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RESUMO

As lapas do género Patella sdo moluscos gastropodes em crescente utilizacdo na
alimentacdo humana, sendo um petisco muito apreciado em varias regides costeiras de
Portugal. De acordo com a fileira do pescado, o consumo de produtos da pesca ricos
em acidos gordos polinsaturados tém vindo a substituir os produtos de origem animal
terrestre através dos produtos filetados, reestruturados e pré-cozinhados. A oxidagédo
dos alimentos € a causa mais importante na deterioragdo da qualidade nutricional e
sensorial dos produtos da pesca. Assim nos Gltimos anos, tem-se verificado um
interesse crescente na utilizacao de antioxidantes naturais de origem vegetal (frutas e
vegetais) em detrimento de antioxidantes sintéticos, aquando da elaboracdo de
produtos reestruturados de origem animal (hamburgueres, salsichas e patés). Para
além deste efeito antioxidante, existe uma relagdo benéfica entre o consumo de frutas
e vegetais, ricos em compostos fenolicos e a prevencdo de certas doencas. Este
trabalho pretende produzir e caracterizar ao nivel fisico-quimico, sensorial e
microbiolégico um paté elaborado a partir de lapas, com adicdo do fruto silvestre
medronho, bem como a valorizacdo destas matérias-primas ao proporcionar uma
mais-valia nutricional/funcional e econémica com o desenvolvimento de um produto
inovador (paté). Por outro lado, avaliou-se a estabilidade oxidativa do paté em
armazenamento refrigerado durante 90 dias bem como a aceitabilidade do mesmo.
Sendo assim, produziram-se trés tipos de patés inovadores: i) paté de lapa com BHT
(PCON), ii) paté de lapa com 3% de medronho (PAU3) e iii) paté de lapa com 6% de
medronho (PAU6). Os resultados da avaliacdo da estabilidade oxidativa
(PAU6>PAU3>PCON) confirmam a elevada capacidade do extrato de medronho rico
em compostos fendlicos como inibidor eficaz na oxidacgdo lipidica do paté de lapa e

com boa aceitagéo sensorial.

Palavras-chave: lapa, medronho, paté, inovacédo, oxidacéo lipidica e antioxidantes
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ABSTRACT

Limpets Patella are gastropods mollusks with an increasing use in human food, being
a popular food too much appreciated in several coastal regions of Portugal. According to
the chain of seafood, the consumption of fishery products rich in polyunsaturated fatty
acids, has replaced the products of terrestrial animals through the filleted products,
restructured products and precooked products. Food oxidation is the most important cause
in the deterioration of nutritional and sensory quality of fish products. So, in recent years,
there has been an increasing utilization of natural antioxidants of vegetable origin (fruits
and vegetables) in substitution of the synthetic antioxidants in the preparation of
restructured products of animal origin (burgers, sausages and patés). In addition to this
antioxidant effect, there is a beneficial relationship between the consumption of fruit and
vegetable rich in phenolic compounds in the prevention of certain diseases. So this project
intends to produce and characterize physical-chemical properties, sensorial analysis and
microbiological analysis in one péaté elaborate with limpets and with addition of arbutus
wild fruit, as well as valorization of these raw materials to providing the
nutritional/functional and economic value to the development of an innovative product
(paté). Furthermore, we evaluated the oxidative stability of paté in refrigeration for 90 days
and its acceptability. Thus, we produced three types of innovative patés: i) Patella spp.
paté with BHT (PCON), ii) Patella spp. paté with 3% of the Arbutus unedo (PAU3) and
iii) Patella spp. paté with 6% of the Arbutus unedo (PAUSG). The results of the evaluation
of oxidative stability (PAU6>PAU3>PCON) confirm the high-performance of the Arbutus
unedo extract rich in phenolic compounds as effective inhibitor in lipid oxidation of the

Patella spp. paté and with good sensory acceptability.

Keywords: Limpets, Arbutus unedo, pate, innovation, lipid oxidation and antioxidants
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Introducdo

1- INTRODUCAO

1.1 Qualidade e produtos da pesca

Em Portugal, os produtos da pesca e aquacultura tém uma enorme importancia, uma
vez que é o pais da Unido Europeia que consome mais pescado, atingindo um consumo per
capita de aproximadamente 57,1 kg/habitante/ano (DGPA, 2007).

A populacdo mundial, em especial nos paises mais desenvolvidos opta cada vez mais
por adicionar e/ou substituir a proteina animal terrestre pela proteina a partir do pescado
por ser mais sauddvel devido a composicdo quimica do pescado, em particular pela
presenca de acidos gordos insaturados que sdo considerados saudaveis para 0 organismo
humano (Trondsen et al., 2004; Domingues & Penteado, 2011; FAO, 2014). Apesar de
alguns recursos marinhos escassearem (e.g. lagostim, linguado, bacalhau, pescada,
sardinha), estes ainda permitem oferecer ao consumidor uma vasta gama de novos
produtos alimentares saudaveis e de facil preparacdo, contudo é necessario que a sua
valorizacdo/utilizacdo seja eficiente sem pbr em risco o ecossistema (DGPA, 2007). Neste
contexto surge assim a necessidade de aproveitar outros recursos marinhos menos
explorados, por forma a facilitar a garantia da sustentabilidade e a integridade do meio
marinho (DGPA, 2007; Ramirez et al., 2011). Este fato permite considerar uma nova gama
de produtos (transformados/restruturados) como uma Otima oportunidade de negdcio,
valorizando assim, os produtos enddgenos e contribuindo para a obtencdo de produtos de
maior valor acrescentado, possibilitando assim outras alternativas de consumo.

O desenvolvimento de novos produtos alimentares é frequentemente utilizado pelas
empresas como estratégia para proporcionar 0 Seu sucesso e consequente expansao, dai que
esta estratégia permite ir ao encontro das novas exigéncias dos consumidores. Este
processo de inovacdo é eficaz com produtos pouco explorados industrialmente e que serdo
uma alternativa a outros produtos no mercado. Contudo no desenvolvimento de novos
produtos ndo basta apenas ter a ideia, € também necessario delinear todas as fases de
concecdo, otimizar o processo e caraterizar os produtos em relacdo as suas propriedades
nutricionais, microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais, bem como definir o “tempo de
prateleira”. Paralelamente ¢ necessario mostrar recetividade e flexibilidade na expansdo e
evolugéo do mesmo na cadeia de consumo (Rudolph, 1995; Moskowitz et al., 2009).

De acordo com a fileira do pescado, o consumo de produtos da pesca tem vindo a

aumentar através dos produtos filetados, reestruturados e pré-cozinhados (DGPA, 2007).
1
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Esta tendéncia surge devido as diferentes alteracfes socioecondémicas que originam um
novo estilo de vida, em que as pessoas tém menos tempo para cozinhar e também porque
as geracdes mais novas estdo cada vez mais habituadas ao consumo de alimentos “prontos
a consumir” (Moskowitz et al., 2009).

Por outro lado o peixe é um alimento muito perecivel (deterioracdo microbioldgica e
quimica) apresentando um “tempo de prateleira” muito curto, surgindo assim a necessidade
de aumentar o prazo de validade desta matéria-prima. Uma das possibilidades é através do
fabrico de produtos reestruturados e pré-cozinhados, no entanto é necessario manter a
qualidade sensorial nutricional e assegurar a seguranga alimentar (Moskowitz et al., 2009).

A formulacdo da receita constitui um passo fundamental ja que os ingredientes e
respetivas proporcdes determinardo a qualidade, assim como a prevencdo da deterioracao
do mesmo. Mas, por outro lado, a receita ndo tera valor se nao for aceite organoleticamente
pelo publico-alvo.

A qualidade alimentar refere-se a um conjunto de atributos relevantes para o
consumidor que tornam determinado produto alimentar preferido quando comparado com
outros dentro do mesmo género (Leite, 2010). As reacGes de oxidacdo de produtos
alimentares sdo um dos fatores mais determinantes na qualidade dos alimentos,
principalmente nos de origem animal, pelo que representam uma grande preocupacéo para
a industria alimentar (Estévez et al., 2006). Os industriais do setor conscientes deste fato
tém recorrido a incorporacdo de antioxidantes na formulacdo dos diversos alimentos para
minimizar estas alteracdes de qualidade.

Nos ultimos anos, tem-se verificado uma crescente utilizacdo de antioxidantes naturais
de origem vegetal, aguando da elaboracdo de produtos reestruturados de origem animal
(hamburguer, salsichas, filetes e patés), uma vez que existe uma relacdo benéfica, entre o
consumo de frutas e vegetais ricos em compostos fendlicos e a prevencdo de doencas
cancerigenas e cardiovasculares (Ramanathan & Das, 1992; Rice-Evans et al., 1997;
Huang et al., 2005; Heinonen, 2007).

1.2 Lapa, Patella spp.

As lapas sdo moluscos do género gastropode que pertencem a familia Patellidae
(Brazao et al., 2003). O seu aspeto externo pode observar-se na figura 1.1. Ao nivel

morfologico, as lapas tém um pé mediano que permite a sua aderéncia as rochas, possuem
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uma concha com fungdo protetora das ondas e de predadores, tém a radula que funciona
como veiculo de alimentacdo das algas marinhas existentes no substrato rochoso da costa e

tém as gonadas que funcionam como sistema reprodutor (Lindner, 2000; Domingues &
Penteado, 2011).

Figura 1.1- Aspeto exterior das lapas, Patella spp.

Nas praias da costa portuguesa existem quatro espécies diferentes de lapas da familia
Patellidae: a Patella depressa que é a espécie em maior abundancia, a Patella
ulyssiponensis, a Patella vulgata e a Patella rustica (Boaventura et al., 2002). Estas
encontram-se fixas as rochas durante o dia, mas durante a noite movimentam-se para zonas
rochosas com abundancia em algas (Lindner, 2000; Domingues & Penteado, 2011).
Geralmente, tém preferéncia por algas vermelhas e verdes como por exemplo a alga verde
Ulva spp., porém nas primeiras fases de crescimento preferem a alga castanha Fucus spp.
(Gibson et al., 2001).

A nivel gastrondmico sdo muito apreciadas como petisco em varias regides costeiras
de Portugal incluindo arquipélagos (Domingues & Penteado, 2011). Por este motivo é de
todo o interesse realizar um maior nimero de estudos acerca da caraterizacdo deste
molusco, uma vez que ha uma tendéncia de aumento no consumo alimentar. Na costa
nacional continental as lapas encontram-se distribuidas de acordo com a figura 1.2 (Guerra
& Gaudencio, 1986; Brazdo et al., 2003).

A nivel nutricional, nomeadamente lipidos, polissacaridos, proteinas, entre outros,
apresentam variabilidade devido a varios fatores externos resultantes do meio onde vivem
como, tipo de alga na alimentacdo, época/estacdo do ano e temperatura ambiente (Morais
et al., 2003; Domingues & Penteado, 2011). Ao nivel interno existe variacdo nutricional
nomeadamente devido ao tamanho, sexo, idade e durante a maturacdo das gonadas (Brazéo

et al., 2003; Morais et al., 2003; Domingues & Penteado, 2011).
3
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Figura 1.2— Distribui¢do geogréafica das lapas na costa nacional continental (Guerra & Gaudencio,
1986)

O seu conteudo lipidico tem elevada importancia nutricional devido a presenca de
acidos gordos polinsaturados ricos em 6mega 3, 6mega 6 e 6mega 9 que produzem Varios
efeitos benéficos para o consumidor uma vez que ndo podem ser sintetizados pelo corpo
humano, portanto apenas provém da dieta alimentar e auxiliam na prevencéo de doencas

cardiovasculares, entre outras (Brazéo et al., 2003; Domingues & Penteado, 2011).

1.3 Oxidacao de produtos alimentares

A oxidacdo dos principais componentes dos produtos da pesca é a causa mais
importante na deterioracdo da qualidade nutricional e sensorial dos mesmos. Estas reacfes
oxidativas causam alteracdes irreversiveis na cor, sabor (rango), flavor e na textura,
diminuindo consecutivamente o seu tempo de vida util, limitando a aceitabilidade por parte
do consumidor e podendo originar riscos ao nivel de seguranca alimentar (Ames et al.,
1993; Medina et al., 2009; Sampels, 2013).

No caso de produtos da pesca ricos em &cidos gordos insaturados existe maior
suscetibilidade de oxidacdo devido as ligacOes insaturadas, dai ser necessario haver
condicBes especificas de utilizacdo de ingredientes, de processamento e de

armazenamento. Neste caso, 0s principais substratos do processo de oxidacao sao os acidos
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gordos, nomeadamente os insaturados, uma vez que as ligagfes duplas sdo centros ativos
que podem reagir com o oxigénio atmosférico, dai que o nimero de ligacbes duplas e o
tamanho da cadeia lipidica influenciam a velocidade do processo oxidativo (Rahman,
2007; Sampels, 2013). Outros substratos, como os carotenoides e a vitamina A, também
podem sofrer processos oxidativos, que estdo associados a perda de cor e do valor
nutritivo, como consequéncia da perda de acidos gordos essenciais (Pereda, 2005).

A utilizacdo adequada de metodologias de processamento e armazenamento dos
produtos da pesca leva a que haja um aumento do seu consumo uma vez que a adicdo de
antioxidantes a substratos ricos em &cidos gordos insaturados é eficaz, oferecendo assim ao
consumidor um produto seguro, nutritivo e que ajuda na prevencdo de doengas
cardiovasculares (Ramanathan & Das, 1992; Gray et al., 1996; Kamal-Eldin & Pickova,
2008; Medina et al., 2009; Nielsen & Jacobsen, 2013).

Os principais fatores que promovem a oxidacéo lipidica sdo a quantidade e o tipo de
6leo adicionado, a temperatura de armazenamento, a exposi¢do do produto a oxigénio e a
luz, a presenca de ides metalicos, as propriedades intrinsecas da prépria matéria-prima
(grau de insaturacdo e tipo de acido gordo), a atividade da agua do produto e a auséncia de
antioxidantes (Nielsen & Jacobsen, 2013).

A autoxidacdo é considerada a principal via de oxidagdo lipidica em alimentos e é uma
combinacdo de vérias reagcdes em cadeia que consistem em trés etapas basicas: iniciacéo,
propagacdo e terminacao (figura 1.3), que se desenvolvem simultaneamente excetuando o
passo inicial (Fennema, 1996; Frankel, 1998).

Na iniciacdo os &cidos gordos insaturados sdo facilmente oxidados pelas espécies
reativas de oxigénio (ROS), ou seja, radicais livres combinados com oxigénio e formam
produtos primarios de oxidacdo (peroxidos e hidroperdxidos) conferindo alteracfes da cor
no produto. Na propagacdo, os radicais livres funcionam como propagadores da reacao e
aceleram a formacdo dos perdxidos/hidroperdxidos. Neste passo a maior parte dos acidos
gordos insaturados séo oxidados (Pastoriza et al., 1980; Huang et al., 2005).

Por fim, na fase de terminacdo os radicais livres derivados da decomposicdo dos
produtos primarios combinam-se e formam produtos secundarios (estaveis) como acidos
carboxilicos, alcanos, aldeidos, alcoois e cetonas, originando sabores e odores
desagradaveis indicando a presenca de ranco (Pastoriza et al., 1980; Frankel, 1998; Huang
et al., 2005; Ganh&o et al., 2010).
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Figura 1.3- Fases do processo de oxidagdo lipidica (baseado em Pastoriza et al., 1980 e Frankel,

1998)

A figura 1.4 evidencia a oxidacdo lipidica de um &cido gordo insaturado ao longo do

tempo.
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Para assegurar a qualidade dos produtos da pesca e seus derivados durante o seu
processamento/armazenamento recorre-se a utilizacdo de antioxidantes, que embora néao
aumentem a qualidade, mantém-na, ao prevenir a oxidacdo de compostos lipidicos e
proteicos, contudo o poder antioxidante depende da concentracdo e do tipo de
antioxidantes (Viljanen et al., 2004; Apak et al., 2007; Heinonen, 2007; Medina et al.,
2009; Ganhdo et al., 2010; Sampels, 2013).

Normalmente, para avaliar a oxidacéo lipidica dos produtos alimentares sédo realizados
alguns testes: indice de perdxidos, indice de substancias reativas ao acido tiobarbiturico,
avaliacdo da cor, anélise de compostos volateis derivados dos lipidos, entre outros (Estévez
et al., 2007; S&nchez-Zapata et al., 2011; Ganhao et al., 2011).

1.4 Antioxidantes

Os antioxidantes representam substancias presentes nos alimentos de forma natural ou
que sdo adicionados intencionalmente por forma a retardar fendbmenos de oxidacéo,
mantendo intatas as carateristicas sensoriais e funcionais do produto (Huang et al., 2005;
Koleva, 2007; Heinonen, 2007).

A concentracdo de antioxidantes no alimento é de grande interesse, ja que na maior
parte dos casos exercem protecdo quanto maior for a sua concentragcdo. Outros alimentos,
porém, tém concentracdo Otima, acima da qual os antioxidantes comportam-se como
agentes pro-oxidantes (exercem stress oxidativo), portanto o poder antioxidante nos
produtos alimentares depende de uma série de fatores como a concentracdo do
antioxidante, os ingredientes a utilizar, o0 meio envolvente, a presenca de o0leos, o
processamento, entre outros (Heinonen, 2007; Rahman, 2007).

Na inddstria alimentar a quantidade de antioxidante sintético adicionada situa-se em
torno de 0,01% em relacdo a gordura do alimento e de 0,025% quando se utiliza uma
mistura de antioxidantes, na qual nenhum dos componentes deve ultrapassar os 0,01%
(Rahman, 2007).

A incorporacdo dos antioxidantes deve ser feita no inicio da oxidagdo, pois, se a
quantidade de peroxidos for relativamente elevada, o efeito protetor é anulado. Tal efeito é
limitado quando o alimento é rico em ides/catalisadores metalicos (Pereda, 2005; Huang et
al., 2005; Heinonen, 2007). Os antioxidantes que se adicionam aos alimentos devem

cumprir uma série de requisitos: ndo causar efeitos fisiolégicos negativos, ndo alterar
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cores, odores nem sabores andmalos, serem eficazes a baixas temperaturas, lipossollveis e
resistentes a outros tratamentos a que o alimento seja submetido, além disso, devem ser de
facil obtencéo, ativos em baixas concentracdes e econémicos (Pereda, 2005; Huang et al.,
2005; Heinonen, 2007).

