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Resumo

O sector dos produtos hortofruticolas prontos a consumir esta em constante
crescimento devido a uma procura emergente dos consumidores por produtos
inovadores. Novas técnicas para manter a qualidade dos produtos minimamente
processados (PMP) ou de IV gama sao exigidas em todas as etapas da cadeia de
produgéao e distribuicdo de PMP.

A macga minimamente processada caracteriza-se por apresentar um elevado nivel
de escurecimento enzimatico e alteracbes de textura ao longo do tempo de
armazenamento. Dada a importancia da producdo de magad minimamente processada
com qualidade e com um tempo de prateleira de maior duragao, o presente trabalho teve
como objetivo principal o desenvolvimento de um revestimento alimentar de origem
biolégica para aplicagdo em magas de IV gama.

Para o efeito foram utilizados quatro revestimentos formulados com adi¢cdo de
extratos de algas (0,5%; Fusucs spiralis, Bifurcaria bifurcata, Codium tomentosum e
Codium vermilara), um revestimento com adigédo de acido citrico (0,5%) e um controlo
(dgua destilada). Os revestimentos foram aplicados por imerséo, utilizando magéa Fuji
minimamente processada (fatiada). Ao longo de 20 dias de armazenamento a 4 + 2°C
foram efetuadas varias analises fisicas e quimicas as macgas para poder avaliar o efeito
dos revestimentos na manutencéo da qualidade do produto.

O revestimento que apresentou melhores resultados revelou ser a formulagao com
extrato da alga Codium tomentosum. A aplicagao deste revestimento permitiu menores
alteragdes das caracteristicas fisicas e quimicas das fatias de maca, principalmente na
manutencao da cor, impedindo um indice de escurecimento significativo.

O extrato da alga Codium tomentosum foi depois incorporado em dois filmes
ediveis, um com 1% de alginato e outro com 1% de quitosano, aos quais foram testadas
caracteristicas fisicas e antibacterianas. Os filmes formulados por quitosano e extrato de
alga foram os que apresentaram melhores caracteristicas fisicas, nomeadamente maior
resisténcia a perfuragao, elevada elasticidade e ainda baixa absorgao de agua.

A aplicacgao futura de filmes e/ou revestimentos de quitosano e extrato de alga em
PMP podera assim apresentar-se como uma alternativa vantajosa para a conservagao

deste tipo de produtos.

Palavras-chave: produtos minimamente processados; maca; revestimento comestivel,

filme edivel; algas ediveis alginato; quitosano.
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Abstract

Minimally processed products are one of the major growing segments due to an
emerging demand of consumers for innovative food products. New techniques to maintain
the quality of minimally processed products (MP) are required at all stages of the
production chain and distribution of MP.

Fresh cut apples are characterized by having a high level of enzymatic browning
and texture changes during the storage time. All of this agrees with the view of the use of
minimally processed apple production both with high quality and high shelf life periods.
The, main objective of the present work was the development of a coating food source for
biological application in minimally processed apples.

For this purpose it was used four coatings formulated with seaweed extracts (0,5%
Fucus spiralis, Bifurcaria bifurcata, Codium tomentosum and Codium vermilara), one
coating with citric acid (0,5%) and control (distilled water). The coatings were applied by
dipping using MP Fuji apples (slices). Over 20 days of storage at 4 + 2°C were carried out
several physical and chemical analyses to assess the effect of the coatings in maintaining
product quality.

The coating that showed better results was formulated with Codium tomentosum
seaweed extract. The application of this coating allowed minor changes in physical and
chemical apple slices, especially in color maintaining, blunt a significantly brown index of
samples.

The seaweed Codium tomentosum extract was then incorporated in two edible films,
one with alginate 1% and another with chitosan 1%. Their physical characteristics and
antibacterial properties were tested

The films made with chitosan and seaweed extract presented better physical
characteristics, especially greater puncture resistance, high elasticity and lower water
absorption.

