um aroma pouco intenso durante o seu amadurecimento; ao
passo que frutos colhidos num estado de maturagdo avancado, e apresentando metade do tempo de

armazenamento e amadurecimento, desenvolveram um aroma mais intenso. Uma colheita intermédia



entre estes estados de maturag@o permitira obter um desenvolvimento equilibrado do aroma ao longo

do amadurecimento, com um tempo de prateleira bastante aceitavel (Reis ef al., 2009).

Os compostos volateis presentes naturalmente na macd podem sofrer alteragdes apods
processamento (Su ef al, 1998). Diversos estudos reportam que sumos de macgéd tratados
termicamente perdem cerca de metade dos componentes volateis do fruto original (Perédi ef al,, 1981).
Su et al. (2002), apds aplicacao de diferentes tratamentos térmicos (57,2 °C durante 1 hora e 85 °C
durante 10 minutos), observaram uma reducgéo dos teores de todas as fragcdes volateis caracteristicas

da fruta em fresco.

2.2 PROCESSOS DE CONSERVAGCAO ALIMENTAR

A avaliagdo da qualidade dos alimentos efetuada pelos consumidores tem por base as
caracteristicas intrinsecas (sensoriais, nutricionais e funcionais) e extrinsecas do produto que,
juntamente com o seu periodo de vida util, determinam a preferéncia individual por determinados
géneros alimenticios. Adicionalmente, dada a crescente procura por produtos de alta qualidade que
satisfacam as expectativas dos consumidores, tem-se verificado um maior consumo de produtos com

caracteristicas semelhantes aos alimentos /in natura (Hogan et al., 2005).

Os processos de conservagao de alimentos mais utilizados pelas industrias envolvem a utilizagéo
de calor, como a pasteurizagéo, esterilizacdo e branqueamento; a remogao de agua por forma a
reduzir a atividade da agua (a,), como a desidratacdo e a secagem; e utilizacdo de frio, como a

refrigeragé@o e a congelagéo (Fryer et al., 2008).

Os processos térmicos geralmente conduzem a alteragdes na qualidade dos alimentos, tais como,
da componente vitaminica, modificacdo da textura e da cor, e ainda podem conduzir ao
desenvolvimento de “off-flavours’ (Norton et al. 2008). Assim, as novas exigéncias tém criado enormes
desafios a industria alimentar, que tem a urgente necessidade de criar/implementar novas tecnologias
que satisfagam os requisitos dos consumidores, nomeadamente na manutencéo das caracteristicas
exigidas bem como no tempo de vida util, funcionalidade, conveniéncia e seguranca dos alimentos
(Rawson et al.,, 2011). Devido a esta mudancga, a industria alimentar tem apostado no desenvolvimento
de tecnologias que substituam ou complementem as convencionais, tendo como objetivo dispensar ou
minimizar a utilizacdo de energia térmica no processamento e conservagédo alimentar, onde se
destacam as altas pressdes hidrostaticas (HHP) e tecnologias que utilizam energia térmica de forma
mais eficiente, como as microondas (MW), demonstrando serem tecnologias de elevado potencial a
escala industrial para diversas aplicagbes (Welti-Chanes et al, 2005; Knorr et al, 2011;

Chandrasekaran et al.,, 2013).



O papel dos consumidores sobre o processo de validagao da tecnologia € de extrema importancia
e deve ser considerada, dado que os avancgos tecnoldgicos tém que ser traduzidos em produtos
atraentes para os consumidores. Além disso, a alteracéo de valores e habitos de consumo estimula a
inovagao tecnoldgica alimentar, visando a produgéao de novos produtos (Deliza ef al., 2005b). A inter-
relacdo entre tecnologia e comportamento do consumidor deve receber mais atencdo na modulagem
de inovacao alimentar, pois a percegao e as preferéncias dos consumidores sdo os pontos de partida

para o sucesso de um processo tecnolégico (Linnemann ef al., 1999).

2.3 ALTAS PRESSOES HIDROSTATICAS NO PROCESSAMENTO E
CONSERVAGAO ALIMENTAR

O processo de alta pressado hidrostatica, também designado pelas nomenclaturas internacionais
como high pressure processing (HPP), high hydrostatic pressure (HHP) ou ultra high pressure (UHP)
consiste em submeter o alimento sélido ou liquido, pré-embalado ou nao, a pressdes que podem variar
de 100 a 1000 MPa (equivalente a 1000 a 10000 atmosferas). Nos sistemas industriais, as pressdes
utilizadas e economicamente viaveis encontram-se na faixa de 300 a 700 MPa (Farkas et a/.,, 2000;
San-Martin et al,, 2002). A literatura aponta que esta técnica preserva o valor nutricional dos alimentos
e, quando aplicada a temperatura ambiente, é relatado um efeito minimo sob o conteudo bioativo de
varios frutos e vegetais, comparativamente as tecnologias convencionais (Rastogi ef al., 2007; Oey et
al, 2008). As altas pressbes produzem diversos efeitos sobre a microbiota e componentes dos
alimentos, tais como, inativacdo microbiana, modificacdo de biopolimeros onde se incluem a
ativagdo/inativacdo enzimatica, a desnaturacdo proteica e a formagdo de géis; retengdo das

caracteristicas de qualidade, nomeadamente a cor, o sabor e o valor nutricional (Indrawati ef a/., 2004).

O primeiro registo da utilizagdo de HHP como um método de conservagao alimentar data de 1899,
quando Bert Hite (quimico do Agricultural Experiment Station, West Virginia, EUA) observou que o
periodo de vida utii comercial do leite e outros produtos poderia ser prolongado depois de
pressurizados (San- Martin et al, 2002). Este investigador demonstrou que os microrganismos
poderiam ser inativados no leite se este fosse submetido a pressdes de 650 MPa durante 10 minutos a
temperatura ambiente (Hendrickx ef a/, 1998). Mais tarde, Hite ef al (1914) relataram que as HHP
poderiam ser utilizadas a fim de aumentar o tempo de vida util de frutas e sumos de fruta, dado que as
leveduras e outros microrganismos responsaveis pelo processo degradativo eram muito suscetiveis a
pressoes elevadas. Posteriormente, Cruess (1924) também propds que a alta pressao poderia ser
utilizada com sucesso para preservar sumos de fruta, em que o baixo pH seria um inibidor de

microrganismos esporulados.

Esta tecnologia ndo cativou muito interesse por parte da industria alimentar até 1980, quando

Farkas, da Universidade de Delaware (EUA) demonstrou que as altas pressdes podiam reduzir
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substancialmente a carga microbiana patogénica e deteriorante, incluindo os microrganismos
esporulados, além de inativar determinadas enzimas e, a0 mesmo tempo, preservar as caracteristicas

naturais dos alimentos (Garriga et al., 2002).

O grande interesse pelo processamento de HHP tem-se desenvolvido desde 1985, quando
estudos e desenvolvimentos ao nivel da engenharia mecénica permitiram a construcdo de
equipamento de altas pressdes a custos razoaveis e com uma durabilidade suficiente para resistir a
milhares de ciclos. Assim o seu potencial foi reintroduzido na industria alimentar, inicialmente no
mercado japonés, onde uma grande variedade de produtos foi tratada por HHP (Balasubramaniam et
al. 2008a). Em 2012 existiam cerca de 160 industrias alimentares, espalhadas por quatro continentes,

a utilizar as HHP para o processamento e conservagao de diversos produtos (Barba et al., 2012).

2.3.1 DESCRICAO DO PROCESSO

No processamento de HHP os alimentos sdo submetidos a pressdes superiores a 100 MPa,
afetando as ligagbes ndo covalentes (pontes de hidrogénio, ligacdes iénicas e hidrofdbicas), uma vez
que sdo muito sensiveis a pressdo. Os compostos de baixa massa molecular, tais como os
responsaveis pelas caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos, ndo sao afetados pela

pressao (Welti-Chanes et al., 2005).

O processo tem por base dois principios fundamentais da fisica: o principio de Le Chatelier e a
teoria de Pascal (principio da presséo isostatica). O principio de Le Chatelier descreve que qualquer
fenémeno, transicao de fase, mudanca de conformagé&o molecular ou reagdo quimica acompanhado
por uma variagdo de pressdo estd associado a uma mudanga de volume, positiva ou negativa. O
aumento de pressao favorece os fendmenos que provocam a diminuicdo do volume, deslocando o
equilibrio na direcédo do sistema de menor volume (Rastogi ef al,, 2007). A teoria de Pascal ou principio
isostatico define que a pressdo é transmitida de forma uniforme e quase instantanea,

independentemente do tamanho, geometria e composi¢do da amostra (Norton ef a/., 2008).

A presséo, o tempo e a temperatura sdo as variaveis mais importantes a controlar no processo,
por se correlacionarem, deve ter-se em conta o efeito termodindmico do calor adiabatico de
compressdo que ocorre durante a compressao e a descompressao dos alimentos tratados e o meio de
transmisséo de pressao. O aquecimento que ocorre durante a compressao e o arrefecimento durante a
descompressdo podem ser descritos em funcdo das propriedades termofisicas do produto
compressivel (Knorr et al, 2011). Este aquecimento/arrefecimento adiabatico ocorre de forma
instantdnea, uma vez que as alteragdes de temperatura induzidas pela pressdo sdo previsiveis e

homogéneas em todo o produto. Este processo adiabatico ideal ndo ocorre na pratica, mas a extensao



do aumento de temperatura pode ser estimado entre 3-9 °C por 100 MPa, dependendo da matriz

alimentar tratada (Ting ef a/, 2002).

No que concerne aos modos de operagcdo, este processo pode ser efetuado em batch,
semicontinuo ou continuo, sendo que em todos o equipamento basico € composto por uma camara de
pressado (recipiente ou vaso), um sistema de geracdo de pressdo, um dispositivo para controlo da
temperatura e um sistema operacional (Mertens ef al,, 1993), tal como se encontra ilustrado na Figura

2.1,

Sistema operacional . ~ ~ s
P Sistema de geragao de presséao (pistao)

Camara de pressao (vaso)

Amostra de produto a tratar

Figura 2.1. Componentes que compoem um sistema de altas pressées hidrostaticas.

Fonte: Adaptado de Mathys (2008).

A eficiéncia da tecnologia de HHP é fung¢do de vérios fatores intrinsecos e extrinsecos dos
alimentos, tais como o tempo de tratamento, a taxa de compressao/descompressao, a temperatura, o
numero de ciclos, a composi¢céo e o estado fisiolégico dos microrganismos a serem inativados. Assim,
é essencial um profundo conhecimento do processo bem como das caracteristicas da matriz alimentar

para que o objetivo do tratamento seja atingido com a maxima rentabilidade (Hendrickx ef al., 2002).

As principais vantagens, comparativamente aos processos térmicos, centram-se (1) na
possibilidade deste tratamento ser efetuado a temperaturas iguais ou inferiores a temperatura
ambiente; (2) na minimizacao de operagdes prévias, dado que a transferéncia de presséo ocorre de
forma uniforme, ndo havendo dependéncia da forma e do tamanho do alimento; (3) na capacidade de
proporcionar segurang¢a microbiolégica sem a adi¢cdo de aditivos quimicos e (4) na possibilidade de
desenvolvimento de produtos com propriedades funcionais (Rastogi ef al, 2007). Apesar desta
tecnologia encontrar-se em expansdo e desenvolvimento em diversas unidades fabris, os elevados
custos que acarretam a aquisicao do equipamento bem como o processo em si tém condicionado a

disseminacao desta tecnologia (Meyer et al., 2000).



2.3.2 ALTAS PRESSOES HIDROSTATICAS EM PROCESSAMENTO DE
ALIMENTOS

Recentemente, resultado da investigacdo e desenvolvimento deste processamento, constatou-se
um aumento consideravel no nimero de vendas de alimentos tratados por HHP. O Japao, em 1990, foi
0 primeiro pais a comercializar os primeiros produtos (concentrados de fruta, geleias e gelatinas)
processados por HHP (Indrawati et al., 2004). Posteriormente, em 1996, a Europa e os EUA fazem as
suas primeiras comercializagdes. Desde entdo, inumeras unidades industriais apostam nesta nova
abordagem e, em 2012, existiam 160 instala¢cdes industriais, com volumes de producao que variavam
entre 55 a 420 litros/dia e uma produgao total anual de mais de 250 000 toneladas (Barba et al., 2012).
Na Tabela 2.2 encontram-se alguns produtos alimentares processados por HHP, comercializados por

diversas industrias.

Tabela 2.2. Produtos alimentares processados por HHP comercializados em varias industrias.

Fonte: Norton et a/. (2008)

EMPRESA PAis ANO PRODUTO TRATADO CT(;]:]':I‘);\%}I?E];:\ISTBE TI];:]?)A : STEI)IIE
Pampryl Franca 1994 Sumo de laranja e limao 400 MPa 18diasa4°C
Espuna Espanha | 1998 Presunto fatiado 400 MPa/ 15 °C/10-20 min 25 dias
Jumex México 2001 Sumos de citrinos 500 MPa 32 dias

- Libano 2001 Sumos de fruta (54 variedades diferentes) 500 MPa 30 dias
Frubaca Portugal 2001 Sumo de maca 500 MPa /120 s 28 diasa4°C

- Italia 2001 Sumo de magg, péra, morango e cenoura 600 MPa /1 min 1 a2 meses

- EUA 2002 Sumo de laranja e limonada 500 MPa 21 dias
Campo . . .

Frio Espanha | 2002 Presunto de frango fatiado 600 MPa /20 °C/3 min 35 dias

Vismara Italia 2004 | Presunto “Prosciutto”, salame e mortadela 600 MPa /20 °C =

- Rzr;it:;ca 2004 Sumo de brécolos com maga 550 MPa /22 °C 21 dias

A tecnologia de HHP pode ser utilizada numa ampla gama de produtos alimentares, sendo a sua
maior aplicacdo em produtos vegetais, seguindo-se os produtos carneos, sumos e bebidas, peixe e

marisco e outros produtos (Heinz et al., 2009b), tal como se encontra representado na Figura 2.2.
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QOutros produtos

Marisco e 7%
Peixe
15%

Produtos
carneos
Sumos e 28%
Bebidas
17%

Figura 2.2. Utilizacdo do método de conservacao por HHP em diferentes segmentos da industria
alimentar.
Adaptado de Heinz et a/. (2009b)

Os tratamentos efetuados aos alimentos utilizando HHP dependem do objetivo e do produto final
que se pretende obter (Barba ef al, 2012). O processamento por HHP em combinacdo com o
tratamento térmico suave (10 a 40 °C) é utilizado quando se pretende a pasteurizacdo de sumos de
fruta (Deliza et al., 2005a; Barbosa-Canovas ef al., 2008). Este tipo de tratamento necessita de baixas
temperaturas de armazenamento e distribuicdo, a fim de preservar a qualidade sensorial e nutricional
dos produtos (Mujica-Paz et al,, 2011). Esta tecnologia também apresenta potencial quando utilizada
com o objetivo de esterilizar produtos alimentares, aplicando temperaturas elevadas (60 a 90 °C)
(Black et al., 2007). Além dos mencionados, as HHP tém sido alvo de diversos estudos para um vasto
campo de aplicagdes, como exemplo, um pré-tratamento que promova a extragcdo de diversos

compostos bioativos (Corrales ef al.,, 2008).

2.3.3 EFEITO DAS ALTAS PRESSOES HIDROSTATICAS NOS PARAMETROS
GLOBAIS DE QUALIDADE DOS SUMOS DE FRUTA

A fruta, desde a colheita ao seu consumo, é exposta a varios fatores adversos que alteram as
suas propriedades. O processamento é a etapa da cadeia alimentar que mais afeta as caracteristicas
fisicas e bioquimicas e que determina a seguranca e o periodo de vida util do produto (Valdramidis et
al, 2009). A tecnologia de HHP em sumos de fruta, como processo alternativo de conservagéo, é
normalmente realizado a pressdes iguais ou superiores a 400 MPa, durante alguns minutos, a uma
temperatura inferior ou igual a 20 °C (Patterson, 2005). As HHP tém como principais objetivos a
inativacdo microbiana e enzimatica, com o consequente aumento do periodo de vida util do produto,

mantendo simultaneamente as caracteristicas sensoriais e nutricionais (Norton ef a/., 2008).
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A Tabela 2.3 descreve os resultados obtidos em varios estudos que incidiram sobre os efeitos de

HHP nas caracteristicas fisicas e bioquimicas em diferentes sumos de fruta.

Tabela 2.3. Efeito do processamento por HHP nas propriedades fisicas e bioquimicas de sumos de fruta.

PRODUTO CONDIQ()ES DE TRATAMENTO PRINCIPAIS CONCLUSOES REFERENCIA
Manutencao da turbidez antes e ap6s o
500 2900 MPa /60 °C /1 s a 10 min ¢ P Parish (1998)
tratamento.
Manutencéo das propriedades sensoriais Takahashi et al.
600 MPa /5 °C /1 min S D el @ '
apos tratamento. (1998)
500 a 800 MPa / temperatura ambiente / Manutencao do pH, °Brix, acidez total e Férnandez-
Sumo de 5 min viscosidade ap6s o tratamento e ao longo do Garcia et al.
laranja 21 dias de armazenamento a 4 °C armazenamento. (2001)
Manutencao do pH, °Brix, acidez total e
600 MPa /20 °C /1 min viscosidade apos o tratamento e ao longo do
12 semanas de armazenamentoa4 e 10 | armazenamento. O indice de escurecimento Bull et al. (2004)
°C aumentou significativamente ao longo do
tempo.
Sumo de 500 a 800 MPa / temperatura ambiente / Manutencéo do pH, °Brix, acidez total e Férnandez-
laranja-liméo- 5 min viscosidade apos o tratamento e ao longo do Garcia et al.
cenoura 21 dias de armazenamento a 4 °C armazenamento. (2001)
Manutencao da viscosidade. Diminuicéo do
Sumo de Zhang et al.
. 300 a 900 MPa /60 °C /5 a 60 min grau de escurecimento do sumo com o N
melancia (2011)

tratamento.

300 a 900 MPa/20°C/2a 10 min

Manutencao do indice de escurecimento ao

Castellari et al.

Sumo de uva
3semanasab°C longo do tempo de armazenamento. (2000)
Sumo de Barba et al.
2 MPa /20 a 42 ° 15 mi M a H e °Bri 3 .
mirtilo 00 a 600 MPa /20 a C/5a15min anutengao do pH e °Brix apos tratamento (2012)
Aumento da pectina total com 0 aumento da
pressao, nao tendo apresentado uma
500 2 900 MPa /3 a 9 min relacéo linear c9m agmento (_10 tempo de Porreta et al.
tratamento. A viscosidade foi fortemente (1995)
Sumo de afetada pela presséo aplicada, mas
tomate independente do tempo de tratamento.
A L .
400 a 500 MPa /2 a 40 °C /10 min s caracteristicas sensoriais do sumo Daoudi et al.
tratado permaneceram mais estaveis vs (2002)

60 dias de armazenamento a 4 °C

sumo nao tratado.