Geralmente, para avaliar a capacidade antioxidante séo realizados dois tipos de testes:
a quantificacdo de polifendis totais e a avaliacdo da atividade antioxidante (capacidade de
reducdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e a capacidade de reducdo dos
radicais de oxigenio (ORAC), entre outros) (Heinonen, 2007; Malheiro et al., 2012).

1.4.1 Mecanismos de acao

A acdo dos antioxidantes nos produtos deve-se fundamentalmente a protecdo de
macromoléculas suscetiveis a processos de oxidacao.

No caso da macromolécula dos lipidos, nomeadamente os &cidos gordos insaturados,
os antioxidantes funcionam como agentes de prevencgdo da oxidag&o lipidica, protegendo
os lipidos do contacto com percursores do processo oxidativo, paralisando a fase de
propagacdo (Rahman, 2007). Relativamente a0 mecanismo de acdo os antioxidantes podem

se classificar de acordo com a tabela 1.1.

Tabela 1.1- Tipos de antioxidantes (baseado em Rice-Evans et al., 1997; Kahkonen et al., 2001;
Pereda, 2005; Rahman, 2007).

Grupo de compostos Mecanismo de acéo Exemplos
Galato de propilo,
Primarios Reacdo com radicais livres tocoferdis, compostos
fendlicos
Agentes biol6gicos Remocéo de peroxidos Glutationa peroxidase

Palmitato ascorbilo,

Sinergistas Regeneracéo dos antioxidantes L -
acido ascorbico

Transformacgdo do oxigénio simples

e Carotenos
em oxigénio triplo

Supressores de oxigénio

Ligacéo de metais pesados a

Agentes quelantes oM
complexos inativos

Polifosfatos, acido citrico




Introducdo

Os antioxidantes priméarios sdo de origem natural e correspondem maioritariamente a
compostos fenolicos que ajudam na inativacéo dos radicais livres provenientes das fases de
iniciacdo e propagacdo da oxidacdo lipidica, através da cedéncia de atomos de hidrogénio,
inibindo o processo de oxidacao e formando radicais inertes (Rahman, 2007).

Os antioxidantes bioldgicos correspondem a enzimas que removem compostos
altamente reativos da matriz do alimento. Os antioxidantes sinergistas S&o compostos como
0 acido ascorbico, que combinados geralmente com antioxidantes primarios por forma a
estimular a atividades dos ultimos (Rice-Evans et al., 1997; Kahkonen et al., 2001). Os
antioxidantes supressores de oxigénio sdo compostos, como 0s carotenos, que sequestram
0 oxigénio presente no meio, tornando-o indisponivel para processos de oxidacdo. Os
agentes quelantes efetuam a ligacdo de metais pesados, como o ferro e o cobre, a
complexos inativos, inibindo a disponibilidade destes para realizar processos de oxidacao
lipidica. Grande parte dos agentes quelantes sdo provenientes de antioxidantes naturais,
como os frutos silvestres que tém na sua composicdo acido citrico que funciona como um
composto que promove a ligacdo dos metais pesados (ferro, cobre, entre outros) a
substancias inertes prevenindo a oxidacao lipidica (Rice-Evans et al., 1997; Pereda, 2005;
Rahman, 2007).

1.4.2 Antioxidantes sintéticos e naturais

Na industria alimentar sdo utilizados antioxidantes sintéticos e naturais, no entanto nas
ultimas décadas tem existido uma preocupacéo crescente com a utilizacdo de antioxidantes
sintéticos. Os antioxidantes sintéticos correspondem aqueles que sdo sintetizados
industrialmente através de processos quimicos, onde os mais utilizados na indudstria
alimentar s&o: o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxil-tolueno (BHT) e o galato de
propilo. Varios estudos indicam que estes antioxidantes sdo considerados como tdxicos,
uma vez que contém propriedades cancerigenas e provocam o risco de alergias (Rice-
Evans et al., 1997; Rahman, 2007).

Devido a estes fatores, estes antioxidantes tém vindo a ser substituidos na inddstria
alimentar por antioxidantes naturais, em particular por antioxidantes de origem vegetal que
ajudam a inibir ou controlar a oxidacéo lipidica, uma vez que provém de forma natural e
sd0 seguros para 0 consumidor pois ndo sdo toxicos e apresentam uma acdo benéfica a

nivel de saude e bem-estar, contribuindo em alguns casos como ingredientes funcionais
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(Ganhé&o et al., 2010). Por outro lado, a preferéncia dos consumidores por ingredientes
naturais é hoje evidente, ja que 0s considera mais seguros, mais saudaveis e menos sujeitos
a perigos para a saude quando comparados com os produtos de sintese (Rice-Evans et al.,
1997; Pereda, 2005; Estévez et al., 2007; Ganhdo et al., 2010). Grande parte dos
antioxidantes naturais utilizados na industria alimentar derivam de plantas como o alecrim,
0 rosmaninho e salva, porém existem outras fontes ricas em antioxidantes como os citrinos
e os frutos silvestres (Estévez et al., 2006).

Contudo os antioxidantes naturais podem apresentar algumas desvantagens
nomeadamente devido a possibilidade de atribuir cor ou odor ao alimento e, dependendo
do tipo de compostos, pode ser necessario realizar varias extracbes para que estes sejam
eficientes (Koleva, 2007).

1.4.3 Frutos silvestres “Berries”

Os frutos silvestres (frutos vermelhos ou “berries”) sdo uma das mais importantes
fontes de compostos fenolicos na nossa dieta, especialmente de antocianinas, flavonoides,
catequinas e taninas, porém a sua composicdo varia com uma série de fatores como o seu
estado de maturacdo, localizacdo, clima, luz e humidade. Por outro lado a eficiéncia da
extracdo de cada composto fendlico depende do tipo de solvente e método utilizado na
extragdo do mesmo (Kahkonen et al., 2001; Heinonen, 2007; Ganhé&o et al., 2010; Malheiro
etal., 2012).

Na industria alimentar os solventes mais utilizados na extracdo de compostos sdo a
agua e o etanol, porém este ultimo requer posteriormente uma etapa de evaporacao.

Os compostos fendlicos apresentam uma ampla variedade de efeitos bioldgicos
benéficos como poder antioxidante, anti-microbiano, anti-inflamatério, entre outros
(Alarcdo-E-Silva et al., 2001; Kahkonen et al., 2001; Heinonen, 2007; Barros et al., 2010).

Segundo Kahkonen et al. (2001), os frutos silvestres exercem elevado poder
antioxidante em lipidos envolvidos em meio hidrofilico como o caso das emulsdes.
Diferentes estudos cientificos demonstraram que a sua utilizacdo permite prolongar o
“tempo de prateleira” em grande parte de produtos pereciveis, sendo que alguns frutos que
exercem este poder sdo, por exemplo a framboesa, mirtilo, morango, cerejas, azaroleiro,
rosa-do-cao, estripo-bravo, abrunho-bravo, amora e medronho (Heinonen, 2007; Ganhao et
al., 2010).
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1.4.3.1 Medronho, Arbutus unedo

O medronho, Arbutus unedo, pertence ao grupo dos frutos silvestres e encontra-se
dentro da familia das Ericaceae. Normalmente apresenta um diametro aproximado de 2 cm,
sdo granulosos, apresentam um tom avermelhado quando estdo maduros (figura 1.5) e sdo
saborosos (Alarcdo-E-Silva et al., 2001; Pallauf et al., 2008; Malheiro et al., 2012; Alves,
2012).

Figura 1.5- Aspeto exterior do medronho, Arbutus unedo
Em Portugal encontra-se praticamente em todas as zonas do pais dai ser um produto
regional, tradicional e cultural. Na Europa predominam abundantemente junto ao Mar

Mediterraneo (figura 1.6).

Figura 1.6- Distribuicdo geografica do medronho, Arbutus unedo, no continente europeu
(Alves, 2012)
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A sua utilizagdo, preservacgdo e valorizacdo no pais é considerada fundamental uma
vez tratar-se de um produto cultural e social, e é utilizado na elaboracdo de produtos
tradicionais como a ‘“aguardente de medronho”, por ser um produto regional a sua
producdo é fulcral e deve ser incentivada geracdo apds geracdo por forma a evitar a sua
perda (Alarcdo-E-Silva et al., 2001; Alves, 2012; Malheiro et al., 2012).

Na industria alimentar os medronhos séo utilizados na producéo de bebidas alcodlicas
destiladas, uma vez que apresentam um aroma e flavor agradavel, contudo também séo
utilizados noutros produtos como marmeladas, doces, ou até mesmo em iogurtes (Alarcdo-
E-Silva et al., 2001; Heinonen, 2007; Barros et al., 2010; Alves, 2012; Malheiro et al.,
2012).

Ao nivel nutricional, o0 medronho apresenta baixo teor de gordura, porém € bastante
rico em &cidos gordos polinsaturados, onde os mais abundantes sdo: o acido linolénico
(6bmega 3) e o acido linoleico (6mega 6), todavia também se encontram presentes alguns
acidos gordos saturados, como o &cido palmitico (Helbig, 2008; Barros et al., 2010;
Oliveira et al., 2011; Alves, 2012). Os acidos gordos polinsaturados séo essenciais e nao
sdo sintetizados pelo organismo humano, portanto a sua ingestdo é fundamental, uma vez
que diminuem teores de colesterol no sangue e reduzem o risco de doengas
cardiovasculares (Barros et al., 2010).

Estudos recentes indicam que o medronho apresenta elevada capacidade antioxidante
guando adicionado a alimentos de origem animal uma vez que apresentam elevada
composicdo de compostos fenolicos, vitaminas A e C, carotenoides, acido citrico, entre
outros (Alarcdo-E-Silva et al., 2001; Ozcan & Hagiseferogullar, 2007; Pallauf et al., 2008;
Barros et al., 2010; Ganhdo et al., 2010; Alves, 2012).
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2- ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS

2.1 Enquadramento

Este trabalho desenvolveu-se no ambito do projeto “LAPA— Lapa para aquacultura
e para paté” apoiado pelo PROMAR/GACoeste, acgdo n° 3.5, Julho de 2012, eixo de
Promocdo e valorizagdo gastrondmica dos produtos da pesca. O projeto “LAPA” divide-
se em dois itens diferentes: (1) producdo das lapas Patella spp., em cativeiro e (2)
elaboracdo de paté de lapa, Patella spp. com adicdo de medronho, Arbutus unedo. No
projeto “LAPA” ambos os itens foram desenvolvidos em simultaneo, uma vez que seria
de todo o interesse encontrar uma alternativa viavel para a producdo da matéria-prima
principal envolvida no desenvolvimento do novo produto de modo a evitar a degradacao
do ecossistema e ao mesmo tempo proporcionar ao consumidor uma proposta inovadora
na gama dos patés e cremes de barrar.

O medronho é utilizado como antioxidante natural em substituicdo do sintético
(BHT) uma vez que também retarda/previne a oxidacdo e apresenta beneficios ao nivel

de satde humana.

2.2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi a elaboracdo e a caracterizacdo de um paté
elaborado a partir de lapas, Patella spp., com adicdo de frutos vermelhos nomeadamente
0 medronho, Arbutus unedo. Isto permitird também valorizar as lapas e o medronho,
para assim proporcionar uma mais-valia nutricional/funcional e econémica com o
desenvolvimento de um produto inovador (paté).

Por forma a atingir o objetivo principal estabeleceram-se 0s seguintes objetivos
especificos:

e Caraterizacdo fisico-quimica das matérias-primas principais: lapas e
medronho;

e Otimizacdo da formulacdo do paté de lapa com adicdo de duas
concentracdes de medronho;

e Caraterizacao fisico-quimica, microbioldgica e sensorial dos patés;

e Avaliacdo da estabilidade oxidativa dos patés ao longo do tempo de

armazenamento.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho experimental

A figura 3.1 representa o procedimento geral realizado durante o presente trabalho.
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Figura 3.1- Desenho experimental do trabalho
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Na realizacdo das analises do paté referentes a “caracterizacao fisica e quimica, sensorial e
microbioldgica dos patés” referidas na figura 3.1, houve a necessidade de seguir uma
sequéncia especifica de modo a ndo p6r em causa a saude dos provadores, evitar perdas de
amostra e influéncia de condicGes externas apos abertura dos frascos. Assim, realizaram-se

primeiro as analises microbiologicas, depois as fisico-quimicas e por ultimo as sensoriais.

3.2 Materiais

Esta seccdo engloba todos os reagentes, equipamentos e matérias-primas utilizadas ao

longo deste trabalho.

3.2.1 Reagentes e equipamentos

Os reagentes utilizados durante o presente trabalho possuem grau de pureza exigida para
nao interferir nas andlises (p.a.) e sdo das seguintes marcas: Pronalab (Portugal), Panreac
(Espanha), Merck (Alemanha), Scharlau (Espanha), Fisher Scientific (Inglaterra), VWR
Prolabo Chemicals (Bélgica), ACROS Organics (Bélgica), Sigma-Aldrich (Estados Unidos),
Bio-Rad (Estados Unidos) e Oxoid (Inglaterra).

Os equipamentos utilizados foram os seguintes:
e Agitador vortex (Velpr Scientifica)
e Autoclave (Steam Sterlizer, Raypa)
e Balanca analitica (Explorer Pro- EP213, OHAUS) (incerteza — 0,001 g)
e Banho termostético (GD 120, Grant Instruments)
e Bomba de vacuo (Neuberger)
e Centrifugadora (Centrifuge 5804R, Eppendorf)
e Colorimetro (Chroma Meter CR-400, Konic Minolta)
e Contador de unidades formadoras de colonias (Colony Counter SC6, Stuart)
e Cuba (ENS Mini Cuve 3,5L R8E, Robot coupe)
e Cutter (R8 V.V, Robot coupe)
e Destilador (Foss Kjeltec 2010, Tecator Technology)
e Digestor (Digestor 2006 Foss, Tecator Technology)
e Espetrofotometro (HeAios a, Thermo Electron Corporation)
e Estufa de secagem (WTB 7200, Binder)
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e Estufas para microbiologia (Hot line, Binder)

e Evaporador rotativo de vacuo (Laborota 4000, Heidolph)

e Fogdo elétrico (Booster, Ariston)

e Forno elétrico misto 400V/50Hz (MM 100 E Ecomix, Foinox)

e Frigorifico (CS 234020, Beko)

e Homogeneizador (Bagmixer 400P, Stomacher)

e Leitor de fluorescéncia (Synergy H1 Hybrid Reader, Biotek)

e Liofilizador (Scanvac, Coolsafe)

e Manta de aguecimento para baldes de 500 ml (Fibroman-C, SELECTA)
e Medidor de ph (SP70P, SympHony)

e Muffla (Controller B170, Nabertherm)

e Placa de agitacdo magnetica com aquecimento (Velp Scientifica)

e Refratometro (Handheld Refractomer 0-32% Brix (ATC), VWR International)
e Sonda cilindrica (10mm Cyl. Debrin, Stable MicroSystems)

e Texturometro (TA.XT.Plus Texture Analyser, Stable MicroSystems)

e Ultracongelador (Forma -86C Ult Freezer, Thermo Electron Corporation)

3.2.2 Lapas

As lapas foram recolhidas na praia do Portinho da Areia Norte em Peniche, Portugal,
durante 0 més de Junho de 2014. Para as remover das rochas utilizou-se uma espatula e
posteriormente foram transportadas sob condices de refrigeragdo para o laboratério onde
foram preparadas.

A sua preparacdo inclui uma série de etapas sequenciais: lavagem com agua salgada,
remocdo da casca com auxilio de uma faca, remocédo de possiveis particulas (fragmentos de
casca e areia) com o passador, nova lavagem com agua salgada, escorrimento do miolo
durante aproximadamente 30 segundos com o passador, pesagem, embalamento a vacuo e

armazenamento em ultracongelacédo a -80°C até sua posterior utilizacao.

3.2.3 Medronho

O medronho foi colhido durante os meses de Outubro e Novembro na regido Oeste
(Caldas da Rainha) de Portugal. A apanha foi realizada com bastante cuidado, por forma a ndo
danificar o fruto e evitar a presenca de corpos estranhos como folhas e terra.
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Os frutos foram levados para o laboratorio sob condicbes de refrigeracdo, onde se
procedeu a remocdo de frutos danificados e limpeza de pequenos fragmentos como terra e
folhas. De seguida os frutos foram pesados e colocados em sacos para embalamento a vacuo,

finalmente foram armazenados em ultracongelacao a -80°C até sua utilizagéo.

3.2.4 Outras materias-primas

Durante a elaboracdo do paté foram utilizadas outras matérias-primas como: 6leo de
girassol da marca Fula e flocos de puré de batata da marca Maggi e butil-hidroxil-tolueno
(BHT) da marca ACROS Organics.

3.3 Métodos

Nesta seccdo estd incluida toda a metodologia relativa a andlises fisico-quimicas,

sensoriais e microbioldgicas, assim como todo o processamento dos pates.

3.3.1 Preparacao do extrato de medronho

O extrato de medronho foi preparado de acordo com o método utilizado por Ganhdo et al.
(2010), com algumas modificagdes. Em resumo, cortou-se e triturou-se os frutos em pequenos
pedacos, pesou-se 30 g de fruto, dispds-se em tubos falcon e deixou-se a liofilizar durante 2
dias. Posteriormente procedeu-se a homogeneizacdo da amostra seca (pesada) em 300 ml de
solvente (Agua) com auxilio do vortex, 0 homogeneizado foi centrifugado a 4000 rpm, durante
10 minutos a 6°C e, o sobrenadante foi filtrado por papel de filtro n°4. O pellet foi reutilizado
para nova extracdo seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente. Finalmente,
juntou-se todo o filtrado, isto é as duas quantidades de sobrenadante, armazenou-se em
condicdes de refrigeracdo e analisou-se em menos de 24 horas apds sua preparacdo. Este
extrato foi preparado para determinar o TPC e a atividade antioxidante in vitro, DPPH e
ORAC.

3.3.2 Caraterizacao fisico-quimica das matérias-primas

As matérias-primas analisadas durante o presente estudo foram a lapa e a medronho. No
caso do medronho os parametros fisico-quimicos analisados foram a Humidade, Proteina
Bruta, Gordura Total, Fibra Total, Cinzas, Concentracdo de Sdlidos Soluveis, pH, Cor,
Acidez, Capacidade de Redugdo do Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, Capacidade de

Reducdo dos Radicais de Oxigénio e Quantificacdo de Polifenois Totais.
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Quanto a lapa foram analisados a Humidade, Proteina Bruta, Gordura Total, Cinzas e
Hidratos de Carbono.