The future application of films and/or coatings of chitosan with algae extract in
minimally processed products can be an attractive alternative for the conservation of this

type of products.

Key words: minimally processed products, apple, edible coating, edible film, edible

seaweeds, alginate, chitosan.
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1. INTRODUGAO







1. Introducgao

1.1. Enquadramento

A protecao conferida ao organismo humano pelo consumo de fruta e horticolas tem
sido evidenciada pela comunidade cientifica devido a elevada riqueza nutricional e
protetora que estes alimentos apresentam. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
recomenda o consumo de 400 g de fruta e vegetais por dia (Ahern et al., 2013). Os
hortofruticolas sdo componentes importantes de uma alimentacdo saudavel pois
possuem baixa densidade energética e sado fonte de micronutrientes, fibras e outros
componentes com propriedades funcionais. Gracas a todos os seus componentes sdo
produtos muito procurados e consumidos (Rico et al., 2007). Apesar dos muitos esforgos
investidos por parte dos governos da Unido Europeia (UE) na promogao do consumo
deste tipo de alimentos, ainda é visivel um consumo abaixo do recomendado,
principalmente nas faixas etarias mais baixas, podendo trazer consequéncias para a
saude futura das criangas europeias (Ahern et al., 2013). Ahern e colaboradores (2013)
sugerem que é necessario aumentar o gosto das criangas pelas frutas e vegetais,
aumentando o seu consumo e implementando habitos de consumo saudaveis que
perdurem até a idade adulta.

Para além do consumo de hortofruticolas aquém do recomendado, existem alguns
entraves na disponibilizacao deste tipo de produtos, nomeadamente no que se refere a
perdas de biomassa. Durante a colheita, preparagdo e consumo estima-se que haja uma
perda entre 25 a 80% dos produtos devido a putrefagdo. Este facto resulta assim num
enorme desperdicio econdmico em paises desenvolvidos e em paises tropicais assume
proporgdes devastadoras (Wills et al., 1981). A magéa Fuji (Malus domestica Borkh) € um
exemplo de um fruto largamente comercializado. Tratando-se de um fruto bastante
sensivel a foto-degradagdo e muitas vezes sujeito a maceragbes que aceleram o seu
apodrecimento. Tém vindo a ser desenvolvidas técnicas que permitem manter uma maior
qualidade do fruto até ao seu consumo (Feliciano et al., 2010; Iglesias et al., 2012).

Nas ultimas décadas tém vindo a ser desenvolvidas novas técnicas que permitem
a extensao do tempo de prateleira de produtos hortofruticolas frescos sem comprometer
as suas caracteristicas organoléticas e nutricionais. Por outro lado, o desenvolvimento de
estratégias para a apresentagao de produtos faceis de consumir, que apelam a um maior
consumo, € também uma das areas que tem sido estudada. O desenvolvimento destas
técnicas baseia-se, fundamentalmente, num melhor conhecimento do processo

respiratorio dos frutos e, principalmente, no armazenamento destes em atmosferas



controladas. O recurso a embalagem em atmosfera modificada é utilizado em conjungéo
com outras barreiras tecnologicas a degradagao fisica, quimica e microbioldgica destes
produtos. A aplicagao de revestimentos comestiveis € uma das tecnologias mais eficazes
e com uma razao custo/beneficio mais vantajosa para o produtor (Park 2000; Bourtoom
2008).

1.2. Objetivos

A macga minimamente processada é um produto que se degrada com facilidade, dai
a necessidade de desenvolvimento de técnicas que permitam manter a qualidade do fruto
apo6s o seu processamento até ao consumidor final. A aplicagdo de revestimentos e/ou
filmes ediveis é uma alternativa muito utilizada e que permite manter os padrbes de
qualidade organolética exigidos.

O objetivo principal do presente trabalho consistiu no desenvolvimento de um
revestimento alimentar de origem biolégica marinha para aplicacdo em magas de IV

gama.