Sumo de maca

100 a 300 MPa /4 e 20 °C
armazenamento a 4 °C

Manutencao do pH, °Brix e acidez total apos
o tratamento. A viscosidade aumentou cerca
de 5% no tratamento a pressao e
temperatura mais elevadas.

Suarez-Jacobo
etal, (2011)

A cor dos sumos de fruta € um dos atributos mais importantes na preferéncia e no “ato da escolha”
do consumidor. Tem sido utilizada em diversos estudos como um indicador da qualidade nutricional e

organolética durante os tratamentos de processamento/conservagéo e subsequente armazenamento,

pois estd ligada com a percecdo de algumas caracteristicas que parecem ter grande
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representatividade na qualidade dos sumos processados (Barba ef al,, 2012). Existem varios fatores
que causam o escurecimento da fruta nomeadamente (1) o escurecimento enzimatico dos compostos
fendlicos, (2) a oxidagcdo do &cido ascoérbico, (3) as caramelizacdes e (4) as reacdes de Maillard

(Vaikousi et al., 2008).

O processo de HHP pode influenciar a cor dos sumos de fruta, estando fortemente associado a
temperatura de processamento e ao produto (Barba et al, 2012). Segundo Oey et al (2008) a
utilizacdo de HHP como método de conservacéo, a temperaturas baixas, tem um efeito limitado sobre
os pigmentos (clorofilas, carotenoides, antocianinas, entre outros) responsaveis pela coloragdo dos
sumos. No entanto durante o armazenamento, a cor vai apresentando alteragcdes devido a uma
incompleta inativagdo enzimatica, que podera resultar em reagdes indesejaveis na matriz alimentar
(Daoudi et al., 2002). Na Tabela 2.4 estdo descritos alguns estudos em sumo de laranja, tomate e uva
branca, cujo objetivo foi verificar a evolugao da cor do sumo apds tratamento térmico e por HHP a
diferentes condi¢des de pressao e temperatura, ao longo do tempo de armazenamento (Daoudi ef al,

2002; Polydera et al., 2003; Bull et al,, 2004; Polydera et al., 2005; Dede et al., 2007).

Tabela 2.4. Efeito de diferentes condi¢coes de tratamento por HHP na cor de sumos de fruta.

PRODUTO CONDICOES DE TRATAMENTO PRINCIPAIS CONCLUSOES REFERENCIA
Alteracdes na cor com o tempo de
armazenamento sem correlagdo com o
500 a2 600 MPa/35a40°C/4 a5 min 9 _ Polydera et al.,
tratamento a HHP, com a pasteurizacgéo (80 °C /
2 meses de armazenamentoa O e 15 °C ) (2003)
1 min) nem com a temperatura de
armazenamento.
Taxas inferiores de alteracao de cor do sumo
Sumo de tratado a HHP vs ao pasteurizado (80 °C/ 1 min
) 600 MPa /35 °C / 5 min V580 pasteurizado ( W e cren,
laranja em todas as temperaturas de armazenamento,
armazenamento de 0 a 30 °C ) (2005)
exceto a 30 °C (valores superiores de
escurecimento.
600 MPa /20 °C/1 min Manutencéo da cor apos tratamento a HHP vs
12 semanas de armazenamento a4 e 10 sumo nao tratado. Alteragdes na cor com o Bull et al. (2004)
°C tempo de armazenamento.
M It 0 trat:
Sumo e 250MPa /35°C/ 15 min enores alteraghes e cordosumo raado? | bede et
tomate 30 dias de armazenamento a 4 e 25 °C P ’ 9 (2007)
do armazenamento.
Sumo de uva 4002500 MPa /2 a20°C /10 min Man:neni;é.o do§ parametros fja cor (valor de L*, Daoudi et al.
branca a* e b*) imediatamente apds o tratamento. (2002)
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O interesse pelo estudo da composicédo fendlica dos alimentos deve-se ao reconhecimento das
suas propriedades antioxidantes, pela sua abundancia numa vasta gama de alimentos e pelo seu
papel preventivo em doengas associadas ao stress oxidativo (Middleton ef a/, 2000). Os compostos
fendlicos sdo metabolitos secundarios das plantas e, quimicamente, pertencem a classe de compostos
que possuem um ou mais grupos hidroxilo ligados a um anel aromatico, encontrando-se geralmente
associados a ésteres e glicosideos (Vermerris ef al., 2006). Os compostos fendlicos estéo localizados
nos vacuolos (97%), sendo que nas células da epiderme e sub-epiderme as suas concentracdes sao
superiores as encontradas nos tecidos internos dos frutos. No caso da macga, a relagdo de
concentracdo de fendis casca/polpa pode ser de 3 a 10 vezes superior, dependendo da cultivar

(Nicolas et al., 1994).

A composicao fendlica em sumos de macga tem merecido consideravel interesse devido a sua
influéncia nas caracteristicas sensoriais como a cor, os sabores amargo e adstringente, na formacéo
de certos aromas e na turbidez (Tomas-Barberan ef al., 2001). A composi¢cao em compostos fendlicos
€ dependente da cultivar de mag¢a, do grau de maturacéo, das condi¢des culturais bem como do tipo
de extragcdo durante o processamento. Durante o processamento, a concentragdo de fendis pode ser
alterada devido a oxidac&o enzimatica catalisada pela polifenoloxidase (PPO) (Nogueira et al., 2003).
A oxidagao enzimatica que ocorre por agéo da PPO pode ser bloqueada pela utilizagdo de compostos
antioxidantes, como o &cido ascérbico, que podem atuar na inibicdo da enzima, interagir como
intermediarios da oxidagédo enzimatica ou como agentes redutores, reconvertendo as quinonas aos
compostos fenolicos originais. Desta forma, a maior perda de conteudo fendlico durante o
processamento ocorre pela oxidacdo durante e apds a operacéo de trituragdo e por uma incompleta
extracao dos tecidos da fruta. Por forma a melhorar o rendimento de sumo extraido, ao triturado podem
ser adicionadas enzimas, como pectinases e celulases, que proporcionam um aumento de extracao de
compostos fendlicos, uma vez que os polifendis como as catequinas, epicatequinas, procianidina B2 e

quercetinas podem estar associados a parece celular (Will ef al., 2000).

O efeito dos tratamentos por HHP no conteudo fendlico total de sumos de fruta varia com a

intensidade do tratamento e com o tipo de fruta (Barba ef al., 2012).

Alguns autores evidenciam nos seus estudos diferentes resultados no conteudo fendlico total dos
sumos apos tratamento por HHP (Esteve ef al, 2008; Barba ef al,, 2012; Ferrari et al., 2011; Suarez-
Jacobo ef al, 2011) tal como mostra a Tabela 2.5. Em sumo de macéa, Suarez-Jacobo ef al. (2011),
apos o tratamento aplicado (100 a 300 MPa / 4 e 20 °C) nao observaram alteragdes significativas na

TPC, comparativamente ao sumo fresco.
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A capacidade antioxidante total (TAC) constitui um dos parametros importantes na avaliacdo da
qualidade dos sumos. Os sumos de ma¢a apresentam uma elevada capacidade antioxidante devido a
sua composicao em compostos fendlicos como flavonodides, polifenois, acidos fendlicos. A vitamina C

também se encontra presente, em niveis baixos, na ordem de 0,05 mg.g™” (Valdramidis et al,, 2009).

O tratamento por HHP influencia a estabilidade de vitaminas e o rendimento da extragcdo de
compostos bioativos, sendo espectavel obterem-se alteragbes na capacidade antioxidante total apos a
sua aplicagcédo (Oey et al., 2008). Porém, alguns estudos demonstram que o efeito da pressdao nem
sempre influencia este parametro (Férnandez-Garcia et al, 2000; Férnandez-Garcia et al, 2001;

Sanchez-Moreno et al., 2005; Baron et al., 2006).

Varios estudos tém sido realizados a fim de avaliar a capacidade antioxidante total em sumos de
fruta, onde foram aplicadas uma ou varias metodologias, entre as quais ferric reducing antioxidant
power (FRAP), oxygen radical antioxidante capacity (ORAC), 2,2-dijphenyl-1-picrylhydrazy/ (DDPH),
trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC ou ABTS). E pertinente utilizar varias metodologias na
avaliacdo da capacidade antioxidante em produtos de fruta, dada a variabilidade de composi¢do dos
mesmos (Barba ef al, 2012). Porém, segundo Rufino ef al. (2007) a metodologia mais utilizada e
apropriada para frutas e derivados é a da captura do radical livre DDPH. Varios estudos realizados por
diversos autores, descritos na Tabela 2.5, demonstram a evolu¢do da capacidade antioxidante total em
sumos de laranja, laranja-limao-cenoura, tomate, uva e macé, apos os tratamentos de conservacéo e
tempos de armazenamento (Férnandez-Garcia ef al,, 2000; Férnandez-Garcia et al,, 2001; Polydera et
al, 2003; Indrawati et al., 2004; Sanchez-Moreno et al., 2005; Baron et al., 2006; Dede et al., 2007; Del

Pozo-Insfran et al., 2007; Esteve et al., 2008; Suarez-Jacobo et al,, 2011).

Diversos autores estudaram o efeito da aplicagdo de HHP, em diversas condi¢des, na TAC de
sumo de maca. Fernandez-Garcia ef al. (2000), apds aplicar um tratamento de 600 MPa, a 60 °C,
durante 30 minutos, observaram uma reducéo de 25% da TAC mantendo-se constante durante 1 més
de armazenamento. Outro estudo em que foi aplicado um tratamento no intervalo de pressao entre 200
a 600 MPa, a uma gama de temperatura entre 15 a 65 °C realizado por Baron ef a/. (2006), concluiu
que ndo existiram alteracdes significativas nos valores da TAC apéds o tratamento. Suérez-Jacobo et al.
(2011), aplicando um tratamento a pressdes mais baixas (100, 200 e 300 MPa) em combinagdo com
duas temperaturas (4 e 20 °C), mediram a TAC através de 4 metodologias: ORAC, DDPH, ABTS e
FRAP. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os valores obtidos nos métodos FRAP e
DPPH, no entanto diferengas significativas foram detetadas comparativamente ao sumo fresco. No
método ABTS foram observados valores menores de TAC quando o tratamento foi realizado a 20 °C.
Os ensaios realizados pelo método ORAC apresentaram valores mais baixos de TAC em sumos
tratados a 100 MPa. Em todos os ensaios realizados neste estudo, os valores de TAC do sumo fresco

apresentaram valores mais elevados (5 — 19%) comparativamente aos sumos tratados a HHP.

15



Tabela 2.5. Efeito de diferentes condicoes de tratamento por HHP no contetido fendlico total e na
capacidade antioxidante total de sumos de fruta.

PRODUTO

CONDIGOES DE TRATAMENTO

PRINCIPAIS CONCLUSOES

REFERENCIA

Sumo de
laranja

500 a 800 MPa / temperatura ambiente
/5 min
21 dias de armazenamento a 4 °C

Manutencao da TAC durante o armazenamento.

Férnandez-Garcia
et al. (2001)

400 MPa /40 °C /1 min
20 dias de armazenamento a 4 °C

Manutencéo da TAC (DPPH) apds tratamento
comparativamente ao sumo pasteurizado (70 °C
/305s).

Sanchez-Moreno
et al., (2005)

400 MPa /42 °C /5 min
7 semanas de armazenamento a4 e
10°C

Manutencéo de TPC apos o tratamento.
Aumento de 5% do TPC durante o
armazenamento a 4 °C.

Diminuicdo menor (4,2%) da TAC (TEAC) apos
HHP vs sumo pasteurizado (90°C/20 s -
38,2%).

Esteve et al,
(2008)

500 a 600 MPa/35a40°C/4 a5 min
2 meses de armazenamentoa 0 e 15
°C.

Aumento da capacidade de retengdo da TAC
apos HHP durante o armazenamento vs sumo
pasteurizado (80 °C / 1 min).

Polydera et al.,
(2003)

100 a 800 MPa/30a100°C/0a90
min

TAC (TEAC) diminuiu em funcéo da temperatura
e do tempo de tratamento.

Indrawati et al.,
(2004)

Sumo de
laranja-limao-
cenoura

500 a 800 MPa / temperatura ambiente
/5 min
21 dias de armazenamento a 4 °C

Manutencédo da TAC (DPPH) durante o tempo de
armazenamento.

Férnandez-Garcia
et al. (2001)

Sumo de
tomate

250 MPa/35°C /15 min
30 dias de armazenamento a 4 e 25 °C

TAC (DPPH) diminuiu 10% quando a amostra foi
armazenada a 4 °C.

Dede et al. (2007)

Sumo de
mirtilo

200a600 MPa/20a42°C/5a15
min

Aumento do TPC apés o tratamento a 200 MPa
durante 5 a 15 min e 400 MPa durante 15 min.

Barba et al. (2012)

Sumo de
roma

400 MPa /25 °C /5 min
56 dias de armazenamento a 4 °C

Manutencao do TPC apods tratamento.

Ferrari et al. (2011)

Sumo de uva

400 a 550 MPa / 15 min

TAC (ORAC) diminuiu com o aumento de P do
tratamento, 21 e 45% respetivamente.

Del Pozo-Insfran
etal., (2007)

Sumo de
maca

600 MPa /60 °C /30 min
1 més de armazenamento a 4 °C

Manutencao da TAC (ABTS) apos tratamento e
durante o armazenamento.

Férnandez-Garcia
et al., (2000)

200 a 600 MPa/15a65 °C

Manutencéo da TAC ap6s o tratamento.

Baron et al.,
(2006)

100 2 300 MPa/4 e 20 °C
armazenamento a 4 °C

Manutencao de TPC apos o tratamento.
Manutencao da TAC (FRAP e DPPH) apds
tratamento. Verificaram-se perdas de TAC
(ORAC e TEAC) vssumo fresco. Todas as

metodologias apresentaram valores superiores
quando comparadas com o sumo pasteurizado
(90 °C/ 4 min).

Suarez-Jacobo et
al, (2011)
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A componente enzimatica dos sumos de fruta tem sido alvo de inumeros estudos pois esta
diretamente relacionada com importantes parametros sensoriais, como a cor, 0 sabor e a turbidez, que
constituem o primeiro impacto para a sua aceitacdo por parte do consumidor (Yaldagard ef al,, 2008).
A aplicagcao de HHP promove, em diversos casos, a inativagéo das enzimas, reduzindo a degradacgéo
nutricional e sensorial dos alimentos tratados (Mujica-Paz et al, 2011). No entanto, a resposta de
determinada enzima ao processo de HHP depende fortemente da pressao, temperatura e tempo de
tratamento, da origem da enzima, da natureza do substrato, do pH, do teor de humidade e de outros
parametros da matriz em causa (San-Martin et al,, 2002). As enzimas apresentam diferentes niveis de
resisténcia a pressdo porém, de um modo geral, pressbes relativamente baixas (= 100-200 MPa)
podem estimular a ativacdo de algumas enzimas e, por outro lado, pressdes mais elevadas (= 400-
1000 MPa) geralmente conduzem a sua inativagdo (Mujica-Paz et al, 2011). No que concerne a
inativacdo das enzimas, Miyagawa ef al (1964) distinguiram 4 grupos, com base na perda e
recuperacao da atividade da enzima, podendo esta estar (1) completa e irreversivelmente inativada, (2)
completa e reversivelmente inativada, (3) incompleta e irreversivelmente inativada e (4) incompleta e
reversivelmente inativada. Assim, o estudo e avaliagdo do tipo de inativagdo torna-se essencial para a
previsdo do comportamento dos sumos, caracteristica fundamental para avaliar as transformagées que
0 sumo podera sofrer ao longo do tempo de armazenamento e definicdo do tempo de vida util

(Hendrickx et al., 1998).

A maior problematica inerente ao processamento de sumo de macga prende-se com a alteragdo da
cor, desencadeada pela acdo da polifenoloxidase (PPO) e com a separacdo de fases
desencandeando a formagdo de depdsito no fundo da embalagem, originado pela
pectinametilesterase (PME) (Niu ef al., 2010). O escurecimento enzimatico promovido pela PPO, de
nome sistematico monofenol, di-hidroxifenilalina: oxigénio redutase (EC 1.14.18.1), consiste na
oxidacdo do substrato fendlico a o-quinonas, moléculas que se condensam combinando-se com 0s

grupos amina ou sulfidrilo de proteinas, obtendo-se polimeros corados - melanoidinas (Valdramidis ef

al., 2009).
. P O d 3 . . ~
Composto Oxidag&o . xicagso ) Polimerizagao Polimeros corados
. —————> o-difenol ——> o-quinona e
fendlico PPO + O %PPO Lo / (melanoidinas)

Aminoécidos
Proteinas

Figura 2.3. Esquema de reacao de escurecimento enzimatico promovido pela polifenoloxidase.
Fonte: Adams et al. (2010)
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Por forma a evitar a formacgéo destes pigmentos escuros (Figura 2.3) sdo usualmente adicionados
agentes redutores, como 0 acido ascorbico, que atuam na zona reversivel da reagao (formagéo de o

quinonas), dando lugar a o-difendis incolores (Hendrickx et al,, 1998).

A atividade da enzima PME, de nome sistematico pectina-pectil-hidrolase (EC 3.1.1.11.), é
responsavel por grande perda de qualidade nos sumos, causando a reducdo da viscosidade,
separacdo de fases devido a precipitacdo de pectatos de célcio e, consequente perda de turbidez
desejavel (Niu et al, 2010). Tal como demonstra a Figura 2.4, esta promove a desesterificagdo dos
grupos metéxilo das cadeias de pectina, a partir dos residuos de acido galacturénico metilado das
moléculas de pectina, promovendo a libertacdo de metanol e produzindo polimeros de menor grau de

esterificacao (Wilinska et al., 2008).

pectlnametllesterase (PME)

COOCH, COOCH, COOCH, COOH COOCH, COOCH,

e

e @OOO

COOH COOH COOH
R oy o,
" Non on nA"° INgH H
H H
H OH H OH H  OH

Figura 2.4. Esquema da reacado promovida pela pectinametilesterase.
Fonte: Adams et al. (2010)

Varios sumos de fruta tém sido alvo de diversos estudos por forma a compreender o efeito de
HHP na redugéo da atividade enzimatica da PPO e da PME (Anese et al, 1995; Riahi ef al, 2003;
Valdramidis et al, 2009), tal como se descreve na Tabela 2.6. Anese ef al. (1995) avaliaram um
tratamento de 900 MPa, a 25 °C, durante 1 minuto em sumo de macé o qual resultou numa redugéo de
atividade da PPO de 90%. Segundo Valdramidis ef al. (2009), apds a aplicagdo de um tratamento de
750 MPa, a uma gama de temperaturas entre 10 e 50 °C, durante um intervalo de 10 a 90 minutos,
observaram uma reducdo mais efetiva da atividade da PPO (51,4%) apos aplicagcdo do bindomio 50
°C/50 min. Em ambos os estudos observou-se uma diminui¢do na atividade da enzima com o aumento
da temperatura. No que concerne a atividade da PME, o mesmos autores observaram uma redugéo de

81,4% apos aplicagdo das condi¢gdes mais extremas de tratamento (750 MPa / 50 °C / 90 minutos).
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Numa publicagéo anterior, os mesmos autores afirmaram que, utilizando o método de conservagéo por
HHP, foi atingida uma inativacdo de 95% da atividade de PME face ao sumo sem tratamento

(Valdramidis et al.,, 2007).