3.3.2.1 Humidade

O teor de humidade (Hum) das amostras foi realizado segundo o método descrito em
AOAC (2000). O procedimento consistiu na pesagem aproximada de 5 g de amostra fresca
triturada em um cadinho de porcelana (previamente seco na estufa a 60°C durante 5 horas).
De seguida, as amostras foram secas na estufa a 105°C por um periodo de 8 horas. Apos a
secagem, as amostras foram colocadas no exsicador e pesadas até obtencdo de peso constante.
O teor de humidade é determinado pela seguinte equacéo:

%Hum = 22+ 100 (%)
ml
m1- massa da toma da amostra, em g

m2- massa da amostra seca, em g

3.3.2.2 Proteina Bruta

O teor de proteina bruta (PB) foi determinado através do método de Kjeldhal, segundo a
NP 4488 (2009). O método consistiu na pesagem de 2 g de amostra fresca triturada para um
tubo de digestdo juntamente com 25 ml de &cido sulfurico concentrado e 2 pastilhas de
catalisador Kjeldhal. Os tubos foram colocados no digestor por forma a ocorrer a completa
digestdo da amostra, para tal primeiro a temperatura foi regulada para 220°C durante 30
minutos e depois 400°C durante 90 minutos e deixou-se arrefecer os tubos a temperatura
ambiente, apds esta etapa o liquido resultante apresentou-se transparente.

Apobs o arrefecimento, sdo adicionados 50 mL de &gua destilada a amostra digerida, é
colocada no destilador de Kjeldhal, ajusta-se o equipamento para que o volume de NaOH a
40% (m/V) a adicionar seja de 50 ml e procede-se a destilacdo por um periodo de 6 minutos
com uma solucdo recetora de acido bérico a 40% (m/V), onde foram adicionadas algumas
gotas dos indicadores (vermelho de metilo e verde de bromocresol), o pH desta solucéo é
acertado para 4.8.

Finalmente, foi realizada a titulacdo do destilado com uma solucdo padréo de HCl a 0,1N,
ou seja até aparecimento da cor azul-acinzentado. Em paralelo, é realizado o ensaio em

branco seguindo a mesma técnica, porém sem a amostra. O volume de titulante gasto por cada
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ensaio é utilizado para a determinacdo do teor de azoto total. O fator de conversdo utilizado
para a sua conversdo em proteina bruta é de 6,25. O teor de proteina bruta é determinado pela

seguinte equacdo:

0014 =« (V1-V2) N .

m

%PB =

100 (%)

V1- volume de HCI gasto na titulagdo da amostra, em ml
V2- volume de HCI gasto na titulacdo do ensaio branco, em ml
N- normalidade da solucéo de HCI

m- massa da toma da amostra, em ¢

3.3.2.3 Cinzas

O teor de cinzas (Cin) foi determinado de acordo com a NP 2032 (1988). O método
consistiu na pesagem de 5 g de amostra fresca triturada para cadinhos de porcelana
(previamente secos na estufa a 60°C durante 5 horas), de seguida foram colocados na mufla a
temperatura de 525°C por um periodo de 5 horas (a amostra ndo foi imediatamente sujeita a
525°C, primeiro foi realizada uma curva de aquecimento suave até 525°C durante
aproximadamente 3 horas para evitar o choque térmico da amostra). Por fim, as amostras
foram arrefecidas no exsicador até obtencdo de peso constante. O teor de cinzas € dado pela
equacéo seguinte:

m3 —m

> %100 (%)

Opcin =
m2 — ml

m1- massa do cadinho vazio, em ¢
m2- massa do cadinho com toma da amostra, em g

m3- massa do cadinho com amostra incinerada, em g

3.3.2.4 Gordura Total

O teor de gordura total (GT) foi determinado de acordo com o método de Bligh & Dyer
(1959), com algumas modificagdes. Resumidamente, 0 método consistiu na dissolugéo de 5 g
de amostra fresca triturada com uma mistura de 15 ml de metanol/cloroférmio a proporcéo de
(2:1) em vortex até a mistura apresentar um aspeto esbranquicado. De seguida, a esta mistura

é adicionada uma solucdo saturada de cloreto de sodio e procede-se a nova agitacéo, depois
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foram adicionados 5 ml de &gua ultrapura e 5 ml de cloroférmio e voltou-se a agitar e,
finalmente efetuou-se a centrifugacdo a uma temperatura de 4°C durante 10 minutos, a
velocidade de 6000 rpm.

Posteriormente, o sobrenadante (fase aquosa) foi removido cuidadosamente e descartado.
Quanto a fase organica foi transferida e filtrada por uma micropipeta contendo algodéo e
sulfato de sodio anidro para baldes periformes previamente tarados. Por fim, o solvente foi
removido com auxilio do rotavapor a 40°C sob sistema de vacuo, restando apenas a gordura
da amostra. A evaporacdo é completa quando a amostra resultante se aparentar viscosa. O teor

de gordura € dado pela seguinte equagéo:

ml — m2

%GT = =100 (%)

m1- massa do bal&o periforme contendo amostra final, em g
m2- massa do baldo periforme vazio, em g

m3- massa da toma da amostra, em g

3.3.2.5 Fibra Total

A determinacéo do teor de fibra total (FT) foi realizada de acordo com o método descrito
em AOAC (2000). Para este método é necessario que a amostra se encontre previamente seca
(etapa realizada na estufa a 105°C durante 8 horas) e sem gordura (caso o teor de gordura seja
superior a 5%, no caso do medronho como o seu teor de gordura é inferior a 5% néo houve a
necessidade de realizar esta etapa).

De seguida, pesou-se 1 g de amostra seca e moida, foram adicionados 150 ml de acido
sulfurico a 1,25%, procedeu-se a digestdo acida numa placa de aquecimento com agitacdo
durante 30 minutos apds inicio da ebulicdo e filtrou-se o liquido resultante com auxilio da
bomba de vacuo por um papel de filtro n°4.

Depois foi realizada a digestdo em meio alcalino com 150 ml de hidroxido de sédio a
1,25% do residuo resultante da digestdo acida também durante 30 minutos apés inicio da
ebulicdo e voltou-se a filtrar o liquido resultante, porém neste caso a filtracéo foi realizada no
cadinho filtrante de porosidade 8 um.

Posteriormente, as amostras foram secas na estufa a 105°C durante aproximadamente 8

horas e colocadas no exsicador até obtencdo de peso constante, por fim estas sdo incineradas

21



Materiais e métodos

na mufla a 505°C durante aproximadamente 5 horas até obtencdo de um aspeto tipo cinza e
colocadas no exsicador até peso constante. O teor de fibra total é dado pela seguinte equag&o:

ml — m2

%FT =

=100 (%)

m1- massa da amostra seca na estufa, em g
m2- massa da amostra incinerada, em ¢

m3- massa da toma da amostra, em g

3.3.2.6 Acidez

O teor de acidez (Acd) foi determinado através do método titrimétrico de acordo com a
NP 903 (1987). A técnica consistiu na dissolucdo de 6 g de amostra triturada em um volume
de 150 ml de uma mistura dissolvente constituida por éter etilico e etanol a proporc¢édo 1:1,
neutralizada com uma solucdo de hidréxido de sddio a 0,1N.

De seguida, adicionou-se algumas gotas de uma solucéo de fenolftaleina e titulou-se com
uma solucdo de hidroxido de sédio a 0,1 N, ou seja até aparecimento de cor rosado

persistente. O teor de acidez € dado pela seguinte equacéo:

5611+ W
%Acd =

(%)

V- volume da solucdo de hidréxido de sddio gasto na titulacdo, em ml

m- massa da toma da amostra, em ¢

3.3.2.7 Cor—Medida instrumental

A medicdo da cor foi realizada diretamente pela leitura do sistema de coordenadas Cielab
(L*, a* e b*) recorrendo ao aparelho de medicéo de cor, colorimetro, cuja area que permite
efetuar a leitura da amostra tem 8 mm de didmetro.

Antes de efetuar a leitura das amostras foi necessario calibrar o equipamento com uma
ceramica branca. A coordenada L* representa a luminosidade e varia de O (preto) a 100
(claro), a coordenada a* varia de -80 (verde) a +100 (vermelho) e a coordenada b* varia de -
50 (azul) a +70 (amarelo). De seguida, a amostra fresca triturada foi espalhada numa caixa de
Petri onde foram realizadas as trés medicOes a temperatura ambiente (aproximadamente 22°C)

com iluminante Des € a um angulo de inclinacdo de 0°C.
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3.3.2.8 pH

O pH foi medido diretamente na amostra sem qualquer diluicdo da mesma com auxilio do
medidor de pH. O método consistiu na colocacdo cuidadosa da amostra fresca triturada numa

célula especifica de modo a evitar bolsas de ar para posterior medicao do pH.

3.3.2.9 Concentracdo de solidos soltveis

A concentracdo de solidos soluveis (Brx) foi realizada com auxilio do refratdbmetro
manual. O método consistiu na elaboracdo de um sumo de medronho recorrendo a um
espremedor manual, no qual foram colocadas algumas gotas no refratdbmetro para efetuar as

leituras.

3.3.2.10 Quantificacdo de polifendis totais

A quantificacdo de polifendis totais (TPC) foi realizada de acordo com o método de
Follin-Ciocalteu, segundo Yu et al. (2002), com algumas modificacdes. Para tal é necessario
realizar a extrapolacdo da amostra com uma curva padrdo de acido galico efetuada a partir de
5 concentragOes definidas.

Quanto a amostra, esta provém do extrato de medronho realizado no ponto 3.3.1, cuja
amostra proveniente é dissolvida em agua destilada a uma concentracdo definida (por forma a
que os valores da amostra estejam dentro da curva padrdo de acido galico).

Resumidamente, o método consiste na adicdo de 790 ul de agua destilada, 10 ul de
amostra e 50 pl de reagente de Follin-Ciocalteu num eppendorf protegido da luz para
posterior homogeneizagdo da mistura em vortex.

Ap0bs 2 minutos, sdo adicionados 150 ul de carbonato de sodio a 20% (m/V) e realiza-se
nova homogeneizacdo. De seguida, incubou-se a mistura no escuro por um periodo
aproximado de uma hora.

Ao mesmo tempo deve ser realizada uma mistura semelhante a anterior substituindo o
reagente de Follin-Ciocalteu por agua destilada de modo a verificar qual o valor da
absorvancia que deriva da cor da amostra.

Tendo todas as solucbes feitas, procedeu-se as suas leituras da absorvancia no
espetrofotdmetro a comprimento de onda de 755 nm. A determinagdo dos polifendis totais é

dado pelos seguintes passos:
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1° Realizagdo da curva padrdo de acido galico, onde:
y= mx+b
y- absorvancia da solucéo

X- concentracdo de polifendis totais, em mm de acido galico/g de solucao

2° Descontar absorvancia proveniente da cor das amostras
Abs= absl — abs2

Abs- absorvancia real da amostra

abs1- absorvancia da amostra com reagente de Follin-Ciocalteu

abs2- absorvancia proveniente da cor da amostra (sem Follin-Ciocalteau)

3° Determinacdo da concentracdo de polifendis totais da amostra
¥—b

¢
TPC=—"

Y= d1=100

= (mg de acido galico/100 g de fruto fresco)
y- absorvéncia real da amostra
m- declive da reta da curva padrdo de acido galico

b- erro associado da reta da curva padrédo de acido galico

d1- fator de diluicdo do extrato para realizacdo do teor de polifendis totais

d2- rendimento da extragéo

3.3.2.11 Capacidade de reducao do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

A capacidade de reducdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi realizado
segundo Duffy & Power (2001), com algumas modificacdes. As amostras provém do extrato
de medronho realizado no ponto 3.3.1 onde depois sdo diluidas em dgua a uma concentracao
definida (por forma a que os valores da absorvancia da amostra estejam abaixo da solucao de
DPPH).

Inicialmente, foi necessario preparar uma solucdo de DPPH a 0,1mM em etanol.
Posteriormente, adicionou-se 10 pl de amostra e 990 pl da solugdo de DPPH num eppendorf,
agitou-se em vortex e deixou-se repousar no escuro durante aproximadamente 30 minutos. Ao
mesmo tempo, deve ser realizada uma mistura semelhante & anterior substituindo a solucao de

DPPH por agua destilada de modo a verificar qual o valor da absorvancia que deriva da cor da
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amostra. Tendo todas as preparagdes feitas, procedeu-se as leituras no espetrofotometro a
comprimento de onda de 517 nm.

Por forma a medir a concentracdo de amostra que reduz 50% da atividade inicial do
radical livre DPPH, (ECsxo), foi realizado uma curva-padrdo que relaciona a percentagem de
inibicdo do DPPH e a concentracdo do padrdo, por interpolacdo grafica. O padréo utilizado foi
o0 BHT.

A capacidade de reducdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil é dada pelos seguintes

passos.

1° Descontar absorvancia proveniente da cor da amostra
Abs= absl — abs2
Abs- absorvancia real da amostra
abs1- absorvancia da amostra com solucéo de DPPH
abs2- absorvancia proveniente da cor da amostra (sem DPPH)

2° Determinacdo da capacidade de reducdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazi, em % de
inibicéo
%inibigdo do DPPH= > 100 (% de inibigdo)

Abs- absorvancia real da amostra

abs1- absorvancia da solucdo de DPPH (controlo)

3°Realizacédo da curva padrdo com BHT, onde:
y= mx+b
y- percentagem de inibicdo do radical de DPPH do padrdo BHT

X- concentracdo do padrdo BHT, em pg/ml

4° Determinacdo da capacidade de reducdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazi, em ECsg

=541

ECso=—"—— (1g/g de fruto fresco)

y- percentagem de inibicdo do radical de DPPH da amostra
m- declive da reta da curva padrdo de BHT
b- erro associado da reta da curva padrédo de BHT
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d1- fator de diluicdo do extrato para realizacdo do DPPH
d2- rendimento da extragéo

3.3.2.12 Capacidade de reducao dos radicais de oxigénio

A capacidade de reducao dos radicais de oxigénio (ORAC) foi realizada de acordo com
Guerreiro et al. (2013), com algumas modificacdes. Para tal € necesséario realizar a
intrapolagdo da amostra com uma curva padrdo de trolox dissolvido em tampéo fosfato
75mM, efetuada a partir de 6 concentracbes definidas. Quanto a amostra, esta provém do
extrato de medronho realizado no ponto 3.3.1, cuja amostra € dissolvida em tampéao fosfato 75
mM a uma concentrac¢do definida (por forma a que os valores da amostra estejam dentro da
curva padréo de trolox).

Posto isto, 0 método consiste na adi¢do de 20 ul de amostra e dos padrdes a cada pogo
numa placa de 96 pocos, juntamente com 120 ul de fluoresceina. Ao mesmo tempo deve ser
realizada uma mistura semelhante a da amostra, substituindo a fluoresceina por tampéo
fosfato a 75mM e adicionar 20 pl desta mistura a cada pogo da placa de 96 pogos de modo a
verificar qual o valor da absorvancia que deriva da cor da amostra.

De seguida, realizar a pré-incubacdo a 37°C no leitor de fluorescéncia a um comprimento
de onda de excitacdo 485 nm e de emissdo 528 nm, durante 15 minutos com leitura de 1 em 1
minuto. Finalmente, ap6s a ultima leitura adicionar 60 pl de APPH e ler novamente & mesma
fluorescéncia e comprimento de onda de excitacdo e de emissdo durante 4 horas e 15 minutos.

A capacidade de reducdo dos radicais de oxigénio € dado pelos seguintes passos:

1° Realizagdo da curva padrdo de trolox, onde:
y= mx+b
y- absorvéancia da solucao

X- concentracdo em pumol equivalentes de trolox/g de solucéo

2° Descontar absorvancia proveniente da cor das amostras
Abs= absl — abs2

Abs- absorvancia real da amostra

abs1- absorvancia da amostra com fluoresceina

abs2- absorvancia proveniente da cor da amostra (sem fluoresceina)
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3° Determinag&o da capacidade de reducdo dos radicais de oxigénio
y—b

{(—)= d1=100
ORAC =—T
d2

(umol equivalentes de trolox/100 g de fruto fresco)

y- absorvancia real da amostra

m- declive da reta da curva padréo de trolox

b- erro associado da reta da curva padréo de trolox

d1- fator de diluicdo do extrato liofilizado em tampéo fosfato a 75mM para realizacdo do
ORAC

d2- rendimento da extragéo

3.3.2.13 Hidratos de Carbono

O teor de hidratos de carbono (HC) foi determinado segundo o método descrito em FAO
(2003). Este é calculado por diferenca com os outros macronutrientes constituintes do produto

(proteina bruta, gordura total, humidade e cinzas).

%HC= 100 - (PB + GT + Hum + Cin) (%)
PB- teor de proteina bruta
GT- teor de gordura total
Hum- teor de humidade

Cin- teor de cinzas

3.3.3 Elaboracéo do paté de lapa com adi¢do de medronho

Numa primeira etapa foram desenvolvidos testes preliminares com o objetivo de
selecionar as matérias-primas e suas dosagens adequadas, assim como o tipo de
processamento mais apropriado.

Apos estes testes foram estabelecidas 3 formulagbes: (1) paté com adicdo de BHT-
PCON; (2) paté com adicdo de 3% de medronho - PAU3; e (3) paté com adicdo de 6% de
medronho - PAUG6. A receita base foi apoiada em alguns autores (Estévez et al., 2007;
Fuentes-Zaragoza et al., 2009; Sanchez-Zapata et al., 2011; Nielsen & Jacobsen, 2013),
porém como se pretendia desenvolver um produto novo, durante a producdo do paté alguns
ingredientes e respetivas dosagens foram ajustados ou substituidos conforme as carateristicas

do produto e resultados da avaliagdo sensorial (Anexo 1).
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As trés formulagdes foram desenvolvidas & escala piloto considerando 0s mesmos
parametros de processamento e de composigéo, exceto o tipo e concentragdo do antioxidante
(BHT a 0,01% (massa/massa do produto final)), extrato de medronho a 3% (massa de fruto
fresco para realizacdo do extrato/massa do produto final) e extrato de medronho a 6% (massa
do fruto fresco para realizagdo do extrato/massa do produto final)) que foram adicionados ao
mix de fécula de batata (0 mix de fécula de batata foi elaborado segundo a seguinte receita por
100 gramas de produto: 39,89 ml de extrato de antioxidante, 33,71 ml de leite meio gordo,
22,47 g de flocos de fécula de batata, 3,93 g de margarina vegetal, 0,01 g de sal, 0,005 g de
pimenta branca e 0,005 g de noz-moscada).