Para a concretizagdo do objetivo foram estabelecidas e seguidas as seguintes

tarefas:

e Selecido de algas da costa de Peniche com potencial aplicacdo na
formulagao de revestimentos comestiveis.

e Extracdo etandlica dos compostos de interesse.

e Caracterizacdo quimica dos extratos.

e Aplicacdo dos extratos em macad Fuji de IV gama e avaliacdo da sua
qualidade durante 20 dias de armazenamento.

e Incorporagdo de um extrato selecionado numa matriz polimérica e avaliagao

de parametros fisicos e microbiolégicos dos filmes formulados.



2. REVISAO DE LITERATURA







2.1. MAGA

A maca é o fruto da macieira (nome comum), possui uma pele fina e impermeavel,
sabor agridoce a éacido e uma polpa homogénea. E um fruto rico em &agua
(aproximadamente 85% em massa), e sofre grandes transformagdes bioquimicas durante
o seu amadurecimento (Sacilik e Elicin, 2006). As magads sdo um dos frutos mais
consumidos por todo o mundo. Estima-se que existam entre 5 a 20 mil variedades de
maca das quais trés a quatro mil sdo cultivadas, em maior ou menor escala, em
diferentes partes do mundo. As magas sdo um dos frutos mais populares nas zonas
climaticas temperadas. Em Inglaterra a mag¢éd assumiu uma tal relevancia no habito
alimentar que originou uma expressao bastante utilizada no século XIX que refere a sua
importancia: “An apple a day keeps the doctor away”' (Konopacka et al., 2010). Este fruto
apresenta uma composicdo bastante equilibrada, é moderadamente energético,
principalmente no que respeita a quantidade de calorias, apresentando um sabor
agradavel proporcionado por um equilibrio entre o teor de agucar e a acidez (Feliciano et
al., 2010). De acordo com a FAOSTAT, em 2009, foram consumidos uma média de 28,1
kg de maga per capita em Portugal (Faostat, 2009), mostrando a sua importancia na dieta
Portuguesa (Feliciano et al., 2010).

As principais caracteristicas fisicas que diferenciam a mag¢a dos restantes frutos
sdo a sua forma globulosa ou deprimida, com uma pequena depressao no ponto de
insercdo do pedunculo que o prende aos ramos, a sua coloragcdo pode variar entre o
verde, amarelo e o vermelho. Apresenta textura firme, elevada acidez que varia durante
os varios estagios de maturagdo e uma cor branca-amarelada da polpa (Cérdova, 2006).
Segundo o Instituto Nacional de Saude Ricardo Jorge (INSA), a maga € um fruto com
80% de parte edivel e a por¢ao unitaria recomendada por dia sdo 160 g. Segundo o
mesmo, o principal fator energético sao os hidratos de carbono (89%) (tabela 1.). O facto
de possuir um alto teor de potassio e elevadas quantidades de fibras, faz da maga uma
fruta associada a prevencao de doencgas cardiacas, reducdo dos niveis de colesterol no
sangue, e para dietas alimentares de emagrecimento, pois devido a sua textura e teor em
fibra provoca uma sensacgao de saciedade (“Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge,” 2010.; Cdrdova, 2006).

1 < . . " »
“Uma maga por dia mantém o médico longe”.



Tabela 1. Distribuigcdo energética (%) na maca. (Fonte: Instituto Nacional Ricardo Jorge, 2010)

Alcool 0%*
Total de Hidratos de Carbono 89 % *
Gordura Total 8% *
Proteina 1%*
Acidos organicos 1% *

* por porcao edivel de macga

Entre os agucares presentes na maga encontram-se a frutose, a sacarose e a
glicose. Hemiceluloses, celulose e substancias pectinicas fazem parte da fragao fibrosa
dos hidratos de carbono que contribuem para a capacidade de retencao de agua dos
produtos da maga. Os teores de proteina da macé sao baixos (1%), sendo a maior parte
enzimas envolvidas no metabolismo dos frutos durante o desenvolvimento, maturacao e
pos-colheita. Quanto aos acidos organicos, predomina o acido malico, seguido pelo acido
citrico e outros acidos, presentes em quantidades pouco significativas. O acido malico,
juntamente com os agucares, ésteres e aldeidos sao os principais responsaveis pelo
aroma e sabor caracteristico da macga (Cdrdova, 2006).