Tabela 2.6. Efeito de diferentes condi¢c6es de tratamento por HHP na atividade enzimatica da

pectinametilesterase e polifenoloxidase de sumo de maca.

CONDIGOES DE TRATAMENTO PRINCIPAIS CONCLUSOES REFERENCIA

900 MPa/25°C /1 min Reducéo de 90% da atividade da PPO. Anese et al. (1995)

. Tratamentos acima de 400 MPa, durante 25 minutos resultaram N
200 a 400 MPa /0 a 180 min o . Riahi et al. (2003)
numa inativagéo da enzima de 100%.

Maior reducéo da atividade da PPO (51,4%) no tratamento a 750
MPa /50 °C /50 min. Para todos os bindmios estudados a reducao
da atividade estava diretamente relacionada com o aumento da

temperatura.
P . Valdramidis et al.

750 MPa/10a50°C /10 a 90 min (2009)

Reducao mais efetiva da atividade da PME (81,44%) no tratamento
a 750 MPa /50 °C /90 min. Para todos os binémios estudados a
reducao da atividade estava diretamente relacionada com o
aumento da temperatura.

2.4 As MICROONDAS NO PROCESSAMENTO E CONSERVACAO DE SUMO DE
MACA

Atendendo & ineficacia das altas pressbes hidrostaticas na inativagdo efetiva da componente
enzimatica, a tecnologia de microondas (MW) pode constituir um tratamento de interesse no

processamento de sumos de fruta (Salazar-Gonzalez et al., 2012).

A tecnologia de microondas como processo de conservagao de alimentos tem por base a redugéo
da carga microbiana por intermédio de energia térmica (Chandrasekaran ef al., 2013). O aquecimento
(aquecimento volumétrico) ocorre devido a interagdo da radiagdo eletromagnética aplicada, em
determinadas frequéncias, com os materiais dielétricos que constituem a matriz alimentar. Em
contraste com os sistemas de aquecimento por condugéo e convecgédo, esta tecnologia tem inimeras
aplicagdes na industria alimentar uma vez que a radiagcdo de MW tem a capacidade de penetrar
diretamente no material, resultando numa maior eficiéncia energética, conduzindo a uma redugéo dos
tempos de aquecimento. Como consequéncia, € espectavel uma maior manutencao das propriedades

sensoriais e nutricionais dos produtos tratados (Zhu et al., 2007).
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Do ponto de vista fisico, o aquecimento por MW é um processo complexo pois depende da
capacidade de propagacao das MW na matriz alimentar. Essa propagacao é regida pelas equacdes de
Maxwell (Chandrasekaran et al, 2013). A principal caracteristica do aquecimento por MW é a
capacidade de geracdo de calor no interior do alimento que n&do é alcangavel por outro método

convencional (Salazar-Gonzalez et al., 2012).

Esta tecnologia foi idealizada pela primeira vez pelo Dr. Percy Spencer, tendo patenteado a sua
ideia em 1945. O primeiro processo de MW a escala industrial foi introduzido na década de 60, na
secagem de batatas fritas (Tewari ef al., 2007). A partir de 1991 comecgaram a ser comercializados os
primeiros microondas domeésticos. Industrialmente esta tecnologia é utilizada principalmente em
operacoes de desidratacdo de sdlidos, pré-cozedura de produtos carneos e descongelacdao. Como
método de conservacao alimentar o numero de industrias que utilizam é menos significativo, existindo

a necessidade de estudos que permitam a melhoria neste campo de aplicacao (Tewari ef al,, 2007).

A aquisicdo do equipamento de MW, a nivel industrial, € dispendioso porém os custos de
utilizagcéo séo inferiores quando comparados a tecnologia térmica convencional. Atualmente, os custos
de aquisicdo estdo a diminuir devido aos avangos recentes no que toca ao design e aos materiais

utilizados no equipamento (Salazar-Gonzalez et al., 2012).

No processo térmico gerado por MW os produtos alimentares sao submetidos a frequéncias de
915 ou 2,450 MHz (Fryer et al., 2008). Existem dois mecanismos principais pelos quais as MW geram
calor nos materiais dielétricos: polarizag&o ionica e rotacao dipolar. A polarizagao iénica ocorre quando
os iBes se movimentam em resposta a um campo elétrico. Durante essa deslocagéo, os ides colidem
com outros ides, havendo a conversao da energia cinética em calor. Uma solugdo com elevada
concentracdo de ides tera colisdes idnicas mais frequentes e, consequentemente, apresentard um
aumento de temperatura mais rapido quando comparado a solugdes de concentragbes idnicas
inferiores (Suarez et al, 2000). O mecanismo de rotacao dipolar € o mais importante, porém esta
dependente da presenca de moléculas polares (como a agua). Em condigbes normais, as moléculas
de agua e outras polares estao orientadas aleatoriamente, contudo na presenca de um campo elétrico,
estas tendem a linhar-se com esse mesmo campo. Enquanto existe esta movimentagdo é causado
atrito intermolecular que é dissipado por toda a matriz, gerando instantaneamente calor (Salazar-
Gonzélez et al, 2012). O calor gerado propaga-se em todas as dire¢des e, em alimentos liquidos
geram-se correntes de conveccdo que beneficiam a transferéncia de calor em todo o alimento

(Tajchakavit et al., 1997).

Os modos de operagcédo das MW consistem na aplicagdo de microondas a uma dada poténcia de
forma continua ou em bafch (descontinuo). No caso de sistema continuo, este é utilizado quando se
pretende atingir um determinado valor de temperatura sem interesse no tempo de tratamento. O forno

emite radiacdo ao produto sempre com a mesma poténcia e, apds atingido o valor de temperatura
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pretendido, a emisséo termina. Por outro lado, quando o objetivo é atingir uma dada temperatura, num
determinado intervalo de tempo, utiliza-se o sistema bafch em que, o equipamento faz a gestédo da
poténcia a que deve trabalhar por forma a cumprir o bindmio tempo/temperatura que se pré-
monitorizou (Suarez et al, 2000). Em ambos os casos, o equipamento basico é constituido por um
forno, fonte de alimentacéo, tubo de alimentagéo, seccédo de transmisséo, placa oscilante, sistema de

monitorizagao e sistema de controlo de temperatura (Tewari ef al., 2007).

A eficiéncia do tratamento por MW depende de fatores relacionados com o equipamento utilizado
e com o produto a tratar. A frequéncia a que o tratamento é efetuado bem como a poténcia utilizada
séo os fatores que mais se relacionam com a performance do equipamento (Tajchakavit ef al,, 1997).
No que concerne aos fatores relacionados com o produto a tratar, Salazar-Gonzalez et al. (2012)
referiram (1) a temperatura inicial, pois a absor¢éo de energia resulta num aumento de temperatura;
logo, o tempo de aquecimento e temperatura final do produto irdo depender da temperatura inicial do
produto; (2) o volume e forma, dado que o aquecimento sera mais rapido quanto menor for o volume e
mais regular for a forma (esfera); (3) propriedades térmicas, sendo que quanto maior for a
condutividade térmica maior sera a dissipacdo de calor apds rececdo das MW; (4) a densidade e
consisténcia, pois a eficiéncia do tratamento é inversamente proporcional ao aumento destes

parametros nos alimentos.

As vantagens apontadas para esta tecnologia prendem-se com: (1) a capacidade de aquecimento
do produto em tempos inferiores quando comparados com o processamento convencional, levando a
uma substancial retengdo dos constituintes termolabeis presentes no alimento que representam
importantes fatores de qualidade (Suarez ef al., 2000); (2) a eficiéncia energética, pois o calor é gerado
no interior do alimento (Datta, 2003); (3) a possibilidade de manuseamento sem que haja perigo para o
manuseador, dado que o equipamento ndo aquece, apenas o alimento (Datta, 2003); (4) ser uma
tecnologia ecoldgica, pois ndo existe producéo de gases nem geracdo de residuos toxicos (Salazar-

Gonzélez et al., 2012).

A principal desvantagem reconhecida nesta tecnologia € a distribuicdo da temperatura néo
uniforme, resultando em pontos quentes e frios nos produtos tratados. Esta ineficiéncia esta associada,
principalmente, a alimentos solidos (Vadivambal ef a/, 2010). No entanto, esta tecnologia tem sido alvo
de progressos no seu desenvolvimento e tal desvantagem ja nao é percetivel nos alimentos liquidos
pois recentemente foram desenvolvidos sistemas que tém a capacidade de concentrar e energia

emitida no interior de tubos cilindricos, melhorando a sua performance (Salazar-Gonzélez et al.,, 2012).

Atualmente, e dadas as vantagens que apresenta, a inativagcdo enzimatica bem como a
capacidade de retencédo dos compostos bioativos e dos atributos sensoriais de maior importéncia tém
suscitado algum interesse pela comunidade cientifica (Salazar-Gonzalez et al., 2012). Desta forma,

alguns autores comecam a direcionar os seus estudos neste sentido, porém ainda ndo existem
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publicagbes referentes a sumos de maca. O estudo realizado por Igual ef a/. (2010) demonstraram o
efeito da pasteurizacao convencional comparada com MW no que respeita aos principais compostos
bioativos e a atividade enzimatica do sumo de uva. Foi aplicado um tratamento de pasteurizagéo por
meio de MW, em sistema continuo, durante 30 segundos, a uma poténcia de 900 W. Os resultados
demonstraram que o tratamento por MW causou uma maior preservagao do acido citrico e ascérbico,
da composicao fendlica e na capacidade antioxidante total. A atividade enzimatica residual da PME
apos os tratamentos de pasteurizagcdo convencional e por MW foi de 12,04% e 10,07%,

respetivamente.
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3. DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

O presente trabalho compreendeu trés estudos: (1) avaliagdo da estabilidade de sumo de maca
por altas pressbes hidrostaticas nas condicbes aplicadas na Frubagca vs tratamento térmico
(pasteurizagdo); (2) otimizagado das condi¢des de processamento de sumo de maca por altas pressdes
hidrostaticas; (3) otimizagdo das condi¢cdes de inativacdo enzimatica de sumo de macgd por

microondas.

3.1 PREPARAGAO E CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS

O sumo de maca utilizado no presente estudo foi
produzido pela Frubaga CRL - Cooperativa de Produtores
de Fruta e de Produtos Horticolas, sediada em Acipreste,
Leiria. O sumo foi processado a partir das variedades

Granny Smith, Golden Delicious e Jonagold e

acondicionado em embalagens PET (politereftalato de

etieno) com capacidade de 250 mL.
Figura 3.1. Gama de sumos de fruta produzidos pela Frubaca.

Fonte: www.frubacga.pt

O diagrama de producéo do sumo contemplou as operacgdes representadas na Figura 3.2, sendo
o tratamento de estabilizagcéo efetuado por meio de altas pressdes hidrostaticas ou tratamento térmico

(pasteurizacgéo).

Rececao
Escolha

Lavagem
Trituracao “bagaco”
Extracao
Homogeneizacao
Filtracao

Adicao de antioxidante
(0,1% de acido ascérbico)

Embalamento

Tratamento de estabilizacao
Figura 3.2. Diagrama de producao do sumo de maca.
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Os sumos foram armazenados em camara de refrigeracao (4 °C) e mantidos nestas condigcbes até

serem utilizados nos diferentes dias de controlo analitico.

3.2 METODOS ANALITICOS

3.2.1 DETERMINAGAO DO CONTEUDO FENOLICO TOTAL

A determinagdo do teor fendlico total (TPC) foi realizada segundo a metodologia descrita por
Swain et al. (1959), tendo por base a reagao colorimétrica promovida pelo reagente de Folin-Ciocalteu.
O extrato fendlico foi obtido por extragdo com metanol (100%), 5 mL de sumo em 20 mL de metanol
(100%), seguida de centrifugagéo (8000 rpm, 20 min, 14 °C — HERMLE LABORTECHNIK Z 383K),
assumindo como extrato a analisar o sobrenadante obtido. Para cada amostra foram efetuadas 3

extracoes.

O doseamento do conteudo fendlico total, realizado em triplicado para cada extracao, foi efetuado
através da reacdo entre 50 pL de extrato fendlico, 2,40 mL de agua nanopura, 100 uL de metanol
(100%) e 150 uL de reagente Folin-Ciocalteu (0,25 M) e, posteriormente, 300 uL de carbonato de sddio
(1 M). A mistura preparada foi incubada, ao abrigo da luz, durante 2 horas. Por fim, procedeu-se a
leitura espetrofotométrica a A = 720 nm (UNICAM UV/VIS Spectrometer). Os valores de teor fendlico
total foram obtidos através da interpolagédo dos resultados obtidos na curva de calibracdo realizada
com solugdes padrdo de acido galico, em concentragdes a variar de 0 a 400 mg.L™" (50, 100, 150, 200,
300 e 400 mg.L™"). Os resultados foram expressos em mg de equivalentes a acido galico por L de sumo

(mg GAE.L™).

3.2.2 DETERMINAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

3.2.2.1 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE ATRAVES DO METODO DE CAPTURA DO RADICAL
LIVRE DPPH

A capacidade antioxidante baseada na captura do radical livre DPPH (2 2-diphenyl-1-picryl-
hidrazi)) foi efetuada por espetrofotometria segundo Brand-Williams et al (1995). A preparacédo do
extrato antioxidante foi idéntica a descrita no ponto 3.2.1. Foram realizadas 3 extragdes para cada

amostra.

A preparacado da solugdo reacional diaria de DPPH foi realizada a partir da mistura 1/4 (v/v) de
metanol e solucdo mée de DPPH (1/4 (m/v) de metanol/DPPH) e posterior acerto com metanol a uma

absorvancia inferior a 1,1 a comprimento de onda (A) = 517 nm (UNICAM UV/VIS Spectrometer).

24



O doseamento, realizado em triplicado para cada extragao, foi executado apds a mistura de 2850
ML de solugao diaria de DPPH e 150 pL de extrato, tendo esta permanecido no escuro, a temperatura
ambiente, durante 40 minutos. As leituras foram monitorizadas no espetrofotometro (UNICAM UV/VIS
Spectrometer) a A = 517 nm (software Vision v3.20), sendo a taxa de inibicdo do radical expressa em
umol de equivalentes de Trolox por mL de sumo (umoITEAC.mL™), por interpolacéo, a partir da curva
de calibragao realizada com padrao Trolox, com concentragdes finais variaveis de 0 a 800 uM (50, 75,

150, 250, 400, 600 e 800 pM).

3.2.2.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE ATRAVES DA REDUGAO DO FERRO - FRAP

A determinacdo da capacidade antioxidante mediante a redugédo do ferro (FRAP) foi efetuada
segundo Rufino et al. (2006). O extrato antioxidante foi preparado conforme descrito em 3.2.1. Para

cada amostra foram efetuadas 3 extragdes.

Em triplicado para cada extragéo, o doseamento foi realizado com a mistura de 2,7 mL da solugcéo
reacional FRAP, 270 pL de &agua nanopura e 90 pL de extrato sendo colocada em banho
termostatizado (37 °C) durante 30 minutos. A leitura da atividade antioxidante foi efetuada no
espetrofotémetro (UNICAM UV/VIS Spectrometer) a A = 595 nm (software Vision v3.20). Os resultados
obtidos foram convertidos em umolTEAC.L™ por interpolagdo da curva de calibragéo realizada com

padrdo Trolox, com concentragdes a variar de 0 a 700 uM (50, 75, 150, 250, 400, 500, 600 e 700 pM).

3.2.2.3 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE ATRAVES DA CAPTURA DO RADICAL LIVRE ABTS

A capacidade antioxidante tendo como principio a reatividade do radical livre ABTS** (2,2-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) foi realizada por espetrofotometria segundo o método
descrito por Re ef al. (1999). A preparacdo do extrato antioxidante foi analoga a descrita em 3.2.1.

Foram efetuadas 3 extra¢des para cada amostra.

A preparacgdo da solugcao reacional ABTS** foi efetuada a partir da solugédo de ABTS (7 mM) e
persulfato de potassio (5 mM) e, posteriormente, procedeu-se ao seu acerto com etanol (HPLC), a uma

absorvancia 0,7 £ 0,02, a A = 734 nm (UNICAM UV/VIS Spectrometer).

O doseamento, efetuado em triplicado para cada extragdo, consistiu na mistura de 3 mL da
solugdo reacional ABTS** e 30 pL do extrato antioxidante (1/100, extrato/ABTS**), sendo,
seguidamente, colocada em banho termostatizado (30 °C) durante 7 minutos. A leitura da inibicdo do
radical ABTS** promovida pelo extrato foi monitorizada no espetrofotémetro (UNICAM UV/VIS
Spectrometer) a A = 734 nm (software Vision v3.20), sendo a taxa de inibigcdo do radical convertida em
MMOITEAC.L™" por interpolacdo dos resultados obtidos na curva de calibragéo realizada com padrao

Trolox, com concentra¢des a variar de 0 a 2000 uM (150, 250, 400, 500, 1000 e 2000 uM).
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3.2.3 DETERMINAGAO DA COR (CIELAB)

Os parametros da cor, segundo o sistema CIElab, foram determinados por espetrofotometria. O
extrato a analisar correspondeu ao sobrenadante obtido da amostra de sumo centrifugada (3800 rpm,
10 min, temperatura ambiente — MLW T54). Para a obtencdo dos valores dos pardmetros da cor
(L*a*b*, ¢c* e h°) procedeu-se a leitura espetrofotométrica (UNICAM UV/VIS Spectrometer) do

sobrenadante, com um varrimento do A entre 380 e 770 nm (software CHROMA).

Posteriormente procedeu-se ao célculo do indice de escurecimento (WI) segundo Bolin & Huxsoll

(1991), tal como se apresenta na Eq. 1.