A escolha dos antioxidantes teve por base a comparacdo da eficacia da utilizacdo do
antioxidante sintético BHT com o antioxidante vegetal (medronho) e em simultaneo avaliar o
efeito do aumento de concentracdo deste Gltimo.

No caso do antioxidante sintético (BHT) foi utilizada a concentracdo méaxima permitida
por lei 0,0001% para emulsdes (Regulamento (UE) 1129, 2011), a concentracdo do
antioxidante natural (medronho) de 3% provém de trabalhos realizados por outros autores
como Ganhdéo et al. (2010), que demonstraram a eficacia deste em produtos de origem animal.

A formulacdo base dos patés foi realizada de acordo com a seguinte composicao: 62% de
lapa (miolo inteiro), 30% de mix de fécula de batata (antioxidante incorporado) e 8% de 6leo
de girassol.

Primeiro, o miolo de lapa foi submetido a um processo de cozedura a vapor em forno
elétrico a 100°C durante 10 minutos. De seguida o miolo das lapas foi picado na cutter
utilizando uma lamina de rugosidade fina sob duas diferentes condi¢6es: 1500 rpm durante 3
minutos e posteriormente 2000 rpm por mais 3 minutos. Posteriormente, o mix de fécula de
batata e 0 6leo de girassol foram adicionados e misturados com o miolo de lapa (picado) na
cutter (3000 rpm durante 5 minutos) até se obter uma pasta homogénea (figura 3.2), obtendo-
se 1,5 Kg de paté por lote.

Depois os patés foram embalados em frascos de vidro (aproximadamente 110 g de
paté/frasco e 14 frascos/lote) e sujeitos a tratamento térmico por imersdo em banho
termostatico a 80°C durante 30 minutos. De seguida, os patés foram arrefecidos a temperatura
ambiente durante 15 minutos por forma a evitar o choque térmico do produto quando este for
refrigerado a 5°C. No presente trabalho os 3 patés estiveram em refrigeracdo durante 4

periodos de tempo (0, 30, 60 e 90 dias). O dia de produgdo foi considerado como o dia 0.
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Lapa cozida Oleo de girassol
Puré de batata com extrato de medronho g

PATE DE LAPA COM MEDRONHO

Figura 3.2- Ingredientes para a preparacéo do paté de lapa com adigdo de medronho

3.3.4 Caraterizacao fisico-quimica dos patés

Os parametros fisico-quimicos (Hum, PB, GT, FT, Cin, HC, Cal, pH, Cor, Acd, Ads, Dz,
TPC, DPPH, ORAC e Thars) foram analisados no dia 0, enquanto que apenas 0s parametros
fisico-quimicos (GT, pH, Cor, Acd, Ads, Dz, TPC, DPPH, ORAC e Thars), analisaram-se
também aos dias 30, 60 e 90.

Apo6s cada periodo de refrigeracdo, as amostras foram retiradas e armazenadas em
ultracongelacdo (-80°C) até a realizacdo das respetivas analises laboratoriais (menos de duas
semanas).

Os parametros Hum, PB, Cin, GT, Acd, pH, TPC, DPPH, ORAC e HC determinados nos

patés foram realizados da mesma forma que os das matérias-primas.

3.3.4.1 Fibra Total

O teor de FT foi determinado de acordo com o método descrito no ponto 3.3.2.5, contudo

esta analise requer uma etapa prévia de remocdo da gordura uma vez que 0s patés apresentam
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um teor de gordura superior a 5%. Esta etapa consistiu na extracdo da gordura da amostra com
éter de petroleo recorrendo ao aparelho de extragdo de Soxhlet, onde foram realizadas 3

extracdes por amostra.

3.3.4.2 Cor-Medida instrumental

As leituras das coordenadas (L*, a* e b*) das amostras foram realizadas de acordo com o
método descrito no ponto 3.3.2.7., porém as leituras nos patés foram efetuadas na parte

superior do frasco destapado logo apos sua abertura.

3.3.4.3 Avaliacéo da textura

A avaliacdo da textura foi realizada de acordo com Estévez et al. (2005a), com algumas
modificacGes. Para tal, foi utilizado o software TA.XT.Plus Texture Analyser, uma célula de
30 kg e a sonda cilindrica de 10 mm de diametro. O texturémetro foi calibrado antes de
realizar as medicbes, de seguida os frascos com os patés foram colocados no centro do
suporte de apoio das amostras (0s pontos de perfuracdo da sonda foram realizados junto a
extremidade do frasco) onde foram realizadas as leituras.

Os parametros do teste foram os seguintes: distancia de penetracdo apds contato com a
amostra (8 mm) e velocidade de perfuracdo (1,5 mm/s). As andlises de textura foram
realizadas a temperatura ambiente (aproximadamente 22°C). Este teste pretende determinar os
seguintes atributos de textura: dureza (definida como forca méxima durante a perfuracdo da
amostra) e a adesividade (definida como a area do grafico (forca vs tempo) durante a subida

da sonda).

3.3.4.4 Indice de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico

O indice de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (Tbars) foi determinado de
acordo com o método descrito por Rosmini et al. (1996), com algumas modificacbes. O
método consistiu na extracdo do aldeido maldnico das amostras, para tal dissolveu-se 15 ml
de amostra com uma mistura de 7,5% de acido tricloroacético, galato de propilo e &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e filtrou-se as amostras em papel de filtro n°4. De
seguida, ao filtrado sdo adicionados 5 ml de acido tiobarbiturico, € agitado e incubado em
banho termostatico a 100°C durante 40 minutos, ou seja o aldeido maldnico da amostra reage
com o acido tiobarbiturico formando um complexo corado rosa, cuja absorvancia € medida a

comprimento de onda de 530 nm recorrendo ao espectrofotometro.
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Em paralelo as amostras, sdo realizadas 5 concentragdes diferentes da solucdo padrdo de
1,1,3,3- tetraetoxipropano (TEP) igualmente incubadas a 100°C durante 40 minutos e cuja
absorvancia é medida nas mesmas condicGes, permitindo obter uma equacdo da reta que
possibilita a intrapolacdo das amostras. O indice de substancias reativas ao &cido

tiobarbiturico é dado pelos seguintes passos:

1° Realizacdo da curva padréo de 1,1,3,3- tetraetoxipropano, onde:
y= mx+b
y- absorvancia da solucéo

X- concentragdo de aldeido maldnico, em pmol

2° Determinacdo do indice de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico

T2xc

—(30+ %} (mg de aldeido maldnico/Kg de produto)

Thars=
c- concentracdo do aldeido malonico, em pmol
m- massa da toma da amostra, em ¢
v- volume de cada produto a incubar no banho termostatico, em ml

H- humidade da amostra, em %

3.3.4.5 Valor calérico

O valor caldrico (Cal) foi determinado segundo o método descrito em FAO (2003). Para
tal, é necessario considerar alguns fatores de conversdo: 4Kcal/g de proteina bruta, 4Kcal/g de
hidrato de carbono e 9Kcal/g de gordura total. A determinacdo do valor calérico é dado pela

seguinte equacdo:

Cal= (%PB * 4) + (%HC * 4) + (%GT * 9) (Kcal/100 g)
%PB- teor de proteinas
%HC- teor de hidratos de carbono

%GT- teor de gordura total

3.3.5 Analises Microbiologicas

Os parametros microbioldgicos foram realizados nos dias 0, 30, 60 e 90 apds elaboracéo
dos patés e consistiram na analise dos microrganismos totais e degradativos (aerdbios e

anaerobios), Escherechia coli, Enterobactérias, Listeria monocytogenes e Salmonella spp.

31



Materiais e métodos

Estes microrganismos foram selecionados uma vez que o Regulamento (UE) 1441 (2007)
indica que estes poderdo estar presentes em produtos da pesca processados e que, embora
lentamente, podem se desenvolver em condicGes de refrigeracdo apesar de se desenvolverem
a temperaturas 6timas de 25-30°C (Chairman, 1997).

Toda a preparacdo envolvendo a pesquisa de microrganismos foi realizada sob condigdes
de assepsia como, trabalhar a chama, utilizacdo de material estéril, processo marcha em frente

e superficies de contato desinfetadas com etanol a concentracéo de 70% (v/v).

3.3.5.1 Preparacéo dos diluentes, meios de cultura e das suspensdes-mae

Todos os diluentes e meios de cultura foram preparados de acordo com as instrucées dos
fabricantes e foram esterilizados na autoclave a 121°C, durante aproximadamente 15 minutos.
A suspensdo méde para 0s microrganismos totais e degradativos, Escherechia coli e
Enterobactérias foi efetuada de acordo com a NP 3005 (1985), enquanto que para a Listeria

monocytogenes e Salmonella spp. foi realizada de acordo com a ISO 6887 (1999).

3.3.5.2 Microrganismos totais e degradativos

A pesquisa de microrganismos totais e degradativos foi realizada de acordo com a NP
4405 (2002). Depois de preparada a suspensdo méae e realizadas as diluicdes decimais
sucessivas foram transferidos 2 ml de cada dilui¢do sucessiva para placas de Petri contendo
meio de cultura Plate Count Agar (PCA), em duplicados. De seguida, as placas foram
incubadas a 20 + 1°C durante 72 + 6 horas. Depois procedeu-se a contagem das col6nias de 2
diluicBes sucessivas que apresentem entre 25 e no maximo 250 coldnias. Para calcular o

numero de microrganismos por grama (N) deve-se usar a seguinte equacao:

Soma de C
= nit01m2ed (ufc/g de produto)
Soma de C- soma de colo6nias contadas nas duas placas consideradas
nl- nimero de placas consideradas na 1%diluicao
n2- nimero de placas consideradas na 22 diluicdo

d- fator de diluicdo correspondente a 12 diluicdo considerada

3.3.5.3 Escherechia coli
A pesquisa de E. coli foi realizada de acordo com a ISO 16649-2 (2001). Depois de

preparada a suspensdo mae e realizadas as dilui¢fes decimais sucessivas foram transferidos 2
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ml de cada dilui¢do sucessiva para as placas de Petri com meio TBX agar, em duplicados. De
seguida, as placas foram incubadas em duas diferentes condigdes: primeiro a 37°C durante 4
horas e depois a 44°C entre 18 a 20 horas. Depois, procedeu-se a contagem das colonias de
duas diluicdes sucessivas que apresentem entre 15 e no maximo 300 coldnias. Para calcular o

numero de microrganismos por grama (N) deve-se usar a seguinte equac&o:

Soma de C

~ va((n1+0,1+n2)=d)

(ufc/g de produto)

Soma de C- soma de coldnias contadas nas duas placas consideradas
V- volume de in6culo, em ml

nl- numero de placas consideradas na 18diluicdo

n2- numero de placas consideradas na 22 diluicdo

d- fator de diluicdo correspondente a 12 diluicdo considerada

3.3.5.4 Enterobacterias

A pesquisa de Enterobactérias foi realizada de acordo com a ISO 7218 (1996). Depois de
preparada a suspensao mae e realizadas as dilui¢es decimais sucessivas foram transferidos 2
ml de cada diluicdo sucessiva para as placas de Petri com meio VRBG a 44-47°C, em
duplicados. Depois as placas foram incubadas a 37°C durante 24 * 2 horas e procedeu-se a
contagem das coldnias de duas diluicdes sucessivas que apresentem entre 15 e no maximo
150 presumiveis colonias. Caso estas estejam supostamente presentes deve-se efetuar a sua
confirmacdo atraves do isolamento de 5 presumiveis coldnias em meio Nutrient Agar e
incubar a 37°C durante 24 + 2 horas. Para calcular o niUmero de microrganismos por grama

(N) deve-se usar a seguinte equagéo:

Soma de C

" v((n1+0,1sn2)=d)

(ufc/g de produto)

Soma de C- soma de col6nias contadas nas duas placas consideradas
V- volume de in6culo, em ml

nl- nimero de placas consideradas na 1%diluicéo

n2- numero de placas consideradas na 22 diluigdo

d- fator de diluicdo correspondente a 12 diluicdo considerada
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3.3.5.5 Listeria monocytogenes

A pesquisa de L. monocytogenes foi realizada de acordo com a ISO 11290-2 (1998), com
algumas modificacdes. Depois de preparada a suspensdo méae e realizadas as diluicdes
decimais sucessivas foram transferidos 0,1 ml de cada diluicdo sucessiva para as placas de
Petri com meio Rapid"L.mono (BASE), em duplicados. De seguida as placas foram incubadas
a 35-37°C durante 48 horas. Para confirmar a presenga de L. monocytogenes picou-se em 5
presumiveis coldnias de placas com menos de 150 presumiveis colonias e colocou-se em
placas contendo meio triptona agar de soja com extrato de levedura e incubou-se as placas a
35-37°C durante 18-24 horas e verificou-se se houve crescimento. Caso haja crescimento,
procedeu-se a contagem das colonias de duas dilui¢cGes sucessivas que apresentem no minimo
15 colédnias confirmadas. Para calcular o nimero de microrganismos por grama (N) deve-se

usar a seguinte equagcao:

_ fSoma de C
" Va((n1+0,1sn2)=d)

(ufc/g de produto)

Soma de C- soma de colo6nias contadas ap6s confirmacao nas duas placas consideradas
V- volume de inéculo, em ml

nl- nimero de placas consideradas na 13diluicao

n2- numero de placas consideradas na 22 diluicdo

d- fator de diluicdo correspondente a 12 diluicdo considerada

3.3.5.6 Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada de acordo com a ISO 6579 (2002). Depois de
preparada a suspensdo mae, a amostra foi incubada a 37 + 1°C durante 24-26 horas. Apds esse
periodo 0,5 ml de amostra foi transferida para um tubo com 10 ml de caldo Salmonella
Express (SX) e incubada a 41,5 + 1°C durante 24-26 horas. Posteriormente, o tubo foi
aquecido em banho-maria a 95-100°C durante 15 minutos e transferiu-se 1 ml de cada tubo
nas barretes para realizar o teste VIDAS. Caso o0 teste seja positivo (presenca de presumiveis
colonias de Salmonella), deve-se confirmar a presenca das mesmas, ou seja, repicar as
presumiveis colonias em meio XLD e SMID 2 e incubar as placas a 37°C durante 24 horas. Se
o teste for negativo continuar a incubagédo por mais 24 horas a mesma temperatura e transferir
0,5 ml do contedo do tubo para 10 ml de RVS e incubar a 41,5 + 1°C durante 18-24 horas.
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Posteriormente efetuar o isolamento do caldo RVS para meios XLD e SMID 2 a 37°C durante
24-48 horas, finalmente recuperar e purificar em Nutrient agar e tubos Kliger uma col6nia
tipica ou suspeita de cada um dos meios. Se a confirmagdo for negativa deve-se isolar
posteriormente 4 col6nias por meio e incubar a 37 = 1°C durante 24 £ 3 horas e realizar 0s
testes de Gram e oxidase e utilizar o APl 20E para confirmar a presenca de coldnias de
Salmonella segundo as instrucbes do fabricante. Os resultados sdo expressos em

presenca/auséncia em 25 gramas de produto.

3.3.6 Andlise Sensorial

A andlise sensorial realizada aos patés foi realizada nos dias 0, 30, 60 e 90 apds
elaboracgdo do pateé, e consistiu na avaliacdo do perfil sensorial (prova descritiva), em testes de
ordenacéo de preferéncia e em testes de aceitabilidade (provas afetivas), segundo Meilgaard et
al. (2007). No dia O foi realizada uma reunido com o painel de provadores por forma a
assegurar a compreensao dos descritores sensoriais definidos, assim como para fornecer uma
breve explicacdo da folha de prova (anexo 2) e da folha de apoio a prova (anexo 3). As provas
sensoriais foram realizadas por um painel de provadores treinado composto por 12 provadores
com idades entre os 20 e os 50 anos representativos do meio académico da ESTM e com
conhecimentos adquiridos em provas sensoriais anteriores. O painel de provadores foi
também sujeito a uma formacgdo continua através de provas de identificacdo de sabores
bésicos, provas triangulares para detecdo de diferencas e provas de ordenagdo, com o objetivo
de aumentar a consisténcia das respostas. A analise sensorial dos patés foi realizada no
Laboratorio de Analise Sensorial nas instalagdes da ESTM. As provas sensoriais realizaram-
se em cabines individualizadas de prova, onde os provadores respeitaram todas as condic¢des
necessarias a sua realizacdo. As amostras foram preparadas pelo coordenador do painel na
sala de preparacdo das amostras para analise sensorial. Os patés (amostras) foram barrados em
pequenas tostas de espessura fina por forma a realcar os atributos sensoriais dos patés, cada
prova consistiu em 3 repeticBes por paté, distribuidos por 3 analises em separado, ou seja cada
analise (prato) foi constituida pelos 3 diferentes patés.

3.3.6.1 Prova Descritiva-Perfil Sensorial

A avaliacdo do perfil sensorial consistiu na avaliagdo de descritores relativos & aparéncia

(cor e textura superficial), flavor (flavor a mar, flavor a frutos silvestres, flavor a ranco e
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flavor residual apds 20 segundos) e textura (aderéncia, cremosidade e oleosidade) através de
uma avaliacéo de uma escala de intensidades, classificada de 1 a 5 pontos (anexo 2).

3.3.6.2 Provas Hedonicas (testes de ordenacdo de preferéncia e de aceitabilidade)

Os testes de ordenacdo de preferéncia consistiram na avaliacdo da preferéncia global das
amostras numa escala definida de 1 a 3, sendo que o 1 representa o “mais preferido”, o 2 o
“preferido intermédio” e 3 0 “menos preferido” (anexo 2).

Os testes de aceitabilidade permitiram avaliar a aceitagdo das amostras segundo o0s
provadores de acordo com uma escala hedonica de 9 pontos com as seguintes ancoras: 1-
extremamente desagradavel, 2-muito desagradavel, 3-moderadamente desagradavel, 4-
ligeiramente desagradavel, 5-indiferente, 6-ligeiramente agradavel, 7-moderadamente

agradavel, 8-muito agradavel e 9-extremamente agradavel (anexo 2).