Uma das cultivares que tem vindo a demonstrar elevado interesse por parte de
agricultores e consumidores é a variedade Fuji. A elevada popularidade mundial desta
variedade é devida as suas qualidades distintivas: sabor (suave), textura (crocante e
sumarenta), cor (vermelha) (figura 1), odor (frutado) e uma excelente qualidade quando
devidamente armazenada, proporcionando ao consumidor uma experiéncia sensorial
bastante agradavel (Varela et al., 2005; Iglesias et al., 2012; Kevany et al.). O calibre
desta variedade obedece as normas vigentes nos paises da UE (Regulamento (CE) n°
85/2004; Faostat, 2009).

~Maca =
Fatiada

Figura 1. Imagem representativa magas cultivar Fuji (a) maca antes da colheita (b) e maca

fatiada pronta a consumir (c) Fonte: “triPortugal.pt” e Campotec©

Uma vez que o consumo de macga apresenta bastantes beneficios para a saude é

importante manter a qualidade da fruta de maneira a satisfazer todos os padrbes de



qualidade exigidos pelos consumidores. Em virtude do processo de globalizagdo e das
alteragdes no estilo de vida dos consumidores, tém surgido novas necessidades ao nivel
das caracteristicas dos produtos hortofruticolas. O melhoramento de tecnologias, tanto de
producdo quanto de armazenamento e as facilidades de transporte possibilitaram o
atendimento a procura de produtos industrializados. A preferéncia dos consumidores por
produtos prontos a consumir ou de muito facil preparagao favoreceu a comercializagéo de
frutas ja lavadas, descascadas e fatiadas, denominados de produtos de IV gama ou
produtos minimamente processados (PMP) (Buckley et al.,, 2007). Um exemplo do
aproveitamento de todos os beneficios da maca é a comercializagdo de maca fatiada e
embalada, pronta a consumir, realizada pela empresa Campotec S.A., através da marca
Maca de Alcobaca (figura 1). Para que a comercializacdo deste tipo de produtos seja
possivel é necessario o desenvolvimento e aplicagdo de um conjunto de tecnologias que
mantenham todas as suas caracteristicas estaveis desde a colheita até ao consumidor

final.
2.2. PRODUTOS MINIMAMENTE PROCESSADOS

O estilo de vida das sociedades ocidentais urbanas dos dias de hoje é muito
diferente do que era ha 20 ou mesmo 10 anos atras, havendo uma procura crescente do
consumidor por produtos prontos a consumir. O desenvolvimento de novas tecnologias,
evolucao das estruturas domésticas, sociedades multiculturais, bem como mudanga de
normas e valores sociais resultaram num aumento do nivel de vida das populagbes e
numa maior consciencializagdo dos consumidores relativamente ao valor nutricional dos
alimentos. Com todos estes fatores, a exigéncia dos consumidores aumentou, levando a
necessidade de adaptagado da industria alimentar na disponibilizagdo de novos produtos
saudaveis e de elevada conveniéncia (Buckley et al., 2007). Os consumidores atuais
preferem alimentos que preservem o seu valor nutricional, e essencialmente a cor
natural, uma textura e sabor de elevada qualidade e o mais semelhante ao produto
fresco, tendo preferéncia pela reduzida adicdo de aditivos sintéticos ou pela sua
substituicdo por ingredientes naturais com propriedades semelhantes (Ohlsson, 2003;
Rico et al., 2007).