Eq. 1
wi =100-J(100-L*)2+a*2+ b*2 (Ea-1)

3.2.4 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA POLIFENOLOXIDASE

A extracdo da enzima polifenoloxidase (PPO) foi realizada segundo a metodologia descrita por
Rocha & Morais (2001). Apds otimizacdo das condi¢cbes de atividade maxima procedeu-se a mistura
de 1 mL de sumo e 20 mL de solugcao tampéo fosfato de sodio (0,1 M, pH 6,5) e 1% de PVPP
(polivinilpolipirrolidona). A homogeneizac¢ao da mistura (IKA LABORTECHNIK STAUFEN) foi realizada
em 2 ciclos (8000 rpm, 30 s), com a adicdo de 10 pL de Trinton-X100 no intervalo dos mesmos. Apds
homogeneizacgéo, a mistura foi centrifugada (10000 rpm, 20 min, 4 °C - HERMLE LABORTECHNIK Z

383K) e o sobrenadante filtrado, tendo sido esse o extrato enzimatico analisado.

O doseamento realizou-se com duas diluicées diferentes, em triplicado, de modo a garantir a
estequiometria da reac&o. Assim, foram preparados os volumes de 75 e 100 pL de extrato para 2,925 e
2,90 mL de substrato (catecol 90 mM em tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 6,5), respetivamente. A
atividade enzimatica foi obtida por espectrofotometria, a A = 420 nm (UNICAM UV/VIS Spectrometer)
pelo aumento da absorvancia durante 1 minuto (software Vision v3.20). A atividade da enzima foi
calculada a partir da porcéo linear da curva Abs,,, nm/min devido a oxida¢do do substrato. Os
resultados foram expressos em percentagem de inativacdo da PPO (% Inat..po) relativamente ao valor

obtido no sumo fresco (SF) ou em valores absolutos de Abs.min™1.ml™.

3.2.5 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA PECTINAMETILESTERASE

A determinacdo da atividade da enzima pectinametilesterase (PME) foi realizada por titulagcéo,

pela adaptacdo do método descrito por Kimball (1991). Utilizou-se um elétrodo de medicao de pH

26



(BASIC-20 CRISON pH-meter) para quantificacao dos ides H* produzidos pelos grupos carboxilicos

libertados pela hidrolise de ésteres metilicos da pectina.

Inicialmente procedeu-se a mistura de 5 mL de sumo e 50 mL da solugdo de pectina citrica
(SIGMA-ALDRICH) (1% (m/v) em NaCl 0,15 M) e, em seguida, o pH da solucéo foi ajustado a 7,0 com
solugdes de NaOH (1 e 0,1 M). Apos atingido o pH de 7,0 foi adicionado 0,05 mL de NaOH (0,02 M) e
registado o tempo necessario para a solucao retomar o valor de pH 7,0 (30 °C). Os ensaios foram
efetuados em triplicado para cada amostra. A atividade da PME foi calculada de acordo com a Eq. 2
(Basak, 2001), em que se define a atividade da PME como a quantidade de enzima que causa a

libertacdo de 1 umoleq de COO" por mL de sumo por minuto (umol.mL".min™).

V NaOH. N NaoH . 10° (Eg- 2)

Atividade da PME =
V substrato. t

Em que V NaOH = volume de NaOH gasto (mL); N NaOH = normalidade da solucao de NaOH; V substrato = volume de
substrato analisado (mL); t = tempo da reacéo (minutos).

Os resultados foram expressos em percentagem de inativagdo da PME (% Inat.pe) relativamente ao

valor obtido no sumo fresco (SF) ou em valores absolutos de umol COO".mL".min™".

3.2.6 ANALISE DOS COMPOSTOS DO AROMA

A analise dos compostos do aroma foi efetuada por cromatografia gasosa (GC) auxiliada por
microextracdo em fase solida (SPME), adaptada dos métodos descritos por Riu-Aumatell ef a/. (2004)
e Guo et al (2012). Apds otimizagado das condi¢des de analise efetivou-se uma preparagdo da amostra
que promovesse a libertagcdo dos compostos volateis da matriz para o espago de cabeca do recipiente
(viah) utilizado. A preparagao consistiu na introdugédo de 15 mL de sumo no via/ e inclusédo em estufa
(MEMMERT) a 50 °C durante 20 minutos. Em seguida, a amostra foi colocada na placa de agitagdo
com controlo termostatizado (3500 rpm, 50 °C - AREX-VELP SCIENTIFICA) durante 15 minutos. Ao fim
deste periodo, foi introduzida a seringa SPME e colocado o revestimento em contacto com o espacgo
de cabecga do via/e, ao fim de 20 minutos, procedendo-se a separacgéo e identificagdo dos compostos
adsorvidos pelo revestimento da fibra de SPME, por cromatografia em fase gasosa, tal como se

encontra representado na Figura 3.3.
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Figura 3.3 — Processo de extracao dos compostos do aroma do sumo por SPME: (1) incubacédo da amostra na
estufa (50 °C/20 min); (2) agitacdo da amostra (50 °C/20 min); (3) contacto do revestimento da seringa SPME

com o espaco de cabeca do frasco (condi¢des analogas); (4) insercdo da seringa SPME no GC.

O revestimento da fibra de SPME foi introduzido durante 5 minutos no sistema de injecdo do
cromatografo de fase gasosa (VARIAN 450-GC). Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida DB-
1 AGILANT (30 m de comprimento, 0,25 mm de di@metro interno e 0,25 um de espessura de filme). O
método utilizado foi em modo splifless e o forno programado para uma temperatura inicial de 40 °C
durante 2,5 minutos, seguido de um aquecimento até a temperatura de 200 °C a uma velocidade de 5
°C/min, onde se manteve durante 5 minutos, em seguida voltou a subir a temperatura até 240 °C, a
uma taxa de 10 °C/min, onde se manteve a essa temperatura durante 6,5 minutos. O injetor e o detetor
encontravam-se a temperatura de 250 °C. O hélio foi o gas de arraste utilizado, a um fluxo de 29

mL/min.

3.2.7 DETERMINACAO DO 5-HIDROXIMETILFURUFRAL

A determinacdo do 5-hidroximetilfurfural foi realizada por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), conforme o descrito por Gokmen ef al. (1999). Apés otimizacdo, a amostra foi
introduzida no cromatdgrafo (BECKMAN COULTER) equipado com bomba 125 NM e software KARAT
32 versdo 8.0 para aquisicao e tratamento de dados. A coluna utilizada foi SugarPak | (Waters). O
forno foi programado para uma temperatura de 90 °C e o solvente utilizado uma solugéo aquosa de

EDTA de calcio a 50 ppm, fluxo de 0,5 mL/mim, injector de /oop de 20 pL.

3.2.8 REGISTO FOTOGRAFICO

Apds o tratamento de estabilizagdo, pequenas quantidades das amostras de sumo foram
colocadas em tubos de ensaio, cobertos com parafilme, e armazenadas em camara de refrigeracéao (4
°C). Nos momentos de controlo analitico estas amostras foram fotografadas sempre nas mesmas

condi¢des de luz e fundo, a fim de verificar as alteracdes de cor e evolugao da formacgéao de depdsito.
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3.3 METODOS ESTATISTICOS

O tratamento estatistico dos resultados bem como o delineamento experimental dos estudos de

otimizac&o foi realizado com recurso ao Software informatico StatisticaTM v8.0 (StatSoft, Inc., 2007).

3.3.1 ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA)

A separacao de médias foi efetuada segundo o teste Scheffé, para um nivel de significancia de

95%.

3.3.2 METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA (RSM)

A metodologia de superficies de resposta (RSM) envolve um delineamento experimental que
compreende quatro etapas: a sele¢do das variaveis independentes e definicao dos respetivos niveis; a
formulacdo do delineamento; a constru¢do do modelo - descodificacdo da matriz inicial (codificada)
das variaveis independentes em causa, calculando as distancias entre os pontos centrais e os pontos
estrela (n,); e identificacdo das solugbes 6timas na situagdo em que o modelo apresenta validade
estatistica (Arteaga et al, 1994). Nos ensaios de otimizagdo recorreu-se ao delineamento central
composto rotacional (DCCR), tendo-se utilizado o modelo empirico de regressao polinomial quadratico

por forma a estimar as variaveis independentes — Y (Montgomery, 1991).

O delineamento experimental incluiu, em estudos diferentes, duas ou trés variaveis independentes
(n =2 e 3). O delineamento que contemplou duas variaveis independentes (n = 2) contém 2n pontos
centrais (n, = pontos centrais), 2n pontos para um modelo fatorial completo (n, = pontos quadraticos),
niveis +1,000 e -1,000 e 2n pontos axiais (n, = pontos estrela), codificados com +a e —a. O valor de a
depende do numero de pontos do modelo fatorial (F) e do numero de variaveis (n), sendo obtido
através da equagao a = 71,, obtendo + a = 1,41421 e — a = -1,41421. Para cada variavel resposta (Y)
em estudo os resultados foram avaliados utilizando o modelo empirico de regressao polinomial

quadratico (Eq. 3):

Y = b+ by X, + by X2+ b,Xs + byoXo2 + byoX X, (Eq. 3)

Em que Y corresponde a variavel dependente; X, e X, as variaveis independentes 1 e 2; b, — aos coeficientes de regressao.

O delineamento experimental realizado para trés variaveis independentes (n = 3) incluiu 2n + 2
pontos centrais, 2n pontos para um modelo fatorial e 3n pontos axiais. O valor dos pontos axiais (+a e -
a), dependente dos fatores anteriormente descritos, foi calculado pela equagdo a= %7, , onde n, =

numero de pontos cubicos, tendo-se obtido +a = 1,6818 e —a = -1,6818. Para cada resposta em estudo
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(variavel dependente Y) os respetivos resultados experimentais foram ajustados segundo o modelo

empirico de regressao polinomial quadratico (Eq. 4).

Y =bg+ by Xy + b, X, + by Xy + byy Xy X, + bys Xy X; + byy Xo X5 + byy X2 + by, X,2 + byy X2 (Eq. 4)

Em que Y corresponde a variavel dependente; X, X, e X; as variaveis independentes 1, 2 e 3; b, — aos coeficientes de

regressao.

Para ambos os delineamentos, o ponto central fornece uma média para estimar o erro
experimental e a falta de ajuste, assim como o0s pontos axiais sdo adicionados por forma a estimar a

curvatura dos modelos.

Na avaliacdo da significancia e validade dos modelos foram tidos em conta os coeficientes de
regressdo mdltipla (r* e r* ,,;), a falta de ajuste do modelo (/ack of fif) e o erro puro. Foi ponderado um
nivel de ajuste adequado para os modelos quando a respetiva falta de ajuste foi ndo significativa
(p>0,05), o erro puro era significativo (p<0,05), tanto quanto possivel a proximidade ao valor da
unidade para r* e uma diferenga menor que 0,1 entre r* e r*,,,. Quando ndo se cumpriu os critérios
mencionados procedeu-se a remocgao de efeitos entre as varidveis independentes em causa (linear

e/ou quadratico e/ou combinado).
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4. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DE SUMO DE MACA POR ALTAS PRESSOES
HIDROSTATICAS NAS CONDICOES APLICADAS NA INDUSTRIA VS
TRATAMENTO TERMICO

A avaliagcdo das condi¢bes do tratamento de estabilizagdo aplicado ao sumo de magéa na Frubaca
CRL, teve como base uma andlise comparativa da sua eficacia face aos métodos convencionais de
estabilizacdo térmica (pasteurizacdo), usualmente utilizados pelas industrias como método de

conservacao.

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Por forma a validar o impacto do tratamento industrial estudado, formulou-se a seguinte hipotese:

Hipoétese 1 (H,): Sumo de maga aditivado com 0,1% de acido ascorbico e conservado por altas pressoes
hidrostaticas (500 MPa, 120 segundos, 18 °C) apresenta um periodo de vida util de 35 dias (4° C) e uma

atividade antioxidante superior a sumo tratado termicamente.

De modo a verificar H, considerou-se a formulagdo de sumos com tratamentos de estabilizagdo
utilizados na industria, com/sem a adicdo de &cido ascérbico. Assim, o delineamento experimental
contemplou sumo fresco como referéncia, sumo tratado a altas pressées hidrostaticas com adicao de
acido ascorbico (processo implementado na industria), sumo tratado a altas pressdes sem adi¢do do
antioxidante e sumo estabilizado termicamente. A caracterizacdo das amostras para o presente estudo

encontra-se descrita na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Caracterizacao das amostras estudadas para validacéo de H,.

- TEMPERATURA DE
AMOSTRAS TRATAMENTO DE CONSERVACAO ARMAZENAMENTO (°C)
Sumo Fresco Sem tratamento de conservagéo e sem adi¢éo de 18
SF conservantes
adicao de 0,1% de acido
¢ e Tratamento a 500 MPa durante 120 segundos a 18
S ascorbico °C, com adicao de 0,1% de acido ascorbico 4
umo SHHP + AA ’ ¢ e
tratado
por HHP sem adicao de acido ascérbico Tratamento a 500 MPa durante 120 segundos a 18° 4
SHHP C
Sumo Pasteurizado
sp Tratamento térmico a 95 °C durante 32 minutos 4

31



As amostras tratadas foram mantidas numa camara de refrigeracédo (4 °C) e analisadas ao longo
de 35 dias, tempo de vida util definido pela industria. O sumo fresco, que nao sofreu nenhum
tratamento de estabilizagdo, foi mantido a -18 °C e posteriormente analisado. As determinacoes
efetuadas para a verificacdo de H, foram: capacidade antioxidante total (DPPH, FRAP e ABTS),
conteudo fendlico total, cor (sistema CIElab), indice de escurecimento e atividade das enzimas PPO e
PME. Procedeu-se ao controlo analitico nos dias 0, 2, 7, 15, 26 e 35 as amostras tratadas por altas
pressdes hidrostaticas, nos dias 0 e 35 para as amostras pasteurizadas e apenas apos o tratamento de

estabilizagdo da amostra de sumo fresco , tal como se encontra descrito na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Quantificacdao das amostras e respetivos tempos de andlise.

awosrea | TEMPODEMLSE G0z | Quamonoe oe
SF 0 6
SHHP + AA 0,2,7,15,26 e 35 36
SHHP 0,2,7,15,26e 35 36
SP 0e35 12
TOTAL 90

As amostras foram introduzidas na cAmara de presséo, apds monitorizagdo do tratamento que se

pretendia, tal como se encontra ilustrado na Figura 4.1.

Sistema de monitorizagao

—) Cilindro com amostras tratadas
Ll
Amostras de sumo apés | | | | | |
embalamento Cilindro de transporte das Camara de pressao

amostras

Figura 4.1. Esquema do equipamento de tratamento a altas pressoes hidrostaticas.

Os resultados foram submetidos a uma analise de variancia - ANOVA (teste Scheffé, intervalo de

confianca a 95%).
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apenas se apresentam os resultados que demonstraram significado estatistico (p>0,05).

4.2.1 ATIVIDADE DA POLIFENOLOXIDASE

A atividade da polifenoloxidase (PPO) foi determinada imediatamente apds o processamento dos
diferentes sumos tal como se apresenta na Figura 4.2. O resultado é reportado em valor absoluto de

Abs.min”.mL™.

80 1

a
70
60 - b
E 50 -
£ 40 - c
€
& 80
<
20 - d
10 [
0 ; ; ; )
SF (0) SHHP (0) SHHP + AA (0) SP (0)

Figura 4.2. Efeito dos processos de conservacéo aplicados vs sumo fresco na atividade da polifenoloxidase,
no tempo zero.
As letras iguais indicam que as amostras fazem parte do mesmo grupo homogéneo, ou seja, ndo séo estatisticamente diferentes
(p<0,05). As bandas de variagao correspondem ao intervalo de confianga de 95%.

O sumo fresco (SF) apresenta uma atividade da PPO muito superior quando comparado com as
restantes amostras, como seria esperado. Face ao sumo fresco, a atividade da PPO nas amostras
tratadas foi cerca de 65% para o sumo tratado a altas pressdes sem adi¢do do antioxidante (SHHP),
33% para o sumo tratado a altas pressdes com adicao de acido ascorbico (SHHP+AA) e 3,5% para o
sumo tratado termicamente (SP), existindo diferencas estatisticamente diferentes entre os sumos

(p<0,05).
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4.2.2 ATIVIDADE DA PECTINAMETILESTERASE

A atividade da pectinametilesterase (PME) foi determinada imediatamente apés a formulagdo dos

diferentes sumos, como se apresenta na Figura 4.3.

QO

b

’ c
0,10 [
0,00

SF (0) SHHP (0) SHHP + AA (0) SP (0)

umolCOO".mL'.min""

Figura 4.3. Efeito dos processos de conservacéo aplicados vs sumo fresco na atividade da
pectinametilesterase, no tempo zero.
As letras iguais indicam que as amostras fazem parte do mesmo grupo homogéneo, ou seja, ndo séo estatisticamente diferentes
(p<0,05). As bandas de variagéo correspondem ao intervalo de confianca de 95%.

O sumo fresco (SF) apresenta uma atividade da PME de cerca de 0,51 umol COO".mlI"*.min™, valor
muito superior quando comparado com as restantes amostras. Face ao sumo fresco, a atividade da
PME nas amostras tratadas foi cerca de 11,9% para o sumo tratado a altas pressdes sem adigéo do
antioxidante (SHHP), 15,1% para o sumo tratado a altas pressées com adi¢cdo de &cido ascérbico
(SHHP+AA), ndo apresentando diferencas estatisticamente diferentes entre si (p>0,05), e 1,2% para o

sumo tratado termicamente (SP).

A avaliagdo da atividade da componente enzimatica nos sumos de maga € um indicador
fundamental de previsdo da estabilidade e da durabilidade, pois a esta estdo associados importantes
parémetros sensoriais, como a cor, sabor e turbidez que, segundo Yaldagard ef a/. (2008) constituem o

primeiro impacto de aceitacdo por parte do consumidor.
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4.2.3 CONTEUDO FENOLICO TOTAL

Na Figura 4.4 apresentam-se os resultados do conteudo fendlico das amostras avaliadas.
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Figura 4.4. Efeito dos processos de conservacéo aplicados vs sumo fresco no contetdo fenélico total ao longo
do tempo de armazenamento.
As letras iguais indicam que as amostras fazem parte do mesmo grupo homogéneo, ou seja, ndo séo estatisticamente diferentes
(p>0,05). As bandas de variagéo correspondem ao intervalo de confianca de 95%.