3.3.7 Andlise estatistica

Todas as analises fisico-quimicas e sensoriais foram realizadas em triplicados, sendo que
as analises microbioldgicas foram efetuadas apenas em duplicado. Para o estudo das analises
fisico-quimicas dos produtos ao longo do tempo (0, 30, 60 e 90 dias) e entre produtos (PCON,
PAU3 e PAU6G) no mesmo tempo realizou-se uma andlise de variancia (ANOVA) com um
fator, de efeitos fixos (Zar, 2010). Todos os pressupostos inerentes (homogeneidade de
variancia e normalidade dos dados) a realizagdo do método foram devidamente validados.
Sempre que tais requisitos foram violados, realizou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis (Zar, 2010). Sempre que adequado realizaram-se 0s testes de comparacdes multiplas,
nomeadamente o teste de Tukey HSD (Honestly Significant Difference) (Zar, 2010) e as
correlagcfes de Pearson. Os resultados sdo apresentados sob a forma de média + desvio-padréo
(SD). Em todos os resultados obtidos, as diferengas foram consideradas estatisticamente
significativas ao nivel de significancia de 0,05 (isto €, sempre que p-value<0,05). Todos 0s
calculos foram realizados mediante a utilizacdo do Software IBM SPSS Statistics 22.

Adicionalmente, e de forma a visualizar e interpretar a relacdo dos parametros fisico-
quimicos com os produtos em estudo, realizou-se uma analise de componentes principais
(PCA). O modelo de PCA permitiu a detecdo de padroes entre as diferentes amostras (PCON,
PAU3 e PAUG nos diferentes tempo, isto &, 0, 30, 60 e 90 dias), bem como a identificacdo das

principais associagdes entre variaveis que sdo responsaveis pela variabilidade total dos dados
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estudados. O PCA foi construido sobre a média dos dados de medigdo, sendo a validacéo
cruzada utilizada para corroborar o modelo. Embora apenas os resultados relativos as duas
primeiras componentes sejam aqui apresentadas (CP1 e CP2), todos as outras foram
igualmente analisadas. Todos os calculos e graficos produzidos para o estudo do PCA, foram
realizados mediante o Software CANOCO for Windows 4.5 (ter Braak & Smilauer, 1998)

Para o estudo do perfil sensorial dos patés ao longo do tempo realizou-se o teste ndo-
paramétrico de Friedman (Siegel & Castellan, 1988). Este teste adequa-se para o estudo em
causa, uma vez que se estd perante um delineamento emparelhado, dado que os provadores
que integraram o painel terem sido sujeitos a quatro ocorréncias experimentais (0, 30, 60 e 90
dias). Por conseguinte, para 0 mesmo provador foram obtidos resultados em todas as
ocorréncias, sendo por isso possivel comparar os resultados de cada individuo em cada uma
delas (Siegel & Castellan, 1988).

Adicionalmente, para a avaliacdo da associacdo do perfil sensorial dos diferentes
produtos com os diferentes tempos, procedeu-se ao teste ndo-paramétrico de independéncia
do Qui-Quadrado (Siegel & Castellan, 1988). Este é um teste suficientemente robusto quanto
aos pressupostos que impde e adequado para o estudo de variaveis de natureza qualitativa,
pelo que justifica a sua aplicacdo nos dados em anéalise. Desta forma, foi possivel verificar a
existéncia de associacdes significativas entre os patés e os descritores sensoriais. De igual
modo, o procedimento realizado pelo teste ndo-paramétrico de independéncia do Qui-
Quadrado foi efetuado para a analise da preferéncia dos patés ao longo do tempo. Em todos 0s
resultados obtidos, as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel
de significancia de 0,05 (isto é, sempre que p-value<0,05). Todos os célculos foram
realizados mediante a utilizag&o do software IBM SPSS Statistics 22.

37



38



Resultados e discussdo

4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises fisico-quimicas das matérias-primas

O medronho e a lapa foram as principais matérias-primas utilizadas na elaboracao
do paté. As suas carateristicas sdo estudadas para perceber de que forma enriquecem o
novo produto.

As propriedades fisico-quimicas do medronho analisadas durante o presente
trabalho encontram-se de acordo com o obtido por outros autores (Ganhéo et al., 2011;
Ruiz-Rodriguez et al., 2011; Alves, 2012) (tabela 4.1). As diferencas encontradas sdo
provavelmente devido a um conjunto de fatores edafo-climéaticos, como a colheita ser
realizada em locais e/ou anos diferentes (condi¢cdes de crescimento e atmosféricas
diferentes), ou diferencas do estado de maturacdo (Alarcdo-E-Silva et al., 2001;
Heinonen, 2007; Cavaco, 2007; Ganh&o et al., 2010; Ruiz-Rodriguez et al., 2011).

Tabela 4.1- Propriedades fisico-quimicas do medronho

Referéncias bibliogréaficas
Presente Ganhdo et al., Ruiz-Rodriguez et Alves, 2012

trabalho! (Zona | 2010 (Céaceres,  al., 2011 (Madrid, (Zona Norte,

Oeste, Portugal) Espanha) Espanha) Portugal)
l(j)/l:)m 67,04 £ 0,25 71,43+ 0,76 53,22+299 56,6+2,44
PB (%) 0,85+0,11 0,77 £0,12 0,93+0,04 0,90+0,11
GT (%) 0,46 + 0,02 0,31 +£0,08 0,58+0,04 0,60+0,09
FT (%) 15,38 £ 0,82 10,79+ 0,63 16,20+ 1,88
Cin (%) 0,69 £ 0,07 0,33 +£0,08 0,87 +£0,18 0,86+ 0,07
Brx (%) 20,48 +0,23 18,84 +1,31
Acd (%) 0,81 +0,02 0,62 + 0,06
pH 3,44 £ 0,01 3,74 £ 0,06 3,47 +£0,12
L* 53,48 £ 2,99 53,87 £ 2,27
a* 10,72 +£0,83 13,37 £ 1,78
b* 52,07 £ 1,65 53,42 £ 3,27

! Resultados expressos como média e desvio padréo de triplicados de amostras (matéria fresca)

Segundo os autores Ruiz-Rodriguez et al. (2011), Alves (2012) e Isbilir et al.
(2012), os parametros Hum, FT, Cin, Acd e pH podem apresentar variabilidade devido a
fatores edafo-climaticos (colheita realizada em locais e/ou anos diferentes). Outros
parametros como a PB e o Brx que estdo de acordo com os autores Ruiz-Rodriguez et
al. (2011) e Alves (2012), variam principalmente com o estado de maturagdo do
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medronho, sendo que a GT € o Unico parametro que segundo 0s mesmos autores, varia
devido a fatores ambientais e com o estado de maturagéo do fruto.

A Hum € o pardmetro com maior variabilidade uma vez que é o componente
maioritario no fruto e varia com a exposic¢édo do fruto a diferentes condi¢des ambientais
que contribuem para a desidratacdo dos frutos uma vez que € uma especie sensivel a
caréncia hidrica e de periodo reprodutivo bastante longo (Ruiz-Rodriguez et al., 2011;
Alves, 2012).

Relativamente ao teor de FT, os medronhos sdo uma interessante fonte de fibras
alimentares sollveis e insoltveis, por exemplo o teor de fibras solliveis como as
pectinas apresentam concentrac0es superiores aos de outros frutos ricos neste composto
como as macas, citrinos, damascos, péssegos, entre outros (Ruiz-Rodriguez et al.,
2011).

O teor de Acd quantifica todos os &cidos organicos que desempenham papel
importante na manutencdo da qualidade e valor nutritivo de diferentes frutos. No caso
do medronho segundo Alarcdo-E-Silva et al. (2001) e Ruiz-Rodriguez et al. (2011), os
que se encontram em maior propor¢do sdo o acido malico (maior quantidade), acido
oxalico, acido fumérico e o acido ascorbico.

Relativamente as coordenadas Cielab (L*, a* e b*) registaram-se 0s seguintes
valores, 53,48 + 2,99, 10,72 + 0,83 e 52,07 + 1,65, respetivamente estando de acordo
com o referenciado por Alves (2012). De acordo com este autor, a variabilidade destas
coordenadas deve-se ao estado de maturacdo, pois frutos maduros apresentam maiores
valores de a* e menores valores de b* e de L*, isto ocorre tanto ao nivel interno como
externo do fruto, apresentando externamente uma cor mais acentuada devido a
exposicao solar e consequente menor hidratacdo da pelicula protetora. As coordenadas
a* e b* estdo correlacionadas com alguns compostos antioxidantes como, os f-
carotenos e as antocianinas, entre outros, por exemplo o aumento do estado de
maturacdo do fruto (passagem da cor amarela para vermelha) aumenta as proporcoes
das antocianinas, quanto aos B-carotenos exibem maiores valores na fase de maturagao
intermédia (verde para amarelo). Muitos destes antioxidantes sdo utilizados na industria
alimentar como corantes (Alves, 2012).

As propriedades relacionadas com a atividade antioxidante do medronho avaliadas
durante o presente estudo encontram-se dentro dos valores determinados por outros
autores (tabela 4.2). Porém, alguma variabilidade da atividade antioxidante que exista
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resulta de um conjunto de fatores como, processo de extracdo dos antioxidantes,
condicBes atmosféricas, crescimento do fruto e suas diferencas do estado de maturacéo
(Heinonen, 2007; Ganhé&o et al., 2010).

Tabela 4.2- Atividade antioxidante do medronho efetuado a partir de um extrato aquoso

Referéncias bibliogréaficas
Presente Ganhdo et al., Ruiz-Rodriguez et al.,

trabalho® (Zona 2010 (Céceres, 2011 (Madrid, (\E/Zgagtozlbr?%%i)

Oeste, Portugal) Espanha) Espanha)
TPC? 567,27 £ 27,01 472,00 + 65,00 952,00 £ 49,00
DPPH?® 0,55+0,12 0,70 £0,37

13325,08 + 14000,00 +
4 ) 1
ORAC 103,00 2000,00
! Resultados expressos como média e desvio padréo de triplicados de amostras (matéria

fresca)

2Resultado expresso em mg de acido galico/100 g de fruto fresco
% Resultado expresso em ECso
4 Resultado expresso em pumol equivalentes de trolox/100 g de fruto fresco

A eficécia do processo de extracdo dos antioxidantes depende do tipo de solvente,
do método e da matéria-prima (matriz). Segundo Ganhao et al. (2010), a atividade
antioxidante no medronho € influenciada predominantemente pela quantidade de
compostos antioxidantes, como 0s compostos fendlicos.

Em geral, a fracdo polar da matéria-prima contém a maior parte dos compostos
fenolicos (maioritariamente polares), portanto quanto maior for a polaridade do solvente
(&4gua, etanol, metanol, entre outros) maior sera a extracdo dos mesmos (Apak et al.,
2007).

Os resultados do TPC estdo em concordancia com o referido por Ganhédo et al.
(2010), apresentando no entanto diferencas com o encontrado por Rodriguez et al.
(2011).

A variabilidade deste parametro pode dever-se a diversos fatores. Em primeiro
lugar, relativamente a preparacdo do extrato usando a &gua como solvente, este podera
apresentar menores concentracbes de TPC e consequentemente menor capacidade
antioxidante do que em extratos preparados com solventes organicos (mais polares),
contudo segundo Malheiro et al. (2012), uma das formas de obter uma maior quantidade
de compostos fenolicos usando como solvente a agua é através da preparacdo do extrato
sob condigdes controladas de refluxo. Em segundo lugar o solvente aquoso, tal como os
outros podem extrair outras substancias hidrossoltveis e polares (agucares, acidos
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organicos e proteinas) que podem reagir com o reagente de Follin-Ciocalteau
originando aparentemente maiores valores de TPC, embora ndo se traduzam num
aumento do potencial antioxidante (Prior et al., 2005; Magalhé&es et al., 2008; Ganh&o et
al., 2010; Malheiro et al., 2012). Em terceiro lugar, pode haver extracdo de outros
compostos que apesar de ndo serem contabilizados como compostos fendlicos
aumentam o potencial antioxidante como as vitaminas, alguns acidos orgéanicos,
triterpendides, carotenoides, entre outros, (Ayaz et al., 2000; Alarcdo-E-Silva et al.,
2001; Barros et al., 2010). Por fim, e em quarto lugar, diferentes compostos fenolicos
presentes no medronho podem responder de forma diferente dependendo do seu nimero
de grupos fendis, logo este método pode ndo incorporar necessariamente todos 0s
compostos fenolicos que estejam presentes no extrato (Ganhdo et al., 2010).

Na maior parte das vezes nos frutos silvestres, a quantidade de TPC € diretamente
correlaciondvel com a atividade antioxidante in vitro do fruto, segundo Ganhao et al.
(2010), existe correlacdo entre 0 TPC e 0 DPPH (R?=-0,62, p-value<0,01), contudo por
todos estes fatores descritos anteriormente por vezes esta correlagdo ndo se verifica.

No medronho, os compostos fendlicos predominantes sdo as procianidinas
(aproximadamente 52% dos compostos fenolicos totais), seguido das catequinas,
antocianinas, entre outros (Hakkinen et al., 1999; Shahidi & Wanasundara, 2002;
Ganhdo et al., 2010).

Quando comparado o TPC do medronho com outros frutos silvestres cuja técnica
de extracdo seja semelhante verifica-se que o medronho é dos que possui maiores
proporcdes de polifendis, sendo semelhante ao estripo-bravo e a amora e superior ao
azaroleiro e a serveira-dos-passarinhos (Ganhao et al., 2010).

No presente estudo, a atividade antioxidante in vitro de medronho foi analisada
através dos métodos de DPPH e ORAC. Em ambos, verificou-se que existe elevada
atividade antioxidante. O resultado do DPPH foi de 0,55 + 0,12 em ECsp, ou seja esta é
a concentracdo necessaria para reduzir 50% da atividade inicial do radical DPPH,
portanto valores de ECso menores correspondem a maior poder antioxidante (Olsson &
Gustavsson, 2004; Ganhao et al., 2010; Malheiro et al., 2012). Este valor esta em
concordancia com o referido por Ganhdo et al. (2010), além disso é relativamente
bastante mais baixo que outros frutos silvestres com elevado potencial antioxidante

como o estripo-bravo, o azaroleiro, o abrunho-bravo e a serveira-dos-passarinhos, entre
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outros (Ganhé&o et al., 2010), assim como outros alimentos de origem vegetal, como a
pimenta preta, noz-moscada, canela e orégdos (Su et al., 2007).

Quanto ao resultado determinado pelo método ORAC, 13325,08 + 103,00, verifica-
se que estd igualmente em concordancia com o indicado por Wu et al. (2004). Este
método permite medir a atividade antioxidante do medronho através da sua capacidade
em captar os radicais livres que possuem grupos perdxilo (Tavares et al., 2010). Ao
comparar o ORAC do medronho com outros frutos silvestres verifica-se que tem maior
atividade antioxidante que os mirtilos, entre outros e atividade semelhante as
framboesas e as amoras (Tavares et al., 2010). Quando comparado com outros produtos
de origem vegetal com elevada atividade antioxidante comprovada, como a laranja,
tomate, kiwi e maca, constata-se que o medronho apresenta maiores valores de ORAC
(Wang et al., 1996).

Relativamente ao medronho, alguns autores, Oliveira et al. (2011) e Malheiro et al.
(2012) evidenciaram que quanto maior o Seu grau de maturagdo, menores sdo os valores
de TPC e do ORAC e maiores sdo os valores de ECso, consequentemente menor é a
atividade antioxidante, logo medronhos verdes apresentam maior atividade antioxidante,
isto porque demonstraram que o TPC geralmente é correlacionavel com a atividade
antioxidante in vitro (Alarcdo-E-Silva et al., 2001; Oliveira et al., 2011; Malheiro et al.,
2012).

Por outro lado, Oliveira et al. (2011) concluiu que o medronho numa fase de
maturacdo intermédia (cor amarelada) apresenta maior atividade antioxidante (maiores
valores de TPC e ORAC e menores valores de ECsp).

Valores de DPPH (ECso) mais baixos no medronho sdo correlacionaveis com a
elevada presenca de compostos fendlicos como os flavondides e o &cido hidroxinamico
(Kahkonen et al., 2001; Ganhao et al., 2010), quanto ao ORAC alguns estudos indicam
que existe uma forte correlacdo positiva entre este parametro e a presenca de
antocianinas e de outros compostos antioxidantes que ndo sdo compostos fenélicos
como o &cido ascorbico e os B-carotenos entre outros (Kahkonen et al., 2001; Zulueta et
al., 2009).

A outra matéria-prima fundamental na elaboragdo do produto €é a lapa, Patella spp.

A tabela 4.3 mostra os seus parametros quimicos analisados.
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Tabela 4.3- Caraterizacdo quimica da lapa

Referéncias bibliogréficas

Presente trabalho! Domingues &
(Peniche, Portugal) Penteado, 2011
(Peniche, Portugal)

Blackmore, 1969
(Inglaterra)

Hum (%) 73,51+ 0,20 79,50 + 5,14
PB (%) 17,00 + 0,51 13,51 + 4,20
GT (%) 1,68 + 0,18 1,37 +0,25 6,00 + 2,41
Cin (%) 2,36 + 0,16 3,92 +1,55
HC (%) 5,45 + 0,32 3,30+1,91

! Resultados expressos como média e desvio padrdo de triplicados de amostras (matéria fresca)

Presentemente existem poucos estudos acerca da composicdo quimica destas lapas,
sendo que maioritariamente os estudos focam-se fundamentalmente no teor lipidico
porque € um importante parametro para o sistema reprodutor das lapas em sistemas de
aquacultura (Domingues & Penteado, 2011).

A caracterizacdo quimica das lapas analisadas neste estudo sdo concordantes com
os resultados referidos por outros autores (Blackmore, 1969; Domingues & Penteado,
2011). Alguma variabilidade que exista deve se a um conjunto de fatores como 0 meio
envolvente (regido, condi¢bes atmosféricas e época do ano), sexo, idade e tamanho
(Blackmore, 1969; Domingues & Penteado, 2011).

Ha semelhanca de qualquer produto de origem marinha, 0s constituintes em maior
destaque da lapa sdo a agua, as proteinas e os lipidos, existem ainda outros como 0s
hidratos de carbono, os minerais e as vitaminas que embora se apresentem em menores
guantidades apresentam relativa importancia (Bandarra et al., 2004).