Estas alteragbes nos requisitos de qualidade dos produtos alimentares criam a
oportunidade de desenvolvimento de novos produtos alimentares que proporcionem uma
dieta equilibrada e ao mesmo tempo pratica, com beneficios para a saude. Neste
contexto, procuram-se desenvolver produtos inovadores que cumpram requisitos legais e
elevados padroes de qualidade. Como resposta a estes novos requisitos dos

consumidores foram langados na década de 90 no mercado os Produtos Minimamente
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Processados (PMP), também denominados por produtos de IV gama (Buckley et al.,
2007; Rico et al., 2007). A designagao de IV gama é de origem francesa e prende-se com
o facto deste tipo de produtos resultarem de uma determinada fase do desenvolvimento
do mercado por produtos agro-industriais e ndo com o grau de transformagédo das
matérias-primas (Schlimme e Rooney, 1994). Os produtos minimamente processados
sdo uma tentativa de combinar frescura com utilidade ao ponto de embalar e
comercializar frutas, vegetais ou outros produtos tradicionalmente frescos como produtos
minimamente transformados. No mercado nacional encontram-se hoje em dia diversos
produtos de IV Gama tais como: cenoura ripada, as rodelas ou em cubos, alface lavada e
ripada, maca fatiada e misturas para saladas e sopas (Santos et al., 2012).

Os principais passos do processamento deste tipo de produtos sdo a colheita,
lavagem, desinfecdo, corte e embalamento com posterior comercializagdo e consumo
(Shewfelt, 1987; Tapia de Daza et al., 1996; Barbosa-Canovas et al., 2003). Segundo
Tapia de Daza e colaboradoes (1996) e Chien e colaboradores (2007), o conceito
amplamente aceite de PMP envolve a ideia de tecidos vivos que respiram. Estes séo
tecidos vivos que sofreram um leve processamento de modo a retirar as partes nao
ediveis, possuem frescura e mantém a sua qualidade embora ndo apresentem a mesma
resposta fisioldgica do produto que lhe deu origem. No entanto, o facto de terem sido
submetidos a processamento pode levar a uma rapida senescéncia dos produtos e/ou
variagdes de qualidade, principalmente nas etapas de corte ou reducdo da dimensdes
dos alimentos (Chien et al., 2007). Nestes produtos, os mecanismos primarios da
deterioragéo séo o crescimento microbiano e as alteragdes fisioldgicas e bioquimicas. No
entanto, na maioria dos casos, os PMP apresentam um tempo de vida util superior a
matéria-prima que lhes deu origem (Tapia de Daza et al., 1996). As principais
desvantagens associadas a comercializagcado destes PMP sdo o prazo de validade curto,
tipicamente de alguns dias, limitando a area geografica onde podem ser comercializados
e o custo elevado associado a sua producgao.

O maior segmento de mercado ativo, nesta area, sdo os produtos hortofruticolas,
alimentos refrigerados ou prontos a comer, normalmente comercializados em pacotes
individuais, projetados para atender as necessidades de conveniéncia e simplicidade. Os
produtos hortofruticolas constituem uma componente importante da dieta humana e
podem ser apresentados ao consumidor sob diversas formas, e com diferentes graus de
transformacgédo. Para além de constituirem uma fonte de energia e de vitaminas na
alimentacdo, os produtos hortofruticolas sédo ricos em fibras que sédo de extrema
importancia para a saude (Ragaert et al., 2004). Assim, a finalidade dos produtos

hortofruticolas minimamente processados é oferecer ao consumidor final frutas ou
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horticolas com seguranga alimentar e com as caracteristicas nutricionais da matéria-
prima que o originou, o processamento minimo contribui para a reducdo do tempo
necessario e da mao-de-obra despendida na preparacao de hortofruticolas. Trazem ainda
vantagens ecoldgicas pois ao serem preparados num unico local, o volume de residuos
acumulados pode ser facilmente canalizado para outros fins, como por exemplo o
fabrico/produgéo de ragéo animal (Tapia de Daza et al., 1996).