Através da Figura 4.4 pode observar-se que o teor fendlico total das amostras de sumo fresco
(SF) e sumo tratado a altas pressées (SHHP) ndo apresentaram resultados significativamente diferente
(p>0,05), apresentando os niveis mais baixos comparativamente as restantes amostras. No caso de
SF o resultado obtido podera ser consequéncia da atividade da PPO, uma vez que nao se efetuou um
tratamento que promovesse a sua inibicdo e, por isso, nenhuma restricdo para a sua atuac&o no tempo
que antecedeu o controlo analitico. A amostra SHHP, tratada a altas pressdées sem adi¢do de acido
ascorbico, ndo demonstrou variagbes significativas do conteudo fendlico ao longo do tempo de
armazenamento (35 dias). Esta tendéncia dever-se-a a gama de pressdes aplicadas nao ter sido
suficiente para a inibicdo da PPO e, aquando da medicao dos fendis totais, a enzima ja teria atuado
sobre o substrato existente transformando os compostos fendlicos em compostos corados. Estes
resultados sdo concordantes com o descrito por Sudrez-Jacobo ef al. (2011) que, apesar de em
condi¢cdes de tratamento diferentes (100 a 300 MPa), também observaram a mesma tendéncia em
sumo de maca. Ferrari ef al. (2011), apds aplicagcdo de 400 MPa em sumo de roma, e Esteve ef al.
(2008) apds tratamento a 400 MPa em sumo de laranja, também obtiveram a mesma tendéncia apo6s o

tratamento.

A amostra de sumo pasteurizado (SP) demonstrou elevada estabilidade mantendo o teor de

fendis semelhante apds o tratamento e apds 35 dias de armazenamento, ndo sendo os resultados
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estatisticamente diferentes (p>0,05). Esta tendéncia reflete a efetividade do tratamento térmico na
inibicdo da PPO, mantendo o conteudo fendlico estavel ao longo tempo de armazenamento em

analise.

A amostra tratada a altas pressdes com a adi¢do de acido ascorbico (SHHP+AA) apresentou o
teor de fendis mais elevado ao longo de t,, no entanto denota variabilidade entre os valores obtidos e
diferencas significativas entre si (p<0,05). O teor de fendis mais elevado observa-se no dia 0 (2105,2
mgGAE.L"). Esta amostra, relativamente a SHHP, foi sujeita a0 mesmo tratamento de estabilizagao
com a distingcdo da adicao de 0,1% de acido ascérbico. Esta variavel podera ter sido o principal € mais
importante pardmetro diferenciador entre as duas amostras pois, tal como Will ef a/. (2000) concluiram,
0 acido ascorbico apresenta uma acgéo inibitéria na atividade da PPO, interagindo como intermediario
da oxidacdo enzimatica ou como agente redutor, reconvertendo as quinonas aos compostos fendlicos
originais. Desta forma, poder-se-a perspetivar que o tratamento de altas pressées aplicado (500 MPa,
18 °C, 120 segundo), por si s6, nao tera o impacto desejado na manutencao do conteudo fendlico total,
existindo a necessidade de introdug¢édo de agentes externos que promovam a inibicdo dos parametros
que degradam esta componente de elevada importancia nos sumos de maca, tal como referido por

Tomas-Barberan et al. (2001).
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4.2.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante foi medida segundo 3 metodologias distintas, dado que cada uma atua

sobre radicais livres distintos, conferindo uma maior credibilidade aos resultados obtidos.

e SEGUNDO METODOLOGIA DE CAPTURA DO RADICAL LIVRE DPPH

A Figura 4.5 apresenta os resultados da capacidade antioxidante total das amostras avaliadas,

segundo a metodologia de captura do radical livre DPPH.
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Figura 4.5. Efeito dos processos de conservacao aplicados vs sumo fresco na capacidade antioxidante total,
segundo metodologia DPPH, ao longo do tempo de armazenamento.
As letras iguais indicam que as amostras fazem parte do mesmo grupo homogéneo, ou seja, ndo séo estatisticamente diferentes
(p<0,05). As bandas de variagéo correspondem ao intervalo de confian¢a de 95%.

Através da Figura 4.5 pode verificar-se que a capacidade antioxidante total das amostras SF e
SHHP, na gama de t, estudada, nao foi significativamente diferente (p>0,05), apresentando os niveis

mais baixos comparativamente as restantes amostras.

O sumo pasteurizado (SP), apds o tratamento e no final do armazenamento, demonstra um poder

antioxidante sem diferengas estatisticamente significativas (p>0,05) entre si.

A amostra tratada a altas pressdes com adicao de acido ascorbico (SHHP+AA) apresenta valores
de poder antioxidante mais elevados relativamente as restantes, contudo revela variabilidade de
resultados com diferencas significativas (p<0,05) entre os varios tempos de armazenamento. A andlise
efetuada logo apds ao processamento (dia 0) foi a que revelou um poder antioxidante superior, de

cerca de 10644,9 umolTEAC.L", comparativamente as restantes amostras analisadas.
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« SEGUNDO METODOLOGIA DE REDUCAO DO FERRO — FRAP

Na Figura 4.6 apresentam-se os resultados da capacidade antioxidante total das amostras

avaliadas, segundo a metodologia de redugéo do ferro (FRAP).
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Figura 4.6 — Efeito dos processos de conservacao aplicados vs sumo fresco na capacidade antioxidante total,
segundo metodologia FRAP, ao longo do tempo de armazenamento.
As letras iguais indicam que as amostras fazem parte do mesmo grupo homogéneo, ou seja, ndo sao estatisticamente diferentes
(p<0,05). As bandas de variagéo correspondem ao intervalo de confian¢a de 95%.

Observando a Figura 4.6 verifica-se que o poder antioxidante total das amostras SF e SHHP, no
tempo de armazenamento estudado, ndo foi significativamente diferente (p>0,05), verificando-se os

niveis mais baixos comparativamente as restantes amostras.

A amostra de sumo pasteurizado (SP) manteve a capacidade antioxidante semelhante (p>0,05)

apos 35 dias de armazenamento.

A amostra SHHP+AA revela uma atividade antioxidante superior, demonstrando alguma
variabilidade nos valores com diferengas significativas entre si (p<0,05) ao longo do tempo de
armazenamento. O poder antioxidante mais elevado regista-se passado 15 dias de armazenamento

(em média de 12317,9 umolTEAC.L™"), comparativamente as restantes amostras em estudo.
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e SEGUNDO METODOLOGIA DE CAPTURA DO RADICAL LIVRE ABTS

A Figura 4.7 apresenta os resultados da capacidade antioxidante total das amostras avaliadas,

segundo a metodologia de captura do radical livre ABTS.
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Figura 4.7. Efeito dos processos de conservacéo aplicados vs sumo fresco na capacidade antioxidante total,
segundo metodologia ABTS, ao longo do tempo de armazenamento.
As letras iguais indicam que as amostras fazem parte do mesmo grupo homogéneo, ou seja, ndo séo estatisticamente diferentes
(p<0,05). As bandas de variagéo correspondem ao intervalo de confianca de 95%.

Através da Figura 4.7 pode observar-se que o sumo fresco (SF) revela o poder antioxidante mais

baixo (em média de 1515,27 umolTEAC.L™') comparativamente as restantes amostras.

A amostra tratada a altas pressées sem aditivo (SHHP), ao longo dos 35 dias estudados,
apresenta resultados que denotam alguma variabilidade, porém mantém a mesma gama de valores

revelada nas anteriores metodologias.

A amostra tratada termicamente (SP), manteve o seu poder antioxidante semelhante, revelando

resultados que nao foram estatisticamente diferentes (p>0,05).

A amostra SHHP+AA demonstra um poder antioxidante superior ao longo de t,, verificando-se,
novamente, variabilidade nos valores com diferencas significativas entre si (p<0,05). Apos 15 dias de
armazenamento, observa-se um maior poder antioxidante comparativamente ao valor encontrado nas

restantes amostras.

Face as trés metodologias utilizadas para a medicao da capacidade antioxidante total, denota-se
coeréncia entre os resultados obtidos de um modo generalista. O sumo fresco foi o que apresentou

niveis de capacidade antioxidante inferiores, resultado da atividade da PPO estar no seu expoente
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maximo e, assim oxidar os compostos fendlicos presentes, diminuindo consideravelmente o poder

antioxidante do sumo.

Também o sumo tratado a altas pressdes (SHHP) apresenta valores baixos pelos trés métodos,
préximos aos encontrados no sumo fresco, revelando uma perda consideravel dos compostos
antioxidantes. Apesar do tratamento aplicado, a perda inerente de capacidade antioxidante demonstra
que a aplicacdo de altas pressdes nos niveis testados, por si s6, ndo foi suficiente para inibir a

atividade da PPO e, por isso, existir uma degradacao dos compostos antioxidantes.

O sumo tratado termicamente (SP) revela um poder antioxidante constante apds o tratamento e
ao fim de 35 dias pelas 3 metodologias, demonstrando elevada estabilidade. Pelos resultados obtidos
denota-se que o tratamento térmico foi eficaz na inativagdo da PPO, mantendo os compostos fendlicos
antioxidantes estaveis ao longo do tempo de armazenamento estudado. No entanto é de verificar que,
apesar da elevada estabilidade que apresenta, o tratamento térmico promoveu a degradacdo de

compostos que conferem capacidade antioxidante do sumo, comparativamente as restantes amostras.

O sumo tratado a altas pressbées com adi¢do de acido ascorbico (SHHP+AA), apesar de revelar
alguma variabilidade nos resultados ao longo do tempo de armazenamento, apresenta um poder
antioxidante superior as restantes amostras avaliadas, nomeadamente ao sumo pasteurizado. Os
resultados demonstram um comportamento l6gico e espectavel, dado que a esta amostra foi
adicionado 0,1% de acido ascérbico, um antioxidante e que, segundo Will et a/. (2000) pode ser um
fator inibitorio a atividade da PPO. Aleado a esta condicao favoravel, pode validar-se que a aplicagéo
de altas pressdes hidrostaticas tem uma maior capacidade de manuten¢do dos compostos bioativos,
comparativamente ao tratamento térmico. No entanto, € de referir, que este sumo denota alguma
variabilidade ao longo do tempo de armazenamento, sindnimo de instabilidade e ineficiente inibicdo da

PPO, causa que nao permite um elevado tempo de vida util.

De notar, ainda, que os resultados obtidos da capacidade antioxidante total deverdo estar de
acordo com os obtidos para o conteludo fendlico total, dado que os compostos fendlicos sdo os
elementos que conferem a grande maioria do poder antioxidante do sumo de magé. Essa tendéncia
encontra-se em sintonia para todos os pontos quando a capacidade antioxidante total foi medida pelo
método de captura do radical livre DPPH que, segundo Rufino ef a/. (2007) é o método mais indicado

na medi¢do desta componente em fruta e seus derivados.
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4.2.5 COR (CIELAB) E INDICE DE ESCURECIMENTO

e L UMINOSIDADE (PARAMETRO L)

A Figura 4.8 apresenta os resultados de luminosidade (parametro L), do sistema de cor CIElab,

das amostras avaliadas.
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Figura 4.8. Efeito dos processos de conservacao aplicados vs sumo fresco na luminosidade (L) da cor, ao
longo do tempo de armazenamento.
As letras iguais indicam que as amostras fazem parte do mesmo grupo homogéneo, ou seja, ndo séo estatisticamente diferentes
(p<0,05). As bandas de variagéo correspondem ao intervalo de confianca de 95%.

Apds processamento das diferentes amostras, verifica-se que o sumo fresco (SF) e SHHP (sem
adicdo de acido ascorbico) apresentam a luminosidade mais baixa, de cerca de 89,41 e 90,49,
respetivamente, ndo apresentado resultados significativamente diferentes (p>0,05) entre si. O sumo
pasteurizado (SP) também revela um valor na gama das anteriores amostras. O sumo tratado a altas
pressoes e aditivado com 0,1% de acido ascorbico revela o valor mais alto de luminosidade, de cerca

de 94,34, configurando a esta um menor nivel de escurecimento.

Analisando a evolugdo das amostras estudadas ao longo do tempo de armazenamento pode
verificar-se que o sumo tratado a altas pressdes (SHHP) apresenta alguma variabilidade na
luminosidade. Até ao 15° dia de armazenamento observa-se uma diminuicdo do parametro L,
apresentado o valor mais baixo (= 86), revelando baixa luminosidade e transparéncia. No entanto, apés
26 e 35 dias de armazenamento o pardmetro L aumenta para valores de = 92, significando que o
sobrenadante do sumo ficou mais claro, facto que podera ser explicado pelo arrastamento das

particulas coradas para o fundo das embalagens.

Ao longo dos 35 dias de armazenamento, a luminosidade da amostra SHHP+AA apresenta uma

tendéncia crescente, apesar dos resultados néo se revelarem significativamente diferentes (p>0,05).
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Estes resultados poderdo, também, dever-se ao aumento aparente do volume do deposito, resultado
da atividade da PME, promovendo a formagao de pectatos de célcio que, ao aglomerarem-se, poderao

ter promovido o arrastamento das particulas coradas, diminuindo a concentracdo de particulas

suspensas no sumo.

O sumo pasteurizado (SP) apresenta estabilidade durante o armazenamento, observando-se

valores de luminosidade que ndo foram estatisticamente diferentes (p>0,05) entre si.

e CROMATICIDADE (PARAMETRO C)

Na Figura 4.9 apresentam-se os resultados de cromaticidade (pardmetro c), do sistema de cor

ClElab, das amostras avaliadas.
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Figura 4.9. Efeito dos processos de conservacao aplicados vs sumo fresco na cromaticidade (c) da cor, ao
longo do tempo de armazenamento.
As letras iguais indicam que as amostras fazem parte do mesmo grupo homogéneo, ou seja, ndo séo estatisticamente diferentes
(p<0,05). As bandas de variagao correspondem ao intervalo de confianga de 95%.

Os valores do parametro ¢, na generalidade das amostras, revelam resultados expectaveis dado
que demonstram tendéncias opostas ao obtido para o pardmetro L. Quanto maior for o grau de

escurecimento e turbidez do sobrenadante do sumo, maior sera a sua cromaticidade e,

consequentemente, menor luminosidade.

Esta tendéncia é observada para as amostras SF e SHHP, que revelaram um L relativamente

baixo e é-lhes observado um valor de cromaticidade mais elevado comparativamente as restantes

amostras.
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As amostras SHHP+AA e SP, que apresentaram um L em média superior as restantes, revelam
um valor de cromaticidade inferior e concordante, dado que o sobrenadante podera nao se encontrar

tdo saturado de particulas suspensas.

« INDICE DE ESCURECIMENTO (WI)

Na Figura 4.10 apresentam-se os resultados do indice de escurecimento (WI) das amostras

avaliadas.
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Figura 4.10. Efeito dos processos de conservacio no indice de escurecimento, ao longo do tempo de
armazenamento.
As letras iguais indicam que as amostras fazem parte do mesmo grupo homogéneo, ou seja, ndo séo estatisticamente diferentes
(p<0,05). As bandas de variagao correspondem ao intervalo de confianga de 95%.

Apds o processamento das diferentes amostras verifica-se que o sumo fresco (SF) e tratado a
altas pressdes sem adi¢cdo de AA (SHHP) denotam niveis inferiores do indice de escurecimento que
correspondem a intensificagdo do escurecimento, apresentando resultados que ndo sao
estatisticamente diferentes entre si (p>0,05). Facto que é justificado pela ineficacia do tratamento na
inibicdo da atividade da PPO. O sumo pasteurizado apresenta um escurecimento superior as
anteriormente mencionadas, porém ligeiramente inferior a amostra tratada a altas pressdes com
adicdo de AA (SHHP+AA). Esta amostra podera ter sofrido um ligeiro escurecimento durante o
processo de pasteurizacdo devido a processos de caramelizacdo potenciados pela aplicacdo de
elevadas temperaturas. A amostra SHHP+AA, apds o processamento, apresenta 0 menor grau de
escurecimento quando comparada as restantes amostras. Este resultado podera derivar de uma

parcial inibicdo da atividade da PPO apds aplicacédo do tratamento de estabilizacdo aleado & adigédo de
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acido ascorbico, atenuando a atividade da enzima. Estes resultados correlacionam-se com os obtidos

anteriormente para os parametros da cor avaliados (L e c).

Analisando as varias amostras ao longo do tempo de armazenamento, verifica-se que o sumo
tratado a altas pressées (SHHP) apresenta variabilidade, porém nao significativa (p>0,05), nos valores
de WI. A estagnacao do nivel de escurecimento podera dever-se a inibicdo da agcao da PPO por falta
de substrato, ou por outro lado, a enzima podera continuar a oxidar o sumo com a formacéo de
compostos acastanhados, porém dada a saturagdo de cor do sumo, a formac¢éo de novos compostos

ja ndo é mensuravel e por isso o indice de escurecimento mantém-se constante.

O sumo tratado a altas pressdes com a adicado de acido ascorbico (SHHP+AA) demonstra um WI
sem variabilidade significativa (p>0,05) ao longo do tempo de armazenamento estudado. Este facto

permite manter o tempo de vida util previamente estabelecido pela industria.

O indice de escurecimento do sumo tratado termicamente (SP), ao longo do tempo de

armazenamento, ndo se demonstrou estaticamente diferente (p>0,05).

De um modo geral, € possivel verificar-se que a aplicagdo de 500 MPa, por si s6, ndo contribui
para a manutencdo da cor original dos sumos, existindo reagcées de escurecimento enzimatico

inerentes que so6 foram colmatadas nas amostras onde foi adicionado 0,1% de &cido ascérbico.

Os resultados observados nao estédo de acordo com o reportado por Polydera ef al. (2003) que em
sumo de laranja, aplicando um tratamento de 500 a 600 MPa, 35 a 40 °C, durante 4 a 5 min,
observaram alteragbes na cor sem correlagdo com o tratamento de altas pressées nem com a
temperatura de armazenamento (4 °C). Em 2005, também em sumo de laranja, 0s mesmos autores
observaram, na maioria das amostras, taxas de alteracdo de cor inferiores no sumo tratado a altas
pressbes comparativamente ao tratado termicamente. A diferenga de resultados relativamente ao
presente estudo podera ser explicada, além da diferente matriz alimentar, pelas condi¢des distintas,
nomeadamente na temperatura e tempo de aplicacdo do tratamento. A aplicacdo de altas pressdes

com temperaturas e tempos superiores poderao surtir num efeito mais inibitério da enzima.

De notar que, segundo Vaikousi ef al. (2008) a oxidagéo do acido ascorbico podera ser um fator

de escurecimento associado ao escurecimento de sumos de fruta.