No presente trabalho, o teor de Hum, 73,51 + 0,20, é o componente maioritario na
lapa. Este varia fundamentalmente com a época do ano (condigdes atmosféricas), pois
durante o Inverno e principio da Primavera é quando apresenta maiores valores, no
Verdo estes valores sdo reduzidos cerca de 10% (Blackmore, 1969).

O teor de PB determinado foi de 17,00 £ 0,51, e encontra-se acima do valor
determinado por Blackmore (1969), a variabilidade deste pardmetro pode dever-se a
heterogeneidade dos sexos das lapas colhidas, isto porque, lapas do sexo feminino na
fase de reproducdo tém maiores teores de PB durante a maturacdo das gdnadas (entre os
meses de Abril e Outubro) (Blackmore, 1969).
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Quando comparada a componente PB com a Hum e a GT, segundo Huss (1995),
esta € mais estavel ao longo do ano, contudo verifica-se que a privagdo de alimento por
periodos de tempo longos provoca drastica diminuicdo da mesma.

O conteudo de GT determinado na lapa foi de 1,68 + 0,18, este valor é semelhante
ao estudo realizado no mesmo local por Domingues & Penteado (2011), contudo
inferior ao indicado por Blackmore (1969).

A variabilidade deste pardmetro deve-se a um conjunto de fatores como 0 sexo
(lapas fémeas apresentam teores de gordura mais elevados, isto porque necessitam da
mesma durante a maturacdo das gonadas).

Segundo Brazdo et al. (2003), é principalmente durante o més de Outubro que
ocorre este periodo, por outro lado ha a influéncia do meio envolvente, isto é, se houver
indisponibilidade de alimento, as lapas apresentam teores lipidicos mais baixos, sendo
que geralmente as lapas apresentam maior tamanho/contetdo lipidico nos meses de
Abril até Outubro pois existe mais alimento.

Os moluscos apresentam valores de GT baixos, sendo este 0 componente que
apresenta maior variabilidade nos produtos da pesca ao longo do ano (Bandarra et al.,
2004).

O teor de Cin neste trabalho apresenta-se inferior ao referido por Blackmore
(1969). A variabilidade deste deve-se essencialmente ao tipo e quantidade de
algas/alimento gque se encontram no meio envolvente.

No inicio do ano (Inverno) ha& um aumento das proporcdes deste componente
devido ao crescimento de algas como a Ulva spp., no final do Verdo a uma diminuicao
da quantidade de algas ocorrendo a reducéo do teor de Cin (Blackmore, 1969).

Os minerais mais comuns sdo potassio, magnesio, célcio e fosforo. Assim como o
iodo e o selénio, cujo teor nos produtos do mar é bastante superior aos dos produtos
terrestres (Huss, 1995).

O contetdo de HC determinado neste trabalho enquadra-se com o do autor
Blackmore (1969). A variabilidade deste componente deve-se a temperatura da agua do
mar e & inibigdo/crescimento de algas.

Na Primavera e principio de Verdo o aumento da temperatura das aguas e
crescimento de algas aumenta a quantidade destes compostos, onde no més de Julho

ocorre 0 maior pico (Blackmore, 1969).
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4.2 Otimizacéo do diagrama de fabrico do paté de lapa com adi¢éo de medronho

Apos a realizacdo de testes preliminares e selecdo das diferentes matérias-primas e
respetivas dosagens, assim como otimizagéo do tipo de processamento foi elaborado o
fluxograma final de producéo para as trés formulagdes (1) PCON, paté com adicdo de
BHT, (2) PAU3, paté com adicao de 3% de medronho e (3) PAU6, paté com adigédo de
6% de medronho como se pode observar na figura 4.1.

Rececdo dleo de girassol ‘ Recegdo da lapa (T=5°C) | Rececdo dos Recegdo do medronho
[T= ambiente) ingredientes necessarios [T=5°C)
para o mix de puré de
batata (T= ambiente ou
¥ 5°)
| Limpeza da lapa | ¥
Limpeza do
medronho
L J
Cozedura da lapa (T=
100°C; t= 10 min) ¥
Preparacdo do
l extrato
Y
| Trituracdo da lapa Preparacdo do mix de B
l fécula de batata N
o Mistura/ _

Homogeneizagao (v=
3000rpm; t= 5 min

l

| Embalamento |

|

Tratamento térmico (T=
80°C; 1= 30 min)

|

Armazenamento (T=5"C)

Figura 4.1- Diagrama de fabrico otimizado para a producgdo do paté de lapa com adicdo de
medronho

4.3 Andlises fisico-quimicas do paté

A caraterizagdo fisico-quimica dos patés no dia da produgdo (tempo 0) pode-se
observar na tabela 4.4. Em praticamente todos os parametros nutricionais (Hum, PB,
GT, Cin e HC) ndo existem diferencgas estatisticamente significativas (p-value>0,05)
nos trés patés, com excecao da FT. Estes parametros apresentam estes valores devido ao

46



Resultados e discussdo

conjunto de ingredientes adicionados e tipo de processamento, formando uma matriz
alimentar semelhante ao nivel nutricional.

De acordo com o esperado o parametro nutricional em maior quantidade em todos
0s patés é a Hum (aprox. 65%), seguido da GT (12-13%), PB (aprox. 11%), HC (7-8%)
e Cin (aprox. 2%). As diferencas do teor de FT devem-se a presenca do medronho e
verifica-se que este parametro aumenta com a quantidade de medronho adicionada ao

paté.

Tabela 4.4- Caraterizagdo fisico-quimica dos patés no tempo 0*

PCON PAU3 PAUG
Hum (%) 65,54 + 0,15 65,50 + 0,16 65,23 + 0,07
PB (%) 11,89 £ 0,03 11,82 £ 0,03 11,87 £ 0,07
GT (%) 12,60 + 0,23 12,67 £ 0,45 12,88 + 0,39
FT (%) 0,00 + 0,00° 0,22 £0,02° 0,80 = 0,02°
Cin (%) 2,16 +0,20 1,92 +0,20 2,00+ 0,20
HC (%) 7,81+0,40 8,07 +£0,52 8,04 £ 0,60
Cal (Kcal/100g) | 192,19+ 1,30 193,70 £ 2,53 195,49 +1,01
Dz (N) 4,32 +0,04° 3,75+0,07° 2,85+ 0,062
Ads (N.s) -2,08 +0,05% -1,38 £ 0,05° -1,07 = 0,05°
pH 6,81 +0,03" 6,59 +0,03? 6,55 + 0,022
Acd (%) 1,12 +0,01° 1,67 + 0,00 1,66+ 0,00
L* 34,47 £1,31° 33,15+ 0,83% 31,32 +0,912
a* 1,31+ 0,04 1,35+0,12 1,21+ 0,09
b* 28,44 + 0,90 27,74 +£0,94 29,26 + 0,68
TPC? 22,44 +1,87° 26,50 + 1,28° 30,65 + 0,36%
DPPH? 21,17 +1,38% 22,23 +1,05% 28,83 £0,17°
ORAC* 876,49 + 60,50 1000,07 + 194,42 1010,36 + 154,97
Thars® 1,17 £ 0,06° 0,97 + 0,032 0,89 + 0,042

Yvalores com letras diferentes (a-c) entre linhas correspondem a diferencas estatisticamente
significativas (p-value<0,05); 2 Resultado expresso em mg de acido galico/100 g de fruto fresco;
% Resultado expresso em percentagem de inibicdo de DPPH; # Resultado expresso em pmol
equivalentes de trolox/100 g de fruto fresco; ° Resultado expresso em mg de aldeido
maldnico/Kg de produto

O parametro Cal existente em todos os patés (191-196 Kcal/100 g) ndo apresenta

diferencas estatisticamente significativas (p-value>0,05). As formulagOes tradicionais
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de patés de origem animal, como paté de figado de porco apresentam 249-334 Kcal/100
g (Echarte et al., 2004; Estévez et al., 2005a), enquanto que os patés de produtos da
pesca, como salmdo e anchova contém 200-301 Kcal/100 g (Echarte et al., 2004),
portanto os pates elaborados neste trabalho apresentam valor calérico semelhante ao dos
produtos da pesca. Segundo Echarte et al. (2004), esta diversidade de resultados deve-se
principalmente & proporgédo de gordura adicionada e ao teor de humidade do produto.

Relativamente aos parametros de textura, Dz e Ads, apresentam diferencas
estatisticamente significativas (p-value<0,05) entre todos os patés. O PCON ao dia 0
tem maior Dz e Ads que o PAU3 e o0 PAUG, sendo que o PAUG, apresenta os valores
mais baixos nestes parametros de textura, logo a adi¢do de medronho diminui os valores
da Dz e da Ads. Nos patés, a Dz e a Ads, sdao parametros de qualidade que quando
avaliados ao dia 0 (avaliacdo padrdo) dependem da proporcao gordura/humidade, teor
de proteina, tipo de processamento e matriz do alimento (Estévez et al., 2006; Dincer &
Cakli, 2015).

Neste caso como os teores de gordura, humidade e de proteina e o tipo de
processamento sdo semelhantes nos trés patés, a explicagdo que se deve a estas
variacdes dos parametros de Dz e Ads sdo devido a matriz alimentar dos trés patés que é
influenciada pela presenga de medronho.

Como era de esperar os parametros pH e Acd apresentam diferencas
estatisticamente significativas (p-value<0,05) entre o PCON e os dois patés com adi¢do
de medronho (entre estes dois patés ndo ha diferencas estatisticamente significativas (p-
value>0,05).

Isto sucede porque o pH e a acidez séo parametros que estdo fortemente ligados, ou
seja, normalmente quanto maior for a quantidade de acidos organicos do produto (efeito
fruto) menor séo os valores de pH.

A cor dos patés é medida atraves das coordenadas L*, a* e b*. Apenas no L*
existem diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05) entre o PCON
(34,47+1,31) e 0 PAUG6 (31,32+0,91), nas outras coordenadas nao existem diferencas
estatisticamente significativas (p-value>0,05). Isto indica que apenas a adicdo do
extrato preparado a concentracdo de 6% (peso medronho/produto final) torna o paté
mais escuro.

No parametro TPC existem diferencas estatisticamente significativas (p-
value<0,05) entre os 3 patés, verificando-se que ambos os patés com adigdo de extrato
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de medronho contém maior quantidade de compostos fendlicos do que o PCON (com
adicdo de BHT), além de que o aumento da quantidade de medronho incrementa
significativamente este parametro. Alguns autores como Ramanathan & Das (1992) e
Ganhdo et al. (2010) indicam que a adicdo de extratos envolvendo compostos fenolicos
estd correlacionada com o aumento da atividade antioxidante e previne eficazmente a
oxidacdo lipidica dos produtos de origem animal processados. Sabendo que o TPC da-
nos uma estimativa da capacidade antioxidante é necessario consolidar esta avaliagdo da
atividade antioxidante através do DPPH e do ORAC. No DPPH apenas existem
diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05) entre o PAU6 e 0s outros dois
patés, ou seja, 0 PAUG6 apresenta uma maior capacidade de inibir os radicais DPPH do
que os outros dois patés.

Quanto ao ORAC ndo se verificam diferencas estatisticamente significativas (p-
value>0,05), logo os trés patés no dia 0 tém a mesma capacidade de inibi¢cdo dos
radicais de oxigénio. Através desta avaliacdo conjunta poderemos dizer que o PAUG
apresenta maior atividade antioxidante no tempo 0.

Finalmente, em relacdo ao parametro Tbars existem igualmente diferencas
estatisticamente significativas (p-value<0,05) entre 0 PCON e o0s outros dois patés.
Uma vez que este parametro mede a oxidac¢do lipidica do produto e apesar dos valores
estarem dentro dos parametros de aceitabilidade segundo Al-Kahtani et al. (1996) para
produtos da pesca (3mg de aldeido malénico/Kg de produto), o PCON apresenta um
estado de oxidacdo lipidica mais avancada logo apds a producdo, ao contrario dos patés
tratados com medronho que apresentam valores significativamente mais baixos de
oxidacdo no mesmo instante. Este tipo de reacdo deve-se essencialmente a acumulacao
de produtos derivados da oxidacdo lipidica e formacdo de derivados lipidicos volateis

imediatamente apds a producdo dos patés (Estévez et al., 2007).

4.4 Avaliacdo da estabilidade dos patés

A avaliacdo da estabilidade dos patés ao longo do tempo de armazenamento em
refrigeracdo (0, 30, 60 e 90 dias) esta evidenciada nas figuras 4.2a e 4.2b e nos anexos 4
e 5. Para esta avaliagdo consideraram-se 0s seguintes parametros: pH, Acd, Dz, Ads,
GT, TPC, DPPH, ORAC e Thars.
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Figura 4.2a- Avaliacdo da estabilidade dos patés ao longo do tempo em armazenamento
refrigerado (0, 30, 60 e 90 dias); Valores com letras diferentes entre linhas e colunas
correspondem a diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05), do mesmo produto ao
longo do tempo (a-d) e do mesmo tempo em produtos diferentes (x-z), respetivamente.
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Figura 4.2b- Avaliacdo da estabilidade dos patés ao longo do tempo em armazenamento
refrigerado (0, 30, 60 e 90 dias); Valores com letras diferentes entre linhas e colunas
correspondem a diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05), do mesmo produto ao

longo do tempo (a-d) e do mesmo tempo em produtos diferentes (x-z), respetivamente.

Como se pode observar, nos parametros pH e Acd dos patés ao longo do tempo
apenas existem diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05) no PCON,
apesar de no tempo 0 e 90 ndo se registarem essas diferencas, pode haver instabilidade
do produto durante o periodo de armazenamento. Nos outros patés, PAU3 e PAUG6, ndo
existe variabilidade significativa (p-value>0,05) o que pode indicar estabilidade do
produto. Quando comparados os patés por tempo de armazenamento refrigerado

verifica-se que existem diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05) em
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todos os tempos apenas entre 0 PCON e os outros dois patés, PAU3 e PAUG. Estes
apresentam menores valores de pH que o PCON, devido a adi¢cdo do medronho (rico em
acidos organicos) ao paté. A Acd apresenta praticamente a mesma tendéncia, ou seja
dentro de cada tempo apenas ha diferencas estatisticamente significativas (p-
value<0,05) entre 0 PCON e os dois patés (PAU3 e PAUG) devido as mesmas razoes
das diferencas no pH. Estes resultados ao nivel de estabilidade oxidativa sdo positivos,
pois a estabilizagdo destes dois pardmetros ao longo do tempo é indicativa que pode ndo
ter ocorrido alteracGes significativas dos acidos gordos polinsaturados que poderia levar
a perdas de qualidade do produto.

No pardmetro de Dz verifica-se que existem diferengas estatisticamente
significativas (p-value<0,05) entre os patés ao longo do tempo devido ao aumento da
Dz a partir do dia 0, porém nos patés PAU3 e PAUG a variabilidade significativa ocorre
apenas a partir do dia 60, enquanto que no PCON ¢é mais cedo, dia 30. Considerando a
avaliacdo entre produtos para 0 mesmo tempo existem diferengas estatisticamente
significativas (p-value<0,05) em todos os tempos, isto porque o PAU3 e principalmente
0 PAUG6 apresentam menor Dz. Estes resultados indicam que este parametro aumenta
com o tempo de armazenamento e que a adicdo do medronho diminui os niveis de Dz
do paté e inibe a variacao deste parametro, isto porque houve um aumento desde o dia 0
até ao dia 90 de 18,64%, 12,59% e 10,94% nos patés PCON, PAU3 e PAUSG,
respetivamente. Segundo Fernandez-Lopez et al. (2004) e Estévez et al. (2006), o
aumento da dureza nos patés deve-se a perda de humidade durante o periodo de
armazenamento em refrigeracdo, polimerizacdo dos lipidos e das proteinas e
desestabilizacdo da emulsdo, ou seja a fracdo lipidica tende a separar-se da fracdo
aquosa devido a oxidacgdo das proteinas responsaveis pela ligacdo das mesmas.

Quanto a Ads existem igualmente diferencas estatisticamente significativas (p-
value<0,05) em todos os patés ao longo do tempo, indicada pelo aumento deste
parametro a partir do dia O e tal como na Dz, na Ads verifica-se igualmente diferencas
estatisticamente significativas (p-value<0,05) entre os produtos em todos os tempos.
Estes dados indicam que a variabilidade que decorreu ao longo do tempo deve-se ao
tempo de armazenamento e os niveis de Ads sdo menores nos produtos com adi¢do do
medronho. Embora ndo tenha sido estudada a oxidagdo proteica ao longo do tempo,
Estévez et al. (2005b), refere que esta € uma das principais razdes que pode promover a
variabilidade da Ads, pois a degradacdo das proteinas responsaveis por ligar a fracdo
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lipidica com a fracdo aquosa das emulsdes favorecem a desestabilizacdo da emulséo e
consequente variabilidade da Ads. Portanto a adicdo do medronho diminui mais
eficazmente a variabilidade deste parametro e consequentemente reduz a quantidade de
gordura a superficie dos produtos devido a degradacdo das proteinas responsaveis por
ligar a fase aquosa a fase lipidica.

Como se pode observar, o pardametro GT néo exibe diferencgas estatisticamente
significativas (p-value>0,05) ao longo do tempo nem entre patés por tempo. Nos
produtos de origem marinha existe elevada quantidade de &cidos gordos polinsaturados
(Brazdo et al., 2003). Apesar destes ndo terem sido quantificados ao longo do tempo,
segundo Vareltzis et al. (1997), nos produtos da pesca processados com adi¢do de
antioxidantes de origem vegetal ha uma diminuicdo da degradacdo dos acidos gordos
polinsaturados e consequentemente menores niveis de oxidagdo lipidica, quando
comparado o mesmo produto sem adi¢cdo de antioxidante ou com outros antioxidantes
sintéticos, podendo assim explicar a ndo variabilidade do parametro de GT ao longo do
tempo.

Relativamente ao parametro TPC verifica-se que existem diferencas
estatisticamente significativas (p-value<0,05) nos patés ao longo do tempo. De referir
que, nos patés PAU3 e PAUG a variabilidade ocorre apenas no dia 90, enquanto que no
PCON é a partir do dia 60. Assim confirma-se que os patés com adi¢do de medronho
tém este pardmetro mais estabilizado, isto porque, houve um decréscimo deste
parametro desde o dia O até ao dia 90 de 29,49%, 10,83% e de 3,48% nos produtos
PCON, PAU3 e PAUG, respetivamente. Entre produtos no mesmo tempo, as diferencas
comportam-se de igual forma nos quatro tempos, ou seja verificam-se diferencas
estatisticamente significativas (p-value<0,05) comprovando que o teor de polifenois
esta relacionado diretamente com a adi¢do de medronho. Verificando-se que os valores
de TPC se apresentam na seguinte ordem PAU6>PAU3>PCON em todos os tempos.
Assim ¢ fulcral perceber se estes oferecem capacidade antioxidante ao produto e
consequente diminuicdo da oxidacdo lipidica, pois podera ter ocorrido a extracdo de
outros compostos que reagindo com o reagente de Follin-Ciocalteau poderdo ser
contabilizados como compostos fendlicos sem o serem na realidade, portanto nédo
exercem capacidade antioxidante ao produto. O contrario pode ocorrer, ou seja este
método pode ndo quantificar todos os compostos fendlicos (apolares) presentes nos
produtos e como estes estdo presentes vai haver maior capacidade antioxidante (Ayaz et
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al., 2000; Alarcdo-E-Silva et al., 2001; Prior et al., 2005; Ganhéo et al., 2010). No
entanto varios estudos indicam que no caso dos produtos adicionados com medronho,
este pardmetro é correlaciondvel com a atividade antioxidante (Ganhéo et al., 2010).

Os parametros estudados neste trabalho que permitem avaliar a atividade
antioxidante dos patés sdo 0 DPPH e 0 ORAC. No parametro DPPH existem diferencas
estatisticamente significativas (p-value<0,05) ao longo do tempo em todos 0s patés, isto
porque 0s seus comportamentos a partir do dia 60 apresentam diferengas
estatisticamente significativas quando comparadas com o dia 0, contudo de acordo com
a figura 4.2b) existe maior tendéncia de percentagem de perda de capacidade
antioxidante deste parametro no PCON quando comparados o dia 0 com o dia 90
(PCON 43,17%, PAU3 20,51% e PAUG 15,81%). Relativamente a comparagdo entre 0s
produtos no mesmo tempo, no dia O apenas existem diferencas estatisticamente
significativas (p-value<0,05) entre 0 PAU6 e os outros dois patés (PCON e PAU3),
porém nos tempos seguintes (dia 30, 60 e 90) h& diferengas estatisticamente
significativas entre os produtos nestes tempos, contudo os patés com adicdo de
medronho exibem maiores valores de ” % de inibicdo de DPPH” (por exemplo no dia
90 o PAUG, PAU3 e PCON apresentam 24,27 + 0,85, 17,67 + 0,45 e 12,03 + 1,06,
respetivamente). A consisténcia entre os valores de TPC e o método do DPPH como
metodologia de avaliacdo da atividade antioxidante neste tipo de matriz é suportada pela
significante correlagdo positiva (R?>= 0,915, p-value<0,01). Assim ao comparar 0S
resultados do DPPH com o TPC (figura 4.2b) verifica-se que a diminuicdo da
quantidade de compostos fendlicos traduz-se numa diminuicdo da capacidade de
inibicdo do radical de DPPH. Em relacdo ao parametro ORAC, ao longo do tempo
apenas ha diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05) no PCON e no
PAUG6 a partir do dia 60. No caso do PCON h& um decréscimo deste parametro
enquanto que no PAUG6 ocorre um aumento do mesmo, sendo que Kahkonen et al.
(2001) e Zulueta et al. (2009), indicam que os compostos fendlicos reagem com outros
compostos antioxidantes sinérgicos como o acido ascorbico (presente no medronho)
permitindo aumentar/potenciar a capacidade antioxidante e esta podera ser a razdo por
este aumento do parametro de ORAC no PAUG. Quando efetuado o estudo comparativo
entre o0 TPC e ORAC foi encontrada uma correlago positiva, mas inferior (R?= 0,682,
p-value<0,01) a referida com o DPPH.
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Quanto a variabilidade entre amostras para 0 mesmo tempo, nos dias 0 e 30 ndo se
verificam diferencas estatisticamente significativas (p-value>0,05), mas a partir do dia
60 verificam-se diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05) entre 0 PCON
e 0s patés com adicdo de medronho, estes ultimos apresentam valores de ORAC muito
superiores, demonstrando que o medronho possui maior capacidade antioxidante na
inibicdo deste radical do que o BHT.

Por fim, no parametro Tbars verifica-se que existem diferengas estatisticamente
significativas (p-value<0,05) entre os patés ao longo do tempo, verificando-se o
aumento deste a partir do dia 0, contudo nos patés PAU3 e PAUG a variabilidade ocorre
apenas no dia 90, enquanto que no PCON ¢é a partir do dia 60.

Assim como neste trabalho o principal parametro que permite avaliar a oxidagédo
lipidica ¢ o Thars, verifica-se que o PAU3 e o PAU6 sdo produtos com maior
estabilidade oxidativa ao longo tempo quando comparados com o PCON, isto porque a
percentagem de aumento deste parametro no PCON, PAU3 e PAUG6 foi de 28,66%,
27,61% e 17,59%, respetivamente desde o dia 0 até ao dia 90. Entre produtos no mesmo
tempo as diferencas comportam-se de igual forma nos dias 30, 60 e 90, ou seja
verificam-se diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05) nos trés produtos
dentro destes tempos.

Segundo Estévez et al. (2007), € previsivel que o aumento da oxidacéo lipidica se
deva a degradacdo dos acidos gordos polinsaturados durante o armazenamento em
refrigeracdo e consequente acumulacdo de produtos derivados da oxidacdo lipidica e
formacdo de derivados lipidicos volateis. Contudo verifica-se que dentro deste
parametro e segundo Al-Kahtani et al. (1996), nenhum produto se encontra inaceitavel
para consumo, uma vez que nao ultrapassaram o valor de 3 mg de aldeido malénico/Kg
de produto.

Pelos resultados obtidos mediante a analise de componentes principais (figura 4.3),
verifica-se que as duas primeiras componentes explicam 76% da variancia total do
conjunto de dados (52,6% e 23,4%, para CP1 e CP2, respetivamente). Deste modo, 0s
parametros que sdo mais preponderantes para explicar a variabilidade total dos dados
sdo: Thars, Dz, DPPH, TPC, b* e L*, uma vez que se afastam mais do centro da figura
4.3, é também possivel observar que o TPC e os parametros da atividade antioxidante
(DPPH e ORAC) séo inversamente proporcionais ao parametro da oxidacéo lipidica
(Thars), o que vem comprovar os resultados encontrados no estudo através da
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correlagio de Pearson entre o TBars e DPPH e o0 ORAC (R?= -0,921, p-value<0,01 e
R?= -0,569, p-value<0,01, respetivamente) isto é, produtos com menores niveis de
oxidacdo lipidica exibem maior capacidade antioxidante como comprovado com outros
autores (Estévez et al., 2007; Ganhdo et al., 2011).
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Figura 4.3- Diagrama da analise de componentes principais (PCA) dos patés ao longo do tempo
de armazenamento refrigerado. PCON- Paté com adi¢cdo de BHT; PAU3- Paté de lapa com
adicdo de medronho a 3%; PAU6- Paté de lapa com adigdo de medronho a 6%; Acd- Acidez
total; Ads- Adesividade; DPPH- Capacidade de redugdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil;
Dz- Dureza; GT- Gordura total; ORAC- Capacidade de redugdo dos radicais de oxigénio; Tha-
indice de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico; TPC- Quantificacdo de polifendis;
L*,a*,b*- Coordenadas da cor.

4.5 Avaliacdo dos parametros da cor nos patés

Os parametros da cor sdo uma importante ferramenta de qualidade alimentar que
pode influenciar o consumidor na escolha do produto alimentar. Ao observar a tabela
4.5 verifica-se que existem diferencas significativas no L*, a* e b* no armazenamento
refrigerado de cada paté durante os 90 dias.

Alguns fatores podem ajudar a explicar a variabilidade dos resultados e algumas
tendéncias. De acordo com Fuentes-Zaragoza et al. (2009) e Sanchez-Zapata et al.
(2011), onde ambos elaboraram um paté de produtos da pesca, a coordenada L* tende a
aumentar durante o tempo de armazenamento em refrigerado, o que se confirma em
todos os patés elaborados no presente trabalho, segundo os mesmos, esta coordenada
varia também com a capacidade de retencdo de agua e agua disponivel a superficie que

pode ser influenciada pelo tempo de armazenamento em refrigeracdo, e que pode ser

56



Resultados e discussdo

explicado pelo aumento da Dz e da Ads demonstrada anteriormente. Em relacdo a
coordenada a* verifica-se que h4 uma tendéncia de aumento ao longo do tempo de
armazenamento, segundo Pérez-Alvarez et al. (2004) e Sanchez-Zapata et al. (2011), os
resultados esperados desta coordenada deveriam de diminuir ao longo do tempo devido
a diminuicdo dos niveis de antioxidantes, como se provou na atividade antioxidante
(DPPH e ORAC) que em geral diminuiu ao longo do tempo, porém estes resultados ndo
se verificaram neste trabalho podendo serem explicados por diferentes comportamentos
das matrizes dos alimentos, uma vez que estes autores efetuaram este estudo noutros
produtos da pesca com composicdo bioguimica diferente das lapas. Os mesmos autores
referem que os valores da coordenada b* tendem também a aumentar ao longo do tempo

de armazenamento, o que se verificou nos trés patés em estudo.

Tabela 4.5- Avaliacéo instrumental da evolucéo dos parametros de cor ao longo do tempo*

PCON PAU3 PAUG
L* Dia0 34,47 +£1,31% 33,15+0,83* 31,32 +0,91¥
Dia 30 42,73 + 0,48> 43,22 + 0,53 51,20 + 0,41%
Dia 60 42,55 + 0,75 44,44 + 0,63% 52,32+ 0,39
Dia 90 46,96 + 0,48 48,26 + 0,70 55,25 + 0,68%
a* Dia0 1,31 + 0,042 1,35+0,122 1,21 + 0,092
Dia 30 1,42 +0,02% 1,65 + 0,02 1,30 + 0,02%
Dia 60 1,46 + 0,112 1,74 £ 0,04> 1,48 + 0,02
Dia 90 1,59 + 0,02 1,84 £ 0,03% 1,59 + 0,05
b* Dia0 28,44 + 0,902 27,74 + 0,942 29,26 + 0,687
Dia 30 27,11 +0,51* 27,69 + 0,24* 33,02 £ 0,16Y
Dia 60 28,76 + 0,56 28,70 + 0,56* 33,08 £ 0,27
Dia 90 31,61 + 0,48™ 31,18+ 0,35 32,90 + 0,48

Yvalores com letras diferentes entre colunas e linhas correspondem a diferencas significativas
(p-value<0,05), do mesmo produto ao longo do tempo (a-c) e do mesmo tempo em produtos
diferentes (x-z), respetivamente

4.6 Andlises microbioldgicas dos patés

Os resultados das analises microbioldgicas realizadas durante o presente trabalho
encontram-se na tabela 4.6. Em todos os produtos e tempos apenas houve crescimento
dos microrganismos totais (aerobios e anaerobios) a partir do dia 60. Nos
microrganismos patogenicos E.coli, Enterobacterias, Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes ndo se registou crescimento. Em ambos 0s microrganismos totais
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(aerdbios e anaerdbios) ocorreu um aumento do crescimento a partir do dia 60, contudo
registou-se maior tendéncia de crescimento no produto PCON do que nos produtos
PAU3 e PAUG6. Entre produtos com adicdo de medronho, o PAUG teve a menor

tendéncia de crescimento microbiano.

Tabela 4.6- Analises microbiologicas dos patés ao longo do tempo de armazenamento
refrigerado

Dia0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
Totais aerobios* PCON 0 0 4,55*%10* 1,73*10°
PAU3 0 0 1,92*10* 2,76*10*
PAUG 0 0 1,54*10% 2,12*10*
Totais anaerébios! PCON 0 0 6,73*10* 2,28*10°
PAU3 0 0 2,45*10* 3,17*10*
PAUG6 0 0 1,55*10* 2,28*10*
E.colit PCON 0 0 0 0
PAU3 0 0 0 0
PAUG 0 0 0 0
Enterobacterias! PCON 0 0 0 0
PAU3 0 0 0 0
PAUG6 0 0 0 0
Salmonella spp. PCON | Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
PAU3 | Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
PAUG | Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
Listeria monocytogenes! PCON 0 0 0 0
PAU3 0 0 0 0
PAUG6 0 0 0 0

'Resultado expresso em unidades formadoras de coldnias por grama (ufc/g).

Estes resultados devem-se ao tipo de processamento térmico (pasteurizacdo) e
armazenamento (refrigeracdo) dos patés, ao tipo de matriz alimentar e a adicdo de
medronho nos patés, uma vez que os compostos fendlicos provenientes de frutos
silvestres tém poder anti-microbiano em microrganismos como a Salmonella spp. e a
E.coli (Puupponen-Pimia et al., 2005; Heinonen, 2007). Os mecanismos que promovem
a inibicdo destes microrganismos baseiam-se na desestabilizacdo da membrana
citoplasmatica, agdes diretas no metabolismo microbiano e privacdo de substratos

requeridos para o crescimento microbiolégico (Puupponen-Pimia et al., 2005).
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4.7 Perfil sensorial-Avaliacao dos descritores sensoriais dos patés ao longo do
tempo

A andlise do perfil sensorial dos patés relativamente a estabilidade ao longo do
tempo encontra-se representada na figura 4.4. Quanto ao perfil sensorial verifica-se que
nos descritores referentes a aparéncia (cor e textura superficial) e textura (aderéncia,
cremosidade e oleosidade) nao foram detetadas diferencas estatisticamente
significativas (p-value>0,05) pelo painel de provadores ao longo do tempo em todos 0s
produtos (PCON, PAU3 e PAUG). Relativamente aos descritores relacionados com o
flavor, apenas ndo ha diferencas estatisticamente significativas (p-value>0,05) no flavor
a mar. Nos restantes descritores (flavor a ranco, flavor a frutos silvestres e flavor
residual) verificaram-se diferencas estatisticamente significativas (p-value<0,05) em
todos os patés a partir do dia 60 para valores superiores ou seja, as classificacdes
atribuidas a estes descritores (entre 1 e 5) apresentaram alteracGes significativas. No
flavor a frutos silvestres verifica-se que nos produtos PAU3 e PAU6, o aumento do

tempo de armazenamento estimula a detecdo deste descritor pelo painel de provadores.

A) PCON B) PAU3
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Figura 4.4- Avaliagdo dos descritores do paté ao longo do tempo
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O flavor a ranco é um importante descritor indicativo da presenca da oxidacao
lipidica. Na figura 4.5 pode-se observar que a tendéncia da evolucdo da oxidacéo
lipidica (Tbars)/flavor a ranco (painel de provadores) ao longo do tempo de
armazenamento refrigerado apresenta comportamento similar sendo que o PAU6
apresenta uma menor variacdo indicando que 0 mesmo sera mais estavel e tera melhor
qualidade que os outros, sendo este também o paté que avaliado pelo painel de

provadores apresenta menor flavor a ranco no final dos 90 dias de armazenamento.
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Figura 4.5- Avaliagdo do Thars (parametro fisico-quimico) e flavor a rango (descritor sensorial
— painel de provadores) dos patés ao longo do tempo de armazenamento refrigerado

4.8 Perfil sensorial-Avaliacdo dos descritores dos diferentes patés por tempo

A andlise dos descritores (perfil sensorial) dos patés por tempo de armazenamento
refrigerado encontra-se representada na figura 4.6.

No dia 0 ndo foram detetadas diferencas estatisticamente significativas (p-
value>0,05) dos descritores nos trés produtos pelos provadores mostrando que 0s trés
produtos ao nivel sensorial seriam semelhantes no dia 0. Relativamente ao dia 30
apenas foram detetadas diferencas estatisticamente significativas no flavor a mar (p-
value<0,05) e flavor residual (p-value<0,05), logo o tipo de produto afeta a
classificacdo dada ao descritor, ou seja, em ambos, nos produtos PAU3 e PAUG 0s
provadores detetaram maior intensidade dos mesmos quando comparados com o0
produto PCON.
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No dia 60 foram detetadas diferencas estatisticamente significativas em varios
descritores. Nos descritores relacionados com a aparéncia, ou seja cor e textura
superficial foram detetadas diferengas estatisticamente significativas entre os produtos
(p-value<0,05). Relativamente a cor os provadores indicaram que o PAUG6 apresenta
uma cor significativamente mais proxima do “verde-claro”, comparativamente com o
PAU3 e PCON. Quanto a avaliacdo da textura superficial os provadores indicaram que
o0 PAUG apresentou um aspeto superficial mais heterogéneo que o PAU3 e PCON,
respetivamente. Ainda no dia 60, nos descritores relacionados com o flavor, os
provadores apenas detetaram diferencas estatisticamente significativas no flavor a frutos

silvestres (p-value<0,05) e flavor residual (p-value<0,05).
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Figura 4.6- Avaliagdo dos descritores dos diferentes patés por tempo

Nos parametros relacionados com a textura no dia 60 foram detetadas diferengas
estatisticamente significativas na aderéncia (p-value<0,05) e na oleosidade (p-
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value<0,05). Tal como no parametro fisico-quimico Ads, foi detetado maior aderéncia
no PCON, seguido do PAU3 e PAUSG, respetivamente, podendo este fator ter elevada
importancia na aceitabilidade do produto perante o painel de provadores. Relativamente
a oleosidade o PAU3 apresentou-se mais humido (maior aproximacdo da ancora
“Manteiga de vaca”) do que o PAU6 e PCON. Neste descritor houve maior disparidade
de resultados, sendo que o esperado seria 0 PAU3 e o PAU6 apresentarem-se mais
hamidos do que o PCON, uma vez que no parametro fisico-quimico Dz estes
apresentaram-se menos duros que o PCON. A avaliacdo sensorial neste dia é bastante
importante, uma vez que em alguns paradmetros fisico-quimicos como o ORAC
comecaram a surgir diferencas estatisticamente significativas a partir do dia 60,
verificando-se que a partir deste dia ha maiores diferencas de grande parte dos
parametros fisico-quimicos, como a Dz, Ads, TPC, DPPH e Thars, sendo que ao nivel
de estabilidade o PAUG6 apresenta-se mais estavel do que o PAU3 e o PCON como o
menos estavel.