4.3 BALANGO INTERCALAR

O processo de conservagdo por altas pressdes hidrostaticas do sumo de maga de 500 MPa,
durante 120 segundos, a 18 °C ndo é suficiente no que respeita a estabilidade da componente

enzimatica (polifenoloxidase e pectinametilesterase), da cor e da componente bioativa do sumo. A
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adicao prévia de 0,1% de acido ascorbico é determinante pois atua como fator inibitério da atividade
enzimatica, promovendo a estabilidade da cor do sumo durante os 35 dias a 4 °C e,
consequentemente a atividade antioxidante superior ao sumo tratado termicamente, verificando-se a

hipotese 1.
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5. OTIMIZAGAO DAS CONDIGCOES DE PROCESSAMENTO DE SUMO DE MACA
POR ALTAS PRESSOES HIDROSTATICAS

Paralelamente, por forma a complementar H,, propds-se o estudo de outros niveis de pressao,

passiveis de serem aplicados na industria, de modo a verificar se a sua estabilidade seria melhorada.

5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A verificagdo do impacto de diferentes niveis de pressao na qualidade do sumo de maga baseou-

se na seguinte hipétese:

Hipoétese 2 (H,): Existe um nivel de pressao, entre 450 e 600 MPa (120 segundos, 18 °C),

comparativamente ao atualmente utilizado na industria, que demonstra maior eficacia na promogao de

estabilidade do sumo, a temperatura de 4 °C.

Por forma a validar H, o plano de amostragem bem como o tratamento estatistico foi elaborado

segundo o delineamento DCCR, considerando duas varidveis independentes. Assim, para a

determinaga@o das amostras necessarias foi efetuada a descodificacdo da matriz inicial contemplando

as duas variaveis independentes em causa [presséo (P) e tempo de armazenamento (t,)], em que 0s

respetivos intervalos de variacao foram de P: 450 a 600 MPa e de t,: 0 a 60 dias. O delineamento

considerado incluiu 12 ensaios independentes, com 4 pontos relativos ao planeamento fatorial

completo (n, =2, 3, 10 e 11), 4 pontos estrela (n, =1, 4, 9 e 12) e 4 repeti¢bes do ponto central (n, = 5,

6, 7 e 8), como se encontra apresentado na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Matriz das variaveis independentes (P e t,) na forma codificada e descodificada.

MATRIZ CODIFICADA MATRIZ DESCODIFICADA
A B PRESSAO (MPa) TEMPO DE ARMAZENAMENTO (DIAS)

-1,41421 0,00000 450 30
-1,00000 -1,00000 472 9
-1,00000 1,00000 472 51
0,00000 -1,41421 525 0
0,00000 0,00000 525 30
0,00000 0,00000 525 30
0,00000 0,00000 525 30
0,00000 0,00000 525 30
0,00000 1,41421 525 60
1,00000 -1,00000 578 9
1,00000 1,00000 578 51
1,41421 0,00000 600 30
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A quantificagdo das amostras, para cada condicdo de pressdo, foi determinada pela
conformacgéo que a matriz de combinacéo de varidveis definiu no que respeita aos tempos de andlise a
que cada amostra seria submetida. De referir que o sumo foi sempre aditivado com 0,1% de acido
ascorbico e todos os tratamentos decorreram durante 120 segundos a temperatura de 18 °C. A
caracterizacdo bem como a quantificacdo das amostras requeridas encontram-se descriminadas na

tabela 5.2.

Tabela 5.2. Caracterizacao e quantificagcdo das amostras estudadas para validacao de H,.

- QUANTIDADE DE
AMOSTRAS PRESSAO (MPA) A OSTTG

Sumo de maga tratado a 450 MPa 450 6
S(450)

Sumo de magca tratado a 472 MPa 472 12
S(472)

Sumo de magca tratado a 525 MPa 525 36
S(525)

Sumo de magca tratado a 578 MPa 578 12
S(578)

Sumo de maga tratado a 600 MPa 600 6
$(600)

TOTAL 2

Ap0s o processamento, as amostras foram armazenadas a 4 °C até a data do controlo analitico

definido pelo delineamento experimental.

Os atributos em avaliacéo (variaveis dependentes) compreenderam as seguintes determinagdes:
conteudo fendlico total, cor (ClElab) e indice de escurecimento (WI); atividade das enzimas PPO e

PME e analise dos compostos do aroma.

Em ambos os estudos (4 e 5) as amostras foram introduzidas na cémara de pressao, apos

monitoriza¢do do tratamento que se pretendia, tal como se encontra ilustrado na Figura 5.1.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apenas se apresentam os modelos cujos ajustes foram considerados adequados (r* e r* .
proximos da unidade e diferenca entre eles inferior a 1 décima e as varidveis que demonstraram

significado estatistico (p<0,05).
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5.2.1 INIBIGAO DA ATIVIDADE DA POLIFENOLOXIDASE

O modelo que expressa a inibigdo da PPO (Eq. 5), apds eliminagéo dos efeitos P?, t, e P*t,,
apresentou coeficientes de variancia ndo elevados (r* = 0,57 e r* ., = 0,48), mantendo a diferenca

entre si pretendida, de cerca de 1 décima.

Inativacédo da PPO (%) = -44,296 + 0,192 P + 0,003 t,> (Eqg. 5)

Apesar de ndo apresentar o ajuste desejado e, por isso, um caracter pouco preditivo, através da

sua representacao grafica é possivel observar a tendéncia inerente (Figura 5.1).

Lol
o T TRhE MR

Figura 5.1. Superficie de resposta da variacao da % inativacao da PPO em funcéao da pressao (P) e tempo de

armazenamento (t,).

Para a gama de pressdo e tempos de armazenamento testados, a Figura 5.1 bem como a
equacgao correspondente demonstram que a % de inibicdo da PPO aumenta com os acréscimos de t,
(componente quadratica) e de P (componente linear), de 50 a 80%, nao existindo uma inativagéo
efetiva (100%) nas condicdes testadas. A tendéncia observada remete que para um tratamento
aplicando uma P = 450 MPa é esperado obter-se uma inibicdo da atividade da PPO < 50%; enquanto
que P = 600 MPa é expectavel obter-se uma inibicdo entre 60 e 70% da sua atividade inicial. A inibicdo
da atividade da enzima € incrementada com o aumento do t,, em que apéds aplicacdo de P = 600 MPa
e 50 dias de armazenamento podera observar-se uma inibicdo superior a 80%. Este resultado esta
concordante com o obtido por Anese ef a/. (1995) em sumo de maca, que observaram uma redugéo de
90% da atividade da PPO imediatamente apds aplicagdo de um tratamento de 900 MPa. No entanto, a
tendéncia ndo esta de acordo com o reportado por Riahi ef al (2003) que, na mesma matriz,
reportaram uma inativagao efetiva da PPO apds aplicagcdo de 400 MPa, durante 25 minutos, podendo
este ultimo fator ter sido o pardmetro diferenciador entre os estudos. Valdramidis ef a/. (2009) também

em sumo de maca, tendo como variaveis distintas do presente estudo a temperatura (10 a 50 °C) e o
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tempo de aplicagcdo do tratamento (10 a 90 minutos), verificaram que apos o tratamento a 750 MPa
atingiu 51,4% de inibicdo da atividade da PPO, a qual apresentou uma tendéncia de aumento quanto

maior a temperatura aplicada durante o tratamento aplicado ao sumo.

5.2.2 INIBIGAO DA ATIVIDADE DA PECTINAMETILESTERASE

O modelo que expressa a inibicdo da PME (Eq. 6), apds eliminagdo do efeito P? apresentou um
ajuste adequado, expresso pela falta de ajuste nao significativa e erro puro significativo, quer pelos

coeficientes de variancia proximos da unidade (r* = 0,94; r* . = 0,90) e diferenca entre eles, inferior a

uma décima.

Inativacdo da PME (%) = 35,356 + 0,107 P + 0,460 t,+ 0,002 t,>- 0,001 P * t,, (Eq. 6)
O resultado obtido significa que cerca de 94% da variancia total em torno da média é explicada

pela equagédo do modelo (Eq. 6), ficando apenas 6% atribuida a residuos, sendo a incluséo dos efeitos

considerados adequados para a qualidade da previsdo das respostas.
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Figura 5.2. Superficie de resposta da variacao da % inativacao da PME em funcao da pressao (P) e tempo de

armazenamento (t,).

Para a gama de pressdo e tempos de armazenamento testados, a Figura 5.2 bem como a
equacao correspondente demonstram que a % de inibicdo da PME aumenta com os acréscimos de t,
(componente linear e quadratica) e de P (componente linear), de 84 a 100%, tendo sido alcancada a
inativacao total (100%) dentro da gama testada. A inibicéo efetiva (100%) da PME é representada pela
regiao mais escura, delimitada para valores de P > 580 MPa, quando t, = 0 dias e/ou P > 560 MPa, se t,
= 60 dias. Desta forma, é possivel constatar que a PME é menos barorresistente que a PPO na gama

de presséo testada, resultado também obtido por Valdramidis ef a/. (2009) que apods aplicar um
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tratamento a P = 750 MPa em sumo de macé, observaram uma inibicdo de 81,44% da atividade da

PME, ao invés de 51,4% para a PPO.

Os resultados obtidos poderao significar que o volume de depdsito presente na amostra tratada a
600 MPa, e a maioria formado nas restantes amostras, tera tido origem durante o intervalo de tempo
entre a trituracdo do sumo e o tratamento a altas pressbes. A aplicacdo de P > 580 MPa e a
minimizacdo do tempo intercalar entre estas duas operagcdes podera melhorar significativamente a
qualidade do sumo ao nivel da diminuicdo da atividade da PME e, consequentemente, a redugéo do

volume de depésito formado.

5.2.3 Cor (CIELAB)

e LUMINOSIDADE (PARAMETRO L)

O modelo que expressa a tendéncia da luminosidade (parametro L) do sistema de cor CIElab (Eq.
7), apos eliminagao dos efeitos P, P?, t,2 e P*t,, apresentou coeficientes de variancia nao elevados (r* =

0,54 e r* ;4 = 0,50), mantendo a diferenca entre si pretendida, de cerca de 1 décima.
L = 94,970 + 0,065 t, (Ea.7)

Dado que o ajuste do modelo néo foi 0 adequado e, por isso ndo apresenta caracter preditivo,

observa-se apenas a sua tendéncia através da representagao grafica na Figura 5.3.

Il =100
I <98
=97
2 <96
I <95

Figura 5.3. Superficie de resposta da variacao de luminosidade (L) em funcéo da presséo (P) e tempo de

armazenamento (t,).

Para a gama de pressdo e tempos de armazenamento testados, a Figura 5.3 bem como a

equacgao correspondente demonstram que a luminosidade aumenta, apenas, com 0s acréscimos de t,
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(componente linear), de 95 a 100, pelo que P n&o gerou qualquer efeito na variagdo deste valor. Tal
tendéncia pode ser justificada pelo aumento aparente do volume de depdsito ao longo do tempo de
armazenamento, podendo ter existido o aumento da formacédo de pectatos de calcio, causado pela
atividade da PME, que ao aglomerarem-se poderdo ter promovido um arrastamento progressivo das

particulas coradas, diminuindo a concentracdo de particulas suspensas nas amostras.

« CROMATICIDADE (PARAMETRO C)

O modelo que expressa o valor de cromaticidade (parametro c) do sistema de cor CIElab (Eq. 8),
apds eliminacdo dos efeitos P, P? e P*t,, apresentou coeficientes de variancia aceitaveis (r* = 0,88 e r

aust = 0,85), mantendo a diferenga entre si pretendida, de cerca de 1 decima.

c=7,358-0,153 t,+ 0,001 t,° (Eq. 8)

Através da Figura 5.4 é possivel prever a tendéncia da variagdo deste parametro no sumo e

condi¢gdes estudadas.

-7

Figura 5.4. Superficie de resposta da variacao de cromaticidade (c) em funcéo da pressao (P) e tempo de

armazenamento (t,).

Para a gama de pressdo e tempos de armazenamento testados, a Figura 5.4 bem como a
equacgao correspondente demonstram que a cromaticidade aumenta apenas com os acréscimos de t,
(componentes linear e quadratica) de 4 a 7, ndo tendo P influenciado na sua variagao. Prevé-se que a
saturacao do sumo diminua ao longo de t,, resultado que é suportado e concordante com o obtido para
o parametro L. O aumento aparente do volume de deposito, possivelmente gerado pela atividade da

PME, podera ter promovido um arrastamento das particulas da cor, levando a uma menor saturagéo de
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compostos no sobrenadante. Desta forma, o valor de ¢ apresentou uma diminuigdo progressiva do seu

valor absoluto inicial ao longo do tempo de armazenamento.

5.2.4 REGISTOS FOTOGRAFICOS

As amostras foram colocadas em tubos de ensaio, tapadas com parafilme e mantidas em camara

de refrigeracao (4°C) e observada a evolugdo da cor ao longo dos 60 dias de armazenamento.

Através da observagdo dos registos fotograficos foi possivel avaliar trés componentes
caracteristicas dos sumos apds abertura: o volume e cor do depésito formado e a cor das amostras

apos agitacéo (Figura 5.5).

Apo6s processamento - 0 dias de armazenamento

Ap6s 9 dias de armazenamento
450 MPa 472 MPa 525 MPa 578 MPa | 600 MPa

450 MPa 472 MPa 525 MPa 578 MPa 600 MPa

\

Sem agitagdo
(dep6sito)

Apos agitagdo

Apos 30 dias de armazenamento

450 MPa 472 MPa 525 MPa 578 MPa 600 MPa 450 MPa 472 MPa
—— — -
: .

-
by

: ' oot
- § |

Sem agitacao
(depdsito)

Apos agitagéo

Figura 5.5. Registos fotograficos das amostras tratadas a 450, 472, 525, 578 e 600 MPa ao longo do tempo em estudo.
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Os registos fotograficos apds o processamento e até 9 dias de armazenamento ndo demonstram

diferencas aparentes de cor e volume do depdsito em todas as amostras.

A transicéo entre os dias 9 e 30 de armazenamento destaca-se devido a elevada alteragcéo de cor
das amostras. Apos 30 dias de armazenamento todas as amostras apresentam um escurecimento
elevado do depdsito formado, excetuando a amostra tratada a 578 MPa que apresenta um menor
escurecimento quando comparada com as restantes. Apds agitacdo observa-se um nitido

escurecimento, concordante com as colora¢ées do depdsito formado.

Apés 51 de armazenamento todas as amostras apresentam depodsitos bastante escurecidos. De
salientar a amostra tratada a 600 MPa aparenta um depdsito inferior comparativamente as restantes.

Ap0s agitagcao, as amostras apresentam uma cor muito escura face aos anteriores tempos.

A tendéncia que se verifica esta concordante com os resultados anteriormente obtidos, pois todas
as amostras apresentaram um escurecimento progressivo ao longo do tempo em estudo,
consequéncia da ineficacia do tratamento aplicado (450 — 600 MPa) na inibicao da atividade da PPO.
Além desta constatagéo, também é possivel validar-se a tendéncia anteriormente discutida acerca da
inativacdo da PME. A amostra tratada a 600 MPa manteve, aparentemente, o volume de depdsito
formado ao longo do tempo de armazenamento consequéncia da inibicao da atividade da enzima. Esta
constatacao podera significar que os pectatos de calcio formados pela acao da PME sobre o substrato
(pectina) existente poderéo ter tido origem no intervalo de tempo entre a operagéo de trituracéo e o
tratamento de estabilizacdo, podendo a minimizagéo/otimizagdo dos tempos intercalares entre estas

duas operacdes reduzir significativamente a formagéo do depdsito dos sumos.

5.2.5 COMPOSICAO AROMATICA

A composicao aromatica foi estudada em termos de concentragdo dos compostos volateis totais e

compostos volateis que se demonstraram mais evidenciados nos cromatogramas obtidos.

5.2.5.1 COMPOSTOS VOLATEIS TOTAIS

No que respeita ao teor de compostos volateis totais (CVT) o modelo que expressa a sua
tendéncia nao apresentou um ajuste adequado. No entanto, foi possivel fazer-se uma comparacéo das
areas totais dos compostos volateis totais das amostras de cada ponto da matriz em analise
relativamente ao sumo fresco (SF) e ao sumo pasteurizado (SP) no tempo zero, tendo-se obtido os

resultados expressos na Figura 5.6.
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Figura 5.6. Area correspondente aos compostos volateis totais dos pontos da matriz comparativamente

ao sumo fresco (SF) e pasteurizado (SP) no tempo zero.

Pela observagdo da Figura 5.6 constata-se que, para a gama de P e t, em estudo, todas as
amostras tém uma composicéo total de compostos volateis inferior ao sumo fresco (SF). Face a este, a
amostra que mais se aproxima € a tratada a 450 MPa, apos 30 dias de armazenamento, tendo cerca
de 86,7% do teor total de compostos volateis. Nos mesmos termos comparativos, observa-se que a
amostra tratada a 600 MPa, apdés 30 dias de armazenamento, apresenta cerca de 51,9% dos
compostos volateis totais. Desta forma, podera constatar-se que o aumento da pressdo causa uma
diminuic&o no teor total de compostos volateis, que podera dever-se a processos de degradagao e/ou

processos de encapsulamento.

De igual modo de comparagéo, face ao sumo pasteurizado a amostra tratada a 450 MPa, apos 30
dias de armazenamento, apresenta cerca de 121,4% do total de compostos volateis, ao passo que a
amostra tratada a 600 MPa, no mesmo tempo de andlise, denota um teor de compostos volateis
menor, de cerca de 79,9%. Deste modo poder-se-a retirar vantagens na utilizacdo de altas pressdes
hidrostaticas comparativamente a tratamentos térmicos no que respeita a manutencédo dos compostos

volateis do sumo, mantendo as suas caracteristicas proximas ao seu congénere em fresco.

De notar o impacto do tratamento térmico (SP) na composicéo total de compostos aromaticos,
revelando uma quebra de 30% dos compostos presentes no sumo fresco (SF). Esta tendéncia foi
também constatada por Su ef al. (2002) que observaram uma reducdo em todas as fragdes volateis
caracteristicas do fruto em fresco. Também Perédi et a/ (1981) afirmaram que sumos tratados

termicamente perdem cerca de metade dos componentes volateis do fruto original.
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5.2.5.2 COMPOSTOS VOLATEIS MAIS REPRESENTATIVOS DO PERFIL DO AROMA

Ao longo do estudo foram identificados 4 picos de compostos volateis considerados como os mais
representativos devido a elevada area que apresentaram nos cromatogramas (Tabela 5.3). O célculo

da sua representatividade foi efetuado em termos de % relativa ao teor total de compostos volateis.

Tabela 5.3. Compostos volateis que apresentaram maior representatividade nos cromatogramas ao longo do

estudo.
COMPOSTOS VOLATEIS T D'%SETENCAO
Acetato de hexilo 13,76
Xa 14,14
Xg 19,19
Xc 24,40
Xa
Xa
Acetato de l/
\ "

Figura 5.7. Cromatograma obtido com a definicdo dos picos mais representativos observados em todos as

amostras estudadas.

e ACETATO DE HEXILO

O modelo que expressa a variacao da % de acetato de hexilo (Eq. 9), ap6s eliminagdo dos efeitos
P, P?, t,2 e P * t,, apresentou um ajuste adequado, expresso pela falta de ajuste néo significativa e erro
puro, quer pelos coeficientes de variancia préximos da unidade (r* = 0,92 e r* ., = 0,86) e diferenca

entre eles, inferior a uma décima.

Acetato de hexilo (%) = 11,564 - 0,154 t, (Eq. 9)
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O modelo obtido significa que cerca de 92% da varidncia total em torno da média é explicada pela
equacgao do modelo (Eq. 9), ficando apenas 8% atribuida a residuos, sendo a inclusdo dos efeitos

considerados adequados para a qualidade da previsdo das respostas.
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Figura 5.8. Superficie de resposta da variacao da % de acetato de hexilo em funcéao da pressao (P) e tempo de

armazenamento (t,).

Para a gama de pressédo e tempos de armazenamento testados, a Figura 5.8 bem como a
equacao correspondente demonstraram que a % relativa de acetato de hexilo diminui com o acréscimo
de t,, de 4 a 10%, demonstrando que P, na gama testada, ndo influenciou a sua variagdo. Segundo
Reis et al. (2009) este composto é caracteristico da composi¢édo volatil de macgéas e seus derivados e

apresenta o sabor macgé, péra, doce e floral como descritores de aroma associados.
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Figura 5.9. Area correspondente ao acetato de hexilo dos pontos da matriz comparativamente ao sumo

fresco (SF) e pasteurizado (SP) no tempo zero.

A Figura 5.9 complementa a tendéncia que nos é revelada pela superficie de RSM (Figura 5.8).

Através desta podera ainda constatar-se que, além de independente da presséo aplicada, também se
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revela independente do tipo de tratamento aplicado, observando-se pouca variagdo na sua % relativa

no sumo tratado termicamente e tratado a altas pressdes, no tempo 0, comparativamente ao sumo
fresco.

e COMPOSTO Xa

O modelo que expressa a tendéncia da variacado da % de X, (iR = 14,60 s), apds eliminacdo do

efeito P, apresentou coeficientes de variancia aceitaveis (> = 0,82 e r* ,,, = 0,72), apresentando a

diferenca inferior a uma décima entre si.

X, (%) = 16,900 + 0,001 P? + 2,481 t, - 0,029 t,>- 0,002 P * t, (Eq. 10)

O modelo ndo apresentou um ajuste adequado e, por isso, caracter pouco preditivo, porém

através da sua representacgdo grafica é possivel observar a tendéncia (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Superficie de resposta da variacdo da % de X, (tR = 14,60 s) em funcéo da presséo (P) e tempo de

armazenamento (t,).

Para a gama de pressdo e tempos de armazenamento testados, a Figura 5.10 bem como a
equacgao correspondente demonstraram que a % relativa de X, (R = 14,60 s) aumenta com os
acréscimos de t,, de 0 a 40%, demonstrando que P nédo teve influéncia na sua variagdo. Este composto
€ 0 mais representativo dos cromatogramas obtidos e, também, o que demonstra sofrer mais variacdes
na sua concentracao ao longo do tempo de armazenamento. A partir da Figura 5.10 pode observar-se

que até 40 dias de armazenamento a % relativa da sua concentragdo é de cerca de 40%, quando t, >
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40 dias a sua % relativa diminui abruptamente chegando a valores <10%. Dado que esta analise é
efetuada com base em % relativas, a sua variagdo pode dever-se a um impacto bastante negativo do
tempo de armazenamento bem como a formacdo de outros compostos volateis que, em termos
relativos, podem causar a diminuicdo do peso deste relativamente ao total de compostos volateis
presentes, ndo tendo obrigatoriamente diminuido a sua concentracdo absoluta nos niveis

apresentados.

Além das consideragbes anteriores, e efetuando a analise idéntica ao anterior composto analisado
(acetato de hexilo), a Figura 5.11 demonstra a evolugdo deste composto comparativamente ao sumo

fresco (SF) e sumo tratado termicamente (SP).
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Figura 5.11. Area correspondente ao composto X, (tR = 14,60 s)dos pontos da matriz comparativamente ao

sumo fresco (SF) e pasteurizado (SP) no tempo 0.

A Figura 5.11 revela, como seria expectavel, a tendéncia que nos é revelada pela superficie de
RSM (Figura 5.10). Pode observar-se que o sumo fresco (SF) apresenta uma % relativa de X, (iR =
14,60 s) superior em todas as amostras avaliadas. Face ao sumo fresco, o sumo pasteurizado (SP) e o
sumo tratado a P = 525 MPa no tempo zero detém cerca de 78,8% e 60,8%, respetivamente. O mesmo
sumo pressurizado (525 MPa), apds 30 dias de armazenamento, apresenta cerca de 83,1% da
concentracéo relativa de X, comparativamente ao sumo fresco. Esta analise podera elucidar que o
tratamento de conservacgéo, por altas pressdes ou por temperatura, afetam a % de X, presente no
sumo. No entanto é de refor¢ar que, de igual modo, existem outros compostos presentes no sumo que
poderdo causar esta variagao relativa, ndo sendo possivel obter uma % absoluta para fazer uma

analise exata.

58



e COMPOSTO Xg

O modelo que expressa a variacado da % de Xg (R = 19,19 s) (Eq. 11), apods eliminagdo dos

efeitos P, P? t,> e P * t,, apresentou coeficientes de variancia néo elevados (> = 0,75 e r* ;= 0,73) e
diferenca entre eles, inferior a uma décima.

X5 (%) = 6,072 - 0,079 t, (Eq. 11)

O modelo nao apresentou um ajuste adequado e, por isso, caracter pouco preditivo, porém

através da sua representacdo grafica é possivel observar a tendéncia (Figura 5.12).
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Figura 5.12. Superficie de resposta da variacdo da % de Xg (tR = 19,19 s) em funcéo da presséo (P) e tempo de

armazenamento (t,).

Para a gama de pressdo e tempos de armazenamento testados, a Figura 5.12 bem como a
equacao correspondente demonstraram que a % relativa de X; (R = 19,19 s) diminui com o aumento

de t,, de 2 a 6%, demonstrando que P, na gama testada, n&o influenciou a sua variagéo.
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Figura 5.13. Area correspondente ao composto X; (tR = 19,19 s)dos pontos da matriz comparativamente

ao sumo fresco (SF) e pasteurizado (SP) no tempo 0.

A Figura 5.13 esta de acordo com a tendéncia obtida pela superficie de RSM (Figura 5.12). Face
ao sumo fresco (SF), as amostras pressurizadas a 525 MPa, no tempo zero, e 472 MPa, apds 9 dias de
armazenamento, denotam uma % relativa superior, de cerca de 116,6% e 109,9% respetivamente,
enquanto o sumo pasteurizado (SP) apresenta uma perda de cerca de 4% deste composto. Esta
interpretacao, apesar das limitagdes conhecidas, podera significar que o tratamento aplicado néo tera

implicagdes diretas na evolugdo da concentracao deste composto.

e COMPOSTO Xc

O modelo que expressa a variagdo da % de X (tR = 24,40 s) (Eqg. 12), apds eliminagcao do efeito
P2, apresentou um ajuste adequado, expresso pela falta de ajuste ndo significativa e erro puro, quer
pelos coeficientes de varidncia préximos da unidade (r* = 0,92 e r* ,; = 0,86) e diferenca entre eles,

inferior a uma décima.

X (%) = 8,324 - 0,010 P - 0,199 t, + 0,001 t,2 + 0,001 P * t, (Eq. 12)

O modelo obtido significa que cerca de 92% da variéncia total em torno da média é explicada pela
equacgao do modelo (Eq. 12), ficando apenas 8% atribuida a residuos, sendo a inclusdo dos efeitos

considerados adequados para a qualidade da previséo das respostas.
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Figura 5.14. Superficie de resposta da variacdo da % de X¢ (R = 24,40 s) em funcéo da presséo (P) e tempo de

armazenamento (t,).

Para a gama de pressédo e tempos de armazenamento testados, a Figura 5.14 bem como a
equacao correspondente demonstraram que a % de X (iR = 24,40 s) diminui com o aumento de t,, de
1 a 3%, e o aumento de P aplicada no tratamento, na gama testada, é diretamente proporcional a
diminuicdo da concentracao relativa deste composto. De salientar que, quando t, = 35 dias verificou-se
que a concentracdo de X; €& independente da sua concentragdo inicial, evidenciando uma

concentracdo no sumo <1%.
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Figura 5.15. Area correspondente ao composto X (1R = 24,40 s) dos pontos da matriz comparativamente

ao sumo fresco (SF) e pasteurizado (SP) no tempo zero.

A Figura 5.15 demonstra que, face ao sumo fresco (SF), existe uma variabilidade de resultados
interessantes a discutir. Face ao sumo fresco (SF), e analisando de forma independente cada gama de

pressdo aplicada, pode constatar-se que a amostra pressurizada a 525 MPa, apés a aplicagdo do
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tratamento (tempo 0) é refletida um incremento de X; de cerca de 70%. Apds 30 dias de
armazenamento, face a SF, verifica-se em média uma diminui¢cdo de cerca de 15%. Apds 60 dias de
armazenamento a diminui¢cdo atingiu valores de cerca de 60%. Desta forma podera entender-se que o

tempo de armazenamento influencia na degradacgao deste composto.

Além desta constatacdo torna-se interessante a observagdo da variabilidade de resultados
obtidos no mesmo tempo de andlise, apenas com variagdo da pressado aplicada. As amostras
analisadas ap6s 9 dias de armazenamento, pressurizadas a 472 e 578 MPa, demonstram uma %
relativa da concentragdo do composto X. de cerca de 95% e 20% acima do sumo fresco,
respetivamente. Apos 51 dias de armazenamento observa-se uma diminuicdo da % relativa, no entanto
a tendéncia de resultados mantém-se: a amostra tratada a 472 MPa demonstra uma % relativa inferior
ao sumo fresco porém mantém-se superior ao sumo tratado a 578 MPa, com uma diferencga relativa

entre elas de cerca de 10,3%.

O sumo tratado termicamente (SP) demonstra uma perda de X; em cerca de 80%,
comparativamente ao sumo fresco, denotando que a temperatura podera ter efeitos negativos no que

concerne a manutencgéo dos niveis deste composto no sumo.

Dadas as interpretagdes anteriores € possivel antever que a sinergia entre aplicagdo de pressdes
elevadas e longos tempos de armazenamento ndo serdo favoraveis a manutengcéo deste composto.
Por outro lado, é de salientar que este composto devera ser sensivel a gamas de temperaturas
elevadas e, possivelmente, a processos de oxidagdes. Este ultimo deve-se ao fato do valor obtido no
sumo fresco, que aparentava elevada oxida¢do, comparativamente as amostras que revelaram uma
maior concentracdo. No entanto é de referir que, dada a néo injecéo de padrdo interno para averiguar

concentragfes absolutas, a incerteza dos resultados mantém-se.

De um modo geral observa-se que alguns compostos volateis mais representativos do sumo de
maca sao afetados pela aplicagdo de altas pressdes bem como com o tempo de armazenamento. No
entanto dever-se-a salientar que, dado que X,, Xg € X nao foram devidamente identificados, estes
podem ser provenientes do proprio fruto bem como poderdo ser compostos formados durante o
tratamento aplicado e/ou resultantes de rea¢cdes de oxidagao/hidrélise, como referido por Reis et al.

(2009).
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5.3 BALANCO INTERCALAR

A aplicacdo de altas pressdes hidrostaticas a sumo de macéd aditivado com 0,1% de &acido
ascoérbico na gama entre 450 — 600 MPa, durante 120 segundos a 18 °C, ndo é suficiente para a

estabilizagdo fisico-quimica do sumo:

« A aplicacdo de pressao de 600 MPa implicou uma inibicdo da polifenoloxidase (PPO) de cerca

de 60-70%, sendo que a inibicdo tendencialmente aumentava com o tempo de armazenamento;
« Inibicao efetiva (100%) da atividade da pectinametilesterase (PME) quando P > 580 MPa;

« Diminuicdo do teor de compostos volateis totais face ao sumo fresco, podendo significar uma

diminuicdo dos compostos responsaveis pelo aroma do sumo.

Desta forma a gama de pressdes aplicadas demonstrou uma melhoria da estabilidade do sumo,
tendo-se verificado a hipotese 2. No entanto a estabilidade desejada (inativagdo da componente total

enzimatica) por forma a aumentar o tempo de vida util do sumo néo foi alcangada.
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6. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE INATIVAGAO ENZIMATICA DE SUMO
DE MACA POR MICROONDAS

Devido a resisténcia a pressao das enzimas envolvidas na alteragdo do sumo de macga verificada
nos anteriores estudos, sendo esta condi¢do limitativa na eficacia da utilizacdo das altas pressdes
hidrostaticas como tratamento de estabilizacéo, efetuou-se um estudo de aplicagdo de microondas
como um possivel tratamento térmico alternativo/complementar a aplicar. Pretendeu-se compreender
se este teria um impacto mais vantajoso ao nivel da estabilidade enzimatica e de cor, aproximando as

caracteristicas de qualidade ao sumo fresco.

6.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A validagéo do impacto de tratamento térmico através de microondas teve como pressuposto a

seguinte hipotese:

Hipotese 3 (H;): O processamento por microondas (na gama de 87 a 105 °C) é mais eficiente na reducao
da atividade e/ou inativagdo das enzimas PPO e PME, comparativamente as altas pressoées hidrostaticas,
com a capacidade de manutencao das caracteristicas sensoriais do sumo em niveis semelhantes ao sumo

fresco.

Para a validacdo de H; o delineamento experimental teve por base o delineamento DCCR
considerando trés variaveis independentes. A determina¢do das amostras necessarias foi efetuada
apos descodificagdo da matriz inicial contemplando as variaveis independentes do processo em causa
[temperatura do tratamento (T), tempo de rampa (ig) e tempo de holding (t,)], cujos intervalos de
variagcdo foram T: 87 a 105 °C, t;: 76 a 300 segundos e t,: 0 a 180 segundos. O estudo incluiu 20
ensaios independentes, em que 8 foram relativos ao planeamento fatorial completo (n, =2, 3, 4, 5, 16,
17,18 e 19), 6 pontos estrela (n,=1, 6, 7, 14, 15 e 20) e 6 repeti¢des do ponto central (n,=8, 9, 10, 11,

12 e 13), de acordo com a matriz apresentada na Tabela 6.1.
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Tabela 6.1. Matriz das variaveis independentes (T, t; e t;;) na forma codificada e descodificada.

MATRIZ CODIFICADA MATRIZ DESCODIFICADA
A B c TEMPERATURA | TEMPO DE RAMPA | TEMPO DE HOLDING
°C) ® ®)
-1,6818 0,0000 0,0000 87 188 90
-1,0000 -1,0000 -1,0000 91 121 36
-1,0000 -1,0000 1,0000 91 121 144
-1,0000 1,0000 -1,0000 91 255 36
-1,0000 1,0000 1,0000 91 255 144
0,0000 -1,6818 0,0000 96 76 90
0,0000 0,0000 -1,6818 96 188 0
0,0000 0,0000 0,0000 96 188 90
0,0000 0,0000 0,0000 96 188 90
0,0000 0,0000 0,0000 96 188 90
0,0000 0,0000 0,0000 96 188 90
0,0000 0,0000 0,0000 96 188 90
0,0000 0,0000 0,0000 96 188 90
0,0000 0,0000 1,6818 96 188 180
0,0000 1,6818 0,0000 96 300 90
1,0000 -1,0000 -1,0000 101 121 36
1,0000 -1,0000 1,0000 101 121 144
1,0000 1,0000 -1,0000 101 255 36
1,0000 1,0000 1,0000 101 255 144
1,6818 0,0000 0,0000 105 188 90

Os atributos avaliados (variaveis dependentes) compreenderam as seguintes determinacgdes:
atividade das enzimas PPO e PME e a identificagdo e quantificacao do teor em 5-hidroximetilfurfural. A
quantificacdo do 5-hidroximetilfurfural € importante dado tratar-se de um composto resultante da
decomposicao térmica dos agucares e poder constituir um bom indicador da implicagdo negativa do

tratamento térmico na qualidade do sumo.

O tratamento de estabilizagdo foi realizado utilizando um forno de microondas (CEM MARS5 SW
846-3051), programado para atuar a uma poténcia de 300 W em sistema descontinuo. Para cada
condicdo da matriz foram processados 4 vasos de 20 mL de sumo de macgé, por forma a garantir a
homogeneidade de incidéncia das microondas, sendo um deles o vaso-controlo, que possuia o sensor
de temperatura para controlo das condi¢des estipuladas, tal como se encontra esquematizado na
Figura 6.1. Apds o tratamento, as amostras foram rapidamente congeladas a -80 °C de modo a

preservar a possivel atividade enzimatica residual.
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Figura 6.1. Esquema do forno de microondas.

6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apenas se apresentam os modelos cujos ajustes foram considerados adequados (* e r*
proximos da unidade e diferenca entre eles inferior a 1 décima e as varidveis que demonstraram

significado estatistico (p<0,05).

6.2.1 INIBICAO DA ATIVIDADE DA POLIFENOLOXIDASE

O modelo (Eq. 13) que expressa a % de inibicdo da PPO em funcao das variaveis independentes
em estudo (T, t; e t,) apresentaram ajustes adequados, expressos pela falta de ajuste nao significativa
e erro puro significativo, quer pelos coeficientes de variancia proximos da unidade (r* = 0,94; r* =

0,89) e diferenca entre eles, inferior a uma décima.

Inibicao da PPO (%) = 1165,782 - 28,201 T + 0,180 T2 + 1,280 t, + 0,002 t;> - 0,077 t,, + 0,003 t,2

- 0,019 T *t,- 0,005 T * t,, + 0,001 t;* t,
(Eq. 13)

Cerca de 94% da variancia total em torno da média é explicada pelas equagbes do modelo,
ficando apenas 6% atribuida a residuos, sendo a incluséo dos efeitos considerados adequados para a

qualidade da previsao das respostas.
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Figura 6.2. Superficie de resposta da variagao da % de inativacao da PPO em funcao da temperatura (T) e

tempo de rampa (tg).