Finalmente, no tempo 90 apenas foram detetadas diferengas estatisticamente
significativas no flavor a frutos silvestres (p-value<0,05), ou seja os provadores
consideraram que 0 mesmo seria mais intenso significativamente no PAUSG, seguido do
PAU3 e PCON seria 0 menos intenso, como esperado. Apesar de ndo terem sido
detetadas diferencas estatisticamente significativas em outros descritores como o flavor
a rango (p-value>0,05), neste hd uma tendéncia para os provadores detetarem maior
intensidade no PCON, seguido do PAU3 e do PAUG6 (menos intenso). Contudo no dia
90 as diferencas entre produtos deveriam de seguir a mesma tendéncia ou até mesmo
haver maior variabilidade do que no dia 60, uma vez que observando os gréficos 4.2a e

4.2b as diferencas entre produtos acentuam-se.

4.9 Teste de preferéncia sensorial

A avaliacdo da preferéncia dos patés encontra-se representada na figura 4.7.
Relativamente a preferéncia verifica-se que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas (P-value>0,05) dos patés ao longo do tempo. Contudo, verifica-se
tendencialmente que houve uma maior concentracdo de respostas avaliadas como “mais
preferido” no PAU6 durante todos os tempos, “preferéncia intermédia” no PAU3 e
“menos preferido” no PCON, demonstrando que o produto PAU6, também ao nivel

sensorial foi bem aceite e distinto dos outros dois, PAU3 e PCON.
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Figura 4.7- Avaliacédo sensorial da preferéncia dos patés

4.10 Testes de aceitabilidade sensorial

Os testes de aceitabilidade sdo de natureza afetiva, transmitem emocbes e
funcionam como complemento de aceitacdo sensorial no desenvolvimento de novos
produtos. Na figura 4.8 estdo evidenciados os resultados da avaliagdo heddnica
utilizando uma escala de nove pontos (Extremamente desagradavel, Muito
desagradavel, Moderadamente desagradavel, Ligeiramente desagradavel, Indiferente,
Ligeiramente agradavel, Moderadamente agradavel, Muito agradavel e Extremamente

agradavel).
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A) PCON, tempo 0 B) PAUS3, tempo 0 C) PAUG, tempo 0
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Figura 4.8- Avaliacdo da aceitabilidade sensorial dos patés (escala heddnica de nove pontos);
Nos gréficos circulares apenas estdo referidas as sete categorias de respostas efetivas dos
provadores dentro das nove categorias da escala hedonica.
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No tempo O verifica-se que os provadores qualificaram o somatorio das duas
escalas “Muito agradavel” e “Extremamente agradavel” de forma semelhante em todos
0s produtos. Nos dias 30 e 60 verifica-se que existe uma tendéncia para que o PAUG se
destaque do PCON e PAU3 para niveis de aceitabilidade superiores. Por fim, no tempo
90 ocorre maior diferenciacéo entre os trés produtos, sendo que o produto com menor
aceitabilidade foi o PCON, com aceitabilidade intermédia o PAU3 e com maior
aceitabilidade por parte dos provadores o PAU6. Sendo assim, tal como no teste de
preferéncia também neste teste existe maior tendéncia para os provadores selecionarem
0 PAUG (antioxidante natural) como melhor produto, tornando-o como uma alternativa

fiavel ao PCON.
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Conclusao

5- CONCLUSAO

O desenvolvimento de um novo produto pode ser visto como uma oportunidade de
introduzir no mercado um produto inovador que responda as necessidades do consumidor, que
funcione como alternativa a outros produtos e que aproveite o uso de matérias-primas
acessiveis e que valorizem a regido.

As principais matérias-primas utilizadas no desenvolvimento deste novo produto (paté)
sdo as lapas e 0 medronho. A nivel fisico-quimico e funcional de acordo com este trabalho, as
lapas caraterizam-se por ser um produto bastante rico a nivel nutricional e 0 medronho por
possuir elevada capacidade antioxidante.

A producdo do paté de lapa envolveu um conjunto de ingredientes e etapas que foram
otimizadas e padronizadas por forma a oferecer um produto adequado a nivel de qualidade e
de seguranca alimentar. As etapas chave foram a cozedura a vapor das lapas, a mistura dos
ingredientes com recurso a Cutter, o tratamento térmico final (pasteurizacdo) e o
armazenamento em refrigeracéo.

As anélises fisico-quimicas dos patés ao dia O demonstraram que a maior parte dos
parametros fisico-quimicos se apresentam semelhantes entre as 3 formulagdes, existindo
apenas alguma variacdo em parametros funcionais como textura, atividade antioxidante, pH e
Acd, devido a adicdo de medronho na matriz alimentar dos patés PAU3 e PAUG.

Ao verificar a estabilidade dos produtos ao longo do tempo constata-se que 0s patés com
adicdo de medronho, PAU3 e, principalmente o PAUG, apresentam parametros mais
estabilizados que o PCON, nomeadamente a oxidacdo lipidica (Tbars), que apresentou menor
variacdo devido a capacidade antioxidante do medronho comprovada pelos parametros TPC,
DPPH e ORAC.

A nivel microbiolégico os patés apresentam-se seguros a nivel patogénico, havendo
apenas algum crescimento de microrganismos totais aerébios e anaerébios a partir do dia 60,
menos acentuado nos patés com adicdo de medronho. Isto estd relacionado com todo o
processamento dos patés e com o poder anti-microbiano a alguns microrganismos patogénicos
que o medronho oferece.

O perfil sensorial dos patés apresentou-se semelhante até ao dia 30, a partir do mesmo
houve maior estabilidade dos descritores sensoriais nos patés com adicdo de medronho,

principalmente do PAUG.
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Entre produtos no mesmo tempo de refrigeragdo ao nivel sensorial, igualmente a partir do
dia 60 registaram-se vérias diferencas nos descritores sensoriais, sendo que o PAU6
apresentou valores de flavor a ranco, flavor a frutos silvestres, flavor residual e aderéncia
mais adequados uma vez que nas avaliacGes sensoriais afetivas (preferéncia e aceitabilidade)
houve uma tendéncia para que os provadores elegessem o PAU6 como o melhor a nivel
sensorial.

Como o PAUG6 foi o produto com maior estabilidade tanto a nivel fisico-quimico,
microbiologico e sensorial, e a sua aceitabilidade por parte do painel foi maioritaria, 0s
objetivos foram largamente atingidos, permitindo oferecer um produto com muita qualidade, e

ao mesmo tempo saudavel ao consumidor.
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6- PERSPETIVAS FUTURAS

Ap0s a realizacdo deste trabalho sugerem-se algumas linhas de investigacéo:

e Evidenciar ainda mais a elevada capacidade antioxidante do medronho,
utilizando-se outros métodos que permitam avaliar o0 poder antioxidante de outros
compostos presentes no medronho como o &cido ascoOrbico e os carotenoides,
entre outros;

e Complementar a oxidacdo lipidica, deve ser efetuado o perfil lipidico dos &cidos
gordos dos patés ao longo do tempo e fazer um estudo mais aprofundado sobre a
avaliacdo da estabilidade da cor;

e Continuar a estudar a possivel oxidacdo do produto/tempo de prateleira, para tal,
avaliar a oxidacdo proteica ao longo do tempo;

e Efetuar a pesquisa microbiolégica de Staphylococcus aureus por forma a
completar toda a anélise microbioldgica em matéria de qualidade e seguranga
alimentar do produto, segundo o Regulamento (UE) 1441 (2007);

e Realizar testes de consumidor (por exemplo, inquéritos via online) na regido ou
até mesmo pelo pais sobre o consumo de produtos do mesmo género por forma a
tentar garantir a eficacia da entrada do paté de lapa com adicdo de medronho no

mercado.
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ANEXOS

Anexo 1- Folha de prova sensorial para avaliar testes preliminares do paté

O ELABORACAO DE PATE DE
IPL LAPA COM ADICAO DE

escols supstior de huismo
» recrologia do rmar

B MEDRONHO
Prova n?21 Folha de Prova - Avaliacdo da preferéncia
Nome: Data:

1 - Avalie as amostras da esquerda para a direita e marque com um (X) a sua preferida.
N3o se esqueca de lavar a boca entre amostras.

724 599

2 — Indique duas razdes (atributos) pelos quais influenciaram a sua escolha.

3 - Observacées:

Apos terminar a prova certifique-se que deixa o local de prova limpo.
Acenda a luz de presencga para sinalizar que terminou a prova.
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Anexo 2- Folhas de prova sensorial das formulagGes do paté

O IPL

girm - grupo de invesrigacan
BEM MECUsos I'I'IHIiV'IhEIS
nEteutn polingcr e e

LAPA - Lapa para
aquacultura e para paté

Folha de prova

Perfil Sensorial, ordenac¢ao por
preferéncia e aceitagdo global para
paté de lapa

Nome:

Data:

1 - Caracterize a intensidade dos atributos das 3 amostras sugeridas, de paté de lapa.

a) Por favor lave a boca com agua antes de iniciar a prova e entre amostras

b) Avalie as amostras que estdo disponiveis no seu tabuleiro de prova e assinale na tabela,

qual a intensidade atribuida (de 1 a 5) a cada um dos atributos considerados.

Intensidade
Amostra 881
2 3 4 5
Aparéncia
Cor
Textura superficial
Flavor

Flavor a mar
Flavor a frutos silvestres
Flavor a ranc¢o

Textura
Aderéncia
Cremosidade
Oleosidade

Residual
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Flavor residual (apds 20
seg.)

Amostra 424

Cor

Intensidade

Textura superficial

Flavor a mar

Flavor a frutos silvestres

Flavor a ranco

Aderéncia

Cremosidade

Oleosidade

Flavor residual (apo6s 20
seg.)
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Intensidade
Amostra 617
1 2 3
Aparéncia
Cor
Textura superficial
Flavor

Flavor a mar
Flavor a frutos silvestres
Flavor a rango

Textura
Aderéncia
Cremosidade
Oleosidade

Residual
Flavor residual (ap6s 20
seg.)

AS SEGUINTES AVALIAGOES SAO DE CARATER AFETIVO,
EXPRESSANDO ASSIM AS SUAS EMOGOES

2 - Ordene por ordem de preferéncia (global) as 3 amostras, ou seja a mais preferida corresponde

ao algarismo 1 e a menos preferida corresponde ao algarismo 3

881

424

617
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3 - Considerando todos os atributos avalie as amostras segundo a sua aceitac¢do global, tendo em

conta a seguinte escala: Extremamente desagradavel, Muito desagradavel, Moderadamente

desagradavel, Ligeiramente desagradavel, Indiferente, Ligeiramente agraddvel, Moderadamente agradavel,

Muito agradavel e Extremamente agradavel

881

424

617

Extremamente desagradavel

Muito desagradavel

Moderadamente desagradavel

Ligeiramente desagradavel

Indiferente

Ligeiramente agradavel

Moderadamente agradavel

Muito agradavel

Extremamente agradavel

Apos terminar a prova certifique-se que deixa o local de prova limpo.

Acenda a luz de presenga para sinalizar que terminou a prova.

Obrigada pela sua colaboragao!

Obrigado pela sua colaboragao!
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Anexo 3- Folha de apoio as provas de analise sensorial das formulagdes de paté finais

IPL

girm - grupo de invesrigacan
BEM MECUsos I'I'IHIiI'IhEIS
nEteutn polingcr e e

LAPA - Lapa para aquacultura e para

paté

Perfil Sensorial - Referéncias de escala

Para o preenchimento da tabela de intensidades considere por favor as seguintes

referéncias:

Intensidade
1 2 3 4 5
Aparéncia
Cor Verde-claro Verde-escuro
(alface) (azeitona)
Textura Homogénea Heterogénea
superficial (gelatina) (wafer de
arroz)
Flavor
Flavor a mar Impercetivel | Levemente | Moderada | Fortemente | Extremament
(maresia, percetivel | mente percetivel e percetivel
marisco) percetivel
Flavor a frutos Impercetivel | Levemente | Moderada | Fortemente | Extremament
silvestres percetivel | mente percetivel e percetivel
percetivel
Flavor a ranco Impercetivel | Levemente | Moderada | Fortemente | Extremament
percetivel | mente percetivel e percetivel
percetivel
Textura
Aderéncia Margarina Creme de
Becel queijo da
Serra da
Estrela
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Cremosidade Suave/ Aspero
aveludado (Marmelada)
(Queijo
Philadelphia
)
Oleosidade Seco (puré Huamido
de batata) (Manteiga de
vaca)
Residual
Flavor residual Impercetivel | Levemente | Moderada | Fortemente | Extremament
(ap6s 20 seg.) percetivel | mente percetivel e percetivel
percetivel

SOLICITA-SE A TODOS OS PROVADORES CONFIDENCIALIDADE DAS RESPOSTAS DENTRO

DO PAINEL E PARA O EXTERIOR DO PAINEL
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Anexo 4- Avaliacdo da estabilidade dos patés durante o armazenamento em refrigerado

GT (%) Dz (N) Ads (N.s) pH Acd (%) TPC? DPPH?® ORAC* Thars®
PCON
0 | 1260+023 4324004  -208+005  681+003"  112+001 2244 +187 21,17 +1,38° 876,49 + 60,50° 1,17 +0,06°
30 | 1261+041  448+006° -213+0,06° 689+0,02° 112+002 2059+0,23° 18,30 +0,60" 820,34 +132,48° 1,25 +0,02°
60 | 12,79+023  473+009° -250%010° 686+0,04® 112+001 1957+021® 1597 +122 76,33 + 125,80° 1,59 + 0,06
9 | 12,78+034  531:007"  -3,08+009°  679+002° 111+001  1733+030°  12,03%1,06® 0,00 £ 0,00° 1,64 £0,02°
PAU3
0 12674045 3754007  -1,38+005°  659+003  167+000 2650+1,28°  2223+1,05°  1000,07 +194,42 0,97 +0,03%
30 12844025  3,82+006° -143+005°  657+004  167+000 2570+0,23° 20,67 +0,99" 742,28 + 61,39 1,15 +0,08°
60 12594020  397+005°  -1,54+0,04"  654+002  168+000 2527+026®  19,67+053"  1472,66+291,97  1,22+0,02°
90 12794053  429+0,09° -1,85+008  657+002  168+000 2391£035  1767+045  1368,32+58564  134+0,01°
PAU6
0 12884039  2,85+0,06°  -1,07+0,05  655%0,02 1,66£0,00  30,65+0,36°  2883+0,17°  1010,36+ 15497° 0,89 +0,04*
30 12834056 2914006 -1,12+005°  655%003  167+000 30,00+035°  27,03+0,96°°  918,16+13537°  0,95+0,09°
60 12834033  3,02+004° -1,22+0,04"  652+001  167+000 2991+0,18°  2567+0,36®  183507+18151"  1,03+0,11°
0 12884029  320+0,07° -146+008  657+002  166+000  29,62+0,13"  2427+085°  2041,25+28276"  1,08+0,02°

Valores com letras diferentes (a-d) entre colunas correspondem a diferengas significativas (p-
value<0,05); 2 Resultado expresso em mg de acido galico/100 g de fruto fresco; ° Resultado
expresso em percentagem de inibicdo de DPPH; “ Resultado expresso em umol equivalentes de
trolox/100 g de fruto fresco; ® Resultado expresso em mg de aldeido malénico/Kg de produto
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Anexo 5- Avaliacdo da variabilidade dos patés por tempo*

GT (%) Dz (N) Ads (N.s) pH Acd (%) TPC? DPPH? ORAC* Thars®

Tempo 0

PCON 12,60+0,23 4,32 +0,04 -2,08 + 0,05 6,81 +0,03" 1,12 £0,01* 22,44 + 187" 21,17 £1,38" 876,49 + 60,50 1,17 £0,06”

PAU3 12,67 £0,45 3,75+0,07 -1,38 +0,05” 6,59 + 0,03 1,67 +0,00” 26,50 + 1,28” 22,23 +1,05 1000,07 + 194,42 0,97 +0,03

PAUG 12,88 +£0,39 2,85 +0,06" -1,07 0,05 6,55 + 0,02 1,66+ 0,00 30,65 +0,36” 28,83+0,17" 1010,36 + 154,97 0,89 + 0,04

Tempo 30

PCON 12,61+0,41 4,48 +0,06° -2,13 +0,06" 6,89 + 0,02 1,12 +£0,02 20,59 + 0,23 18,30 + 0,60 820,34 £132,48 1,25 +0,02°

PAU3 12,84 £0,25 3,82+0,06" -1,43 +0,05” 6,57 + 0,04 1,67 +0,00” 25,70 +0,23" 20,67 +0,99” 742,28 61,39 1,15+0,02

PAU6 12,83 +£0,56 2,91 +0,06" -1,12 0,05 6,55 + 0,03 1,67 £0,00 30,00 +0,35* 27,03 +0,96" 918,16 + 135,37 0,95 +0,02

Tempo 60

PCON 12,79+0,23 4,73 £0,09° -2,50 +0,10" 6,86 +0,04” 1,12 +£0,01% 19,57 +0,21% 15,97 + 1,22 76,33 + 125,80" 1,59 + 0,06

PAU3 12,59 £0,20 3,97 £0,05/ -1,54 +0,04” 6,54 + 0,02 1,68 + 0,00 25,27 +0,26” 19,67 +0,53” 1472,66 + 291,97 1,22 +0,02

PAU6 12,83+0,33 3,02 0,04 -1,22 0,04 6,52 +0,01" 1,67 £0,00 29,91 +0,18" 25,67 +0,36” 1835,07 + 181,517 1,03 +0,02

Tempo 90

PCON 12,78 0,34 5,31+0,07° -3,08 + 0,09 6,79 £0,02" 1,11+0,01% 17,33 0,30 12,03 + 1,06 0,00 + 0,00 1,64 +0,02°

PAU3 12,79 +0,53 4,29 +0,09 -1,85 +0,08" 6,57 £0,02 1,68 0,00 23,91+0,35” 17,67 £0,45” 1368,32 + 585,64" 1,34 +0,01”

PAU6 12,88 +£0,29 3,20 0,07 -1,46 + 0,08 6,57 £0,02 1,67 £0,00 29,62 +0,13" 24,27 +0,85° 2041,25 + 282,76" 1,08 +0,01*

Valores com letras diferentes (x-z) entre colunas correspondem a diferencas significativas (p-
value<0,05); 2 Resultado expresso em mg de acido galico/100 g de fruto fresco; ° Resultado
expresso em percentagem de inibicdo de DPPH; # Resultado expresso em pmol equivalentes de
trolox/100 g de fruto fresco; ® Resultado expresso em mg de aldeido malénico/Kg de produto
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