Para a gama estudada, assumindo como variaveis independentes a temperatura (T) € o tempo de
rampa (ig), a Figura 6.2 demonstra que a % de inativagdo da PPO aumenta com os acréscimos T € tg,
de 20 a 100%, tendo sido alcancada a inativacao efetiva dentro da gama de tempo e intensidade

térmica testada. A inibicdo efetiva (100%) da PPO é representada pela regido mais escura, delimitada

paravaloresde T=87°Cety32280se/ouT>101°Cetz>80s.
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Figura 6.3 Superficie de resposta da variacdo da % de inativacao da PPO em funcao da temperatura (T) e

tempo de holding (t,).

Para a gama estudada, considerando como varidveis independentes a temperatura (T) e o tempo
de holding (t), a Figura 6.3 demonstra que a % de inativagdo da PPO aumenta com os acréscimos T e

ty, de 20 a 100%, tendo sido alcangada a inativacao efetiva dentro da gama de tempo e intensidade
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térmica testada. A inibicdo da atividade da enzima é representada pela zona mais escura do grafico,

em que foi previsto uma inativacdo da PPO na combinagdo de T e t, nas condigdes extremas do
tratamento aplicado (T =105°C e t, =180 s).
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Figura 6.4 Superficie de resposta da variacido da % de inativacdo da PPO em funcdo do tempo de rampa (tg) e

tempo de holding (t,).

Para a gama estudada, assumindo como variaveis independentes o tempo de rampa (tg) € 0
tempo de holding (1), pela Figura 6.4 observa-se uma inativagdo total da PPO no intervalo das
condi¢des estudadas, demonstrando aumentar com os acréscimos tg e t,;, de 20 a 100%. A inibic&do da
atividade da enzima é representada pela zona mais escura do grafico, em que foi previsto uma

inativacao da PPO na combinacéo de tg e t, nas condi¢des extremas do tratamento aplicado.

A efetividade da inibicdo da PPO foi atingida dentro da gama de temperatura (T), tempo de rampa
(tg) e tempo de holding (1,) testados, sendo a temperatura e o tempo de rampa os pardmetros com
maior peso para a eficacia do tratamento (T =87 °C ety >280se/ouT > 101 °C etz 280 s) . De
salientar que, apesar de se ter atingido a sua inibicdo completa, desconhece-se se esta esta reversivel

ou irreversivelmente inativada, pois segundo Miyagawa ef al. (1964) esta situagdo pode reverter ao
longo do tempo de armazenamento.

6.2.2 INIBIGAO DA ATIVIDADE DA PECTINAMETILESTERASE

A anadlise efetuada para avaliagéo da inibicao da PME demonstrou uma inativagao efetiva (100%)

em todas as condicdes de tratamento estudadas.
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6.2.3 5-HIDROXIMETILFURFURAL

O modelo (Eqg. 14) que expressa a variagdo da concentracdo de 5-hidroximetilfurfural (ug.L™") em

funcdo das variaveis independentes em estudo (T, t; e t,), apds eliminagdo dos efeitos t5? € tg * t,

demonstrou coeficientes de variancia aceitaveis (r* = 0,85; r* ,,, = 0,77), sendo inferior a uma décima a

diferenca entre si.

[5-HMF] (ng.L") = -2.046 + 0,072 T - 0,001 T2- 0,013 t, — 0,006 t,, + 0,001 T * t, + 0,001 T * t,,

W
S

Il = 500
Il < 500
B < 400
[1<=300
[ < 200
B < 100

(Eq. 14)

Figura 6.5. Superficie de resposta da variacdo da concentracido de 5-hidroximatilfurfural (ng.L') em funcéo da

temperatura (T) e tempo de rampa (tg).

Assumindo como variaveis independentes a temperatura (T) e o tempo de rampa (tg), pela

interpretacao da Figura 6.5 observa-se um aumento da concentra¢do de 5-HMF com o aumentode T e

de tg, de 150 a 550 ug.L". Os teores mais elevados sdo expressos pelos tons mais escuros e verificam-

sequando T>98 °C e t; > 220 s.
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Figura 6.6. Superficie de resposta da variacdo da concentracao de 5-hidroximetilfurfural (ng.L') em funcéo da

temperatura (T) e tempo de holding (t)-

Considerando como variaveis independentes o tempo de holding (i) € a temperatura (T), pela
interpretacdo da Figura 6.6 observa-se a mesma tendéncia descrita anteriormente, existindo um
aumento proporcional com o aumento de T e, embora com menor expressdo, com o aumento de t, de
200 a 400 pg.L". Os teores mais elevados e sdo expressos pelos tons mais escuros e verificam-se

quandot,>120seT>96 °C.
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Figura 6.7. Superficie de resposta da variagdo da concentragdo de 5-hidroximetilfurfural (mg.L™") em fungéo do

tempo de rampa (tg) e tempo de holding (ty)-

Assumindo como varidveis independentes o tempo de holding (t,) e o tempo de rampa (ig), pela

interpretagcdo da Figura 6.7 observa-se um aumento com os acréscimos de tg, sendo t;, menos
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expressivo nesta evolugdo, de 150 a 450 ug.L™". Os teores mais elevados sdo expressos pelos tons
mais escuros e verificam-se quando tz > 220 s. Desta forma pode constatar-se que os parametros de

temperatura (T) e tempo de rampa (tg) s@o os que mais influenciaram na formacéo deste composto.

Atendendo que a inibicao da atividade enzimatica da PPO se revelou determinante nas condi¢des
dos tratamentos testados, e que esta sé foi conseguida quando T=87°Cet;>2280se/ouT>101°Ce
tz 2 80 s, constata-se que em ambas as condi¢bes existiu a formagéo de 5-HMF numa concentracao
variavel de 150 a 550 pg.L". Em ambos os casos a formacédo de 5-HMF excedeu o limiar de detec¢éo
reportado por Saison ef al. (2009), que em cerveja obtiveram um LD de cerca de 35,784 ug.L" deste
composto, 0 que podera significar uma desvantagem da utilizagdo das microondas como tratamento
alternativo. No entanto mais ensaios deverdo ser efetuados no sentido de otimizar os binémios
aplicados por forma a melhorar a performance do tratamento, encontrando a melhor combinagéo entre

inativacdo enzimatica e qualidade sensorial do sumo de maga.

De notar ainda, que os tratamentos foram aplicados de forma independente as altas pressdes
hidrostaticas, porém um estudo mais especifico que objetive encontrar uma sinergia entre os dois
processos de estabilizacdo podera ser o caminho para a produgdo de sumo de magd com as

caracteristicas semelhantes ao sumo fresco, com a durabilidade de um sumo pasteurizado.

6.3 BALANGCO INTERCALAR

A aplicagdo de microondas, numa gama de temperatura entre 87 e 105 °C, tempo de rampa entre

70 e 300 s e tempo de holding entre 0 e 180 s, promoveu:

« Inativacéo efetiva (100%) da atividade da polifenoloxidase quando T=87°Cetg3>2280se/ouT >
101°Cetz280s;
« Inativacao efetiva (100%) da atividade da pectinametilesterase em todas as condicdes testadas;

« Formacgéo de 5-hidroximetilfufural em concentragdes a variar de 150 a 550 pug.L™", acima do seu

limiar de detegéo (35,784 pg.L"), na gama de inativagdo efetiva da componente enzimatica em estudo.

Desta forma o processamento por microondas, na gama de condi¢des testadas, mostrou-se mais
eficaz na reducdo/inibicéo efetiva da atividade das enzimas avaliadas, comparativamente as altas
pressoOes hidrostaticas, porém a manutencéo das caracteristicas semelhantes ao sumo fresco ficaram

comprometidas devido a formagéo de 5-hidroximetilfufural acima do seu limiar de dete¢é&o.
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7. CONCLUSOES GERAIS

O tratamento de conservagao por altas pressdes hidrostaticas (500 MPa, 120 segundos, 18 °C)
nao se revelou suficiente para a estabilizacao fisica, quimica e bioquimica do sumo de maca. A adicao
prévia de 0,1% de &cido ascérbico ao sumo tornou-se essencial e indispensavel para a manutencdo da

cor e da componente bioativa ao longo de 35 dias (4 °C). Nas condic¢des testadas verificou-se:

« Atividade residual da polifenoloxidase de cerca de 65% face a atividade da enzima no sumo
fresco. Nos sumos com a adicdo prévia de 0,1% de acido ascorbico observou-se uma atividade

residual da polifenoloxidase de cerca de 33% face ao sumo fresco;

« Atividade residual da pectinametilesterase de cerca de 15% face a atividade da enzima no sumo

fresco;

« O sumo aditivado com 0,1% de acido ascorbico apresentou conteudo fendlico e capacidade

antioxidante superior face aos valores obtidos no sumo tratado termicamente.

O estudo de otimizagdo da aplicagcdo do tratamento de conservagdo por altas pressdes
hidrostaticas (gama de 450 a 600 MPa, 120 segundos, 18 °C, com adi¢édo de 0,1% de 4cido ascorbico)
ao sumo de maga promoveu uma melhoria na estabilidade do sumo, no entanto a inativagado efetiva da

componente enzimdtica néo foi alcangcada. Nas condi¢des testadas verificou-se:

« Apods aplicagdo do tratamento (0 dias de armazenamento) a atividade residual da
polifenoloxidase foi de cerca de 30-40% face a atividade da enzima no sumo fresco quando a presséo
aplicada foi de 600 MPa, demonstrando tendencialmente uma diminuicdo com o aumento do tempo de
armazenamento. Esta tendéncia podera ser explicada pelo consumo de substrato ao longo do tempo
e, por isso, quando P = 600 MPa e t, = 50 dias de armazenamento a inibicdo estimada foi superior a

80%;

« Inibicao efetiva (100%) da atividade da pectinametilesterase quando a pressdo aplicada foi
superior a 580 MPa. A aplicacdo de P > 580 MPa e a minimizacdo do tempo intercalar entre duas
operagdes de trituragéo e tratamento de estabilizagdo podera melhorar significativamente a qualidade
do sumo ao nivel da diminuic&o da atividade da pectinametilesterase e, consequentemente, a reducao

do volume de depdsito formado.

» Diminuic&o do teor de compostos volateis totais face ao sumo fresco, podendo a aplicacéo de
altas pressdes hidrostaticas causar processos de degradacao e/ou encapsulamento de aromas. De

notar que, tendencialmente, a percentagem relativa de compostos volateis totais diminuia quanto mais
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elevada era a pressdo aplicada. Face ao sumo pasteurizado a aplicagcdo de altas pressdes

hidrostaticas demonstrou-se mais vantajosa na manutengé@o dos compostos do aroma.

O estudo de otimizagdo das condi¢cdes de inativacdo enzimatica de sumo de magd por
microondas (T = 87 a 105 °C, t3 = 76 a 300 segundos, t;, = 0 a 180 segundos) como processo
alternativo e/ou complementar ao tratamento por altas pressdes hidrostaticas revelou eficacia na
inativacdo da componente enzimatica envolvida nas alteragdes do sumo. Nas condi¢des testadas

verificou-se:

« Inibicao efetiva (100%) da atividade da polifenoloxidase quando aplicado uma temperatura de 87

°C e tempo de rampa > 280 segundos e/ou temperatura > 101 °C e tempo de rampa = 80 segundos;

« Inibicdo efetiva (100%) da pectinametilesterase em toda a gama de temperatura, tempo de

rampa e tempo de holding testados;

« Na gama de inativagdo enzimatica existiu a formagao de 5-hidroximetilfufural em concentracdes

a variar de 150 a 550 ug.L™", acima do limiar de detec&o considerado (35,784 ug.L™").

Desta forma o tratamento por microondas, na gama de temperatura, tempo de rampa e tempo de
holding testados, revelou-se mais eficaz na redugao/inibicdo efetiva da atividade das enzimas
avaliadas, comparativamente as altas pressdes hidrostaticas. Porém a manutencao das caracteristicas
semelhantes ao sumo fresco ficaram comprometidas devido a formacéao de 5-hidroximetilfufural acima

do seu limiar de detecao.

A otimizacdo da utilizacdo das microondas como processo complementar as altas pressdes
hidrostaticas podera ser um passo importante na melhoria da conserva¢do de sumo de maca 100%,
aleando o melhor dos dois mundos: caracteristicas sensoriais semelhantes ao sumo fresco com um

periodo de vida util mais préximo aos sumos tratados termicamente.
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8. SUGESTOES DE MELHORIA A UNIDADE INDUSTRIAL

Por forma a melhorar a qualidade do sumo de macg¢d produzido na Frubaga, dado os

resultados obtidos e as conclusdes retiradas, numa primeira instancia poder-se-a:

o Aplicar um nivel de pressdao mais elevado por forma a inibir a atividade da

pectinametilesterase e minimizar a atividade residual da polifenoloxidase;

» Minimizar o tempo que medeia a operacdo de trituracdo do fruto e o processo de
conservacdao. Com esta reducdo poder-se-a minimizar a agdo da pectinamentilesterase e,

consequentemente, diminuir o volume de depdsito formado.

De notar que, outros estudos deverdo ser efetuados por forma a objetivar as melhorias a

aplicar.
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9. PROPOSTAS DE TRABALHOS FUTUROS

O trabalho apresentado consiste numa primeira abordagem ao desenvolvimento de eventuais

linhas de investigagao futuras relativas ao sumo de maca:

« Avaliagdo de outras condicbes do processamento de conservacdo por altas pressdes
hidrostaticas, analisando outras variaveis passiveis de serem modeladas no processo, como o tempo e

a temperatura de aplicacdo do tratamento;

« Estudo da implicagédo do tempo que decorre entre a operacao de trituragao do fruto e o processo

de conservacéo;

» Analise detalhada dos compostos volateis (GC) que conferem a componente aromatica do
sumo, identificando os compostos presentes, a sua concentracao absoluta mediante a injecdo de um

padrao interno de concentragéo conhecida, bem como a sua origem (fruto vs processamento);

» Andlise detalhada dos compostos que conferem o sabor do sumo (HPLC), identificando a sua
concentracdo absoluta através da injecdo de um padréo interno de concentragéo conhecida bem como

a origem (fruto vs processamento)

« Estudo da viabilidade da aplicagdo das microondas como processo de conservagao alternativo
ou complementar a aplicagcdo de altas pressdes hidrostaticas, modelando um espectro diferente de
temperatura, tempo de rampa e tempo de holding, por forma a inativar a componente enzimatica sem
implicagdes nos parametros sensoriais original do sumo fresco e a promog¢éo de um tempo de vida util

semelhante ao sumo tratado termicamente.
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ANEXOS




CURVAS DE CALIBRACAO

« Curva de calibracdo utilizada na metodologia de capacidade antioxidante segundo método de
captura do radical livre DDPH
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« Curva de calibragdo utilizada na metodologia de capacidade antioxidante segundo método de
reducgao do ferro (FRAP):
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« Curva de calibracdo utilizada na metodologia de capacidade antioxidante segundo método de
captura do radical livre ABTS:
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« Curva de calibracao utilizada na metodologia de medic¢do do conteudo fendlico total:

0,7 -
0,6 -
0,5 -

T 04 -

203 -
02 -
0,1 -

[acido galico]

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Absorvaneica

[acido galico] = 1,628 Abs. - 0,0771

r’ = 0,9903

88



Tabela A. Matriz de resultados que reportam os resultados do capitulo 5 — Otimizacao das

condicoes de processamento de sumo de maca por altas pressoes hidrostaticas.

5 TEMPO DE FENOIS COR PME
Pl:(zﬁspsa;\o ARMAZ](E:'].\IAMENTO TOTAIS (umol.mL" min") (Abs.l;i?ml' )
(dias) (mg GAE.L™) L a b R h Wi
525 0 0,5304 95,11 1,72 | 6,98 | 7,18 | 1,33 | 91,314 0,0463 19,075
472 0,4240 96,25 | 1,32 | 5,57 | 5,72 | 1,34 | 93,157 0,0306 17,290
578 9 0,4084 95,12 | 1,62 | 6,46 | 6,65 | 1,33 | 91,747 0,0362 15,365
450 30 0,6753 95,95 | 0,97 | 4,19 | 4,30 | 1,35 | 94,090 0,0807 47,005
525 30 0,4917 96,03 | 1,14 | 4,71 | 4,84 | 1,33 | 93,740 0,0458 23,240
525 30 0,5753 94,79 | 0,62 | 3,97 | 4,02 | 1,42 | 93,425 0,0382 29,785
525 30 0,4696 98,17 | 0,63 | 3,72 | 3,77 | 1,40 | 95,809 0,0433 21,350
525 30 0,4084 97,07 | 0,88 | 4,30 | 4,39 | 1,38 | 94,722 0,0349 30,450
600 30 0,5482 98,31 0,50 | 3,09 | 3,13 | 1,41 | 96,444 0,0287 15,435
472 51 0,4021 98,89 | 0,33 | 2,86 | 2,88 | 1,46 | 96,912 0,0358 17,045
578 51 0,4360 99,39 | 0,32 | 2,89 | 2,91 | 1,46 | 97,031 0,0314 17,885
525 60 0,4183 98,01 0,63 | 3,60 | 3,66 | 1,40 | 95,839 0,0294 14,035
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Tabela B. Matriz de resultados que reportam os resultados do capitulo 6 — Otimizacao das

condicdes de inativacao enziméatica de sumo de maca por microondas.

TEMPO | TEMPO
TEMPERATURA DE DE PME PPO 5HMF | SACAROSE | GLUCOSE | FRUTOSE
(°C) RAMPA | Horping | (Wmol.mL”.min") (Abs.min™".mI"") (mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL) (mg.mL)
(s) (s)
87 188 90 0 34,23 0,134 9,978 21,026 71,291
91 121 36 0 28,82 0,847 7,416 29,653 77,396
91 121 144 0 23,63 0,278 12,590 26,100 77,336
91 255 36 0 17,22 0,302 5,714 26,367 66,838
91 255 144 0 1,89 0,233 18,118 26,821 83,869
96 76 90 0 27,09 0,229 17,420 24,294 74,253
96 188 0 0 25,62 0,229 6,545 30,368 70,445
96 188 90 0 27,83 0,467 6,038 31,180 86,273
96 188 90 0 26,99 0,255 5,994 28,481 82,064
96 188 90 0 24,42 0,207 8,034 35,059 91,836
96 188 90 0 23,84 0,277 5,824 29,501 75,878
96 188 90 0 23,94 0,521 6,115 29,857 82,057
96 188 90 0 25,79 0,495 4,635 32,717 71,901
96 188 180 0 0 0,099 4,245 29,221 74,304
96 300 90 0 0 1,427 3,956 29,814 74,218
101 121 36 0 6,93 0,196 8,784 36,246 95,025
101 121 144 0 5,99 0,468 8,597 31,967 84,525
101 255 36 0 12,92 0,245 5,987 32,451 85,839
101 255 144 0 0 0,663 6,633 41,687 83,342
105 188 90 0 0 0,040 7,129 37,721 80,382
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