Os PMP englobam uma vasta gama de tecnologias e métodos de
conservagao/preservagao de alimentos durante o seu transporte desde a colheita até ao
consumidor. Os métodos de processamento visam uma minimizagcao das alteragdes aos
atributos inerentes ao produto fresco, e a uma maximizacdo do periodo de vida do
produto, permitindo a garantia da qualidade no percurso do prado ao prato (Soliva-
Fortuny e Martin-Belloso, 2003).

Os produtos hortofruticolas prontos a cozinhar, a comer e a utilizar requerem muitas
operacgbes de preparacdo. A preparacao de produtos minimamente processados pode
resumir-se em apenas 15 pontos principais: colheita, transporte, rececdo, pré-
arrefecimento, escolha, calibragdo, lavagem, higienizagdo, escorrimento, secagem,
pesagem, acondicionamento, conservagao, expedi¢cdo e distribuicdo para o retalhista
(figura 2). Todas estas etapas de pos-colheita tém o potencial de manter a qualidade do

produto final (Soliva-Fortuny e Martin-Belloso, 2003).

Pre-Arrefecimento Pré-Lavagem Descasque
Remocao L
excesso de agua Descontaminagéo Corte
Armazenamento
Embalagem T
Distribuicéo

Figura 2. Diagrama tipo de produgéo de hortofruticolas minimamente processados. Adaptado
de Soliva-Fortuny e Martin-Belloso (2003).
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2.2.1. Principais mecanismos de perda de qualidade dos PMP durante o

armazenamento

2.2.1.1. Sintese de etileno

O etileno é uma hormona de crescimento das plantas e ocorre naturalmente, tendo
varios efeitos sobre o crescimento, o desenvolvimento e a duragdo da conservagao de
muitos frutos, vegetais e plantas ornamentais. A sintese de etileno difere durante as fases
de maturagéo ou de vida das plantas, bem como com os fatores bidticos e abioticos
envolventes. O etileno tem implicagbes bem marcadas na qualidade dos produtos
hortofruticolas frescos. Algumas destas sdo benéficas para os produtos tais como:
estimular o amadurecimento dos frutos, promover o desenvolvimento da cor nos frutos,
estimular a senescéncia dos frutos, favorecer a abcisdo dos frutos e promover a floragao
em bromeliaceas (Bapat et al., 2010).

A producao de etileno pelos produtos hortofruticolas também pode ser prejudicial,
pois com a producao de etileno o amadurecimento € mais rapido, levando a senescéncia
€ a um célere apodrecimento (Toivonen e Brummell, 2008). Estudos indicam que uma
producdo excessiva de etileno pode promover a destruicdo de clorofilas (no caso da
alface) (Saltveit, 1999) ou no amarelecimento dos tecidos de brécolos, couve-flor e
espinafres (Asoda et al., 2009). No que diz respeito ao efeito do etileno na textura, este
aumenta a permeabilidade das membranas e consequentemente altera as estruturas
celulares e a integridade da membrana (Saltveit, 1999).

O inibidor de etileno mais utilizado em hortofruticolas, principalmente em macgas é o
1-methylcyclopropene (1-MCP), este inibidor retarda a maturacdo e/ou processos de
senescéncia das frutas, vegetais e produtos ornamentais. Este tem tido um maior impacto
na industria da macga, onde € muito utilizado para manter a qualidade da fruta (Jung e
Watkins, 2011). O dioxido de carbono (CO,) também é utilizado como inibidor de etileno.
Estudos afirmam que o CO;pode inibir a produgao de etileno em varios frutos e vegetais
(Wild et al., 2005). Niveis elevados de CO, podem ainda impedir os processos
dependentes de etileno. Ao longo do tempo tem vindo a ser assumido que os produtos
expostos a altas concentragdes de CO,, por um longo periodo de tempo, competem com
o etileno no local de ligacdo do recetor inibindo a biossintese de etileno (Wild et al.,
2005). Uma alternativa ecoldgica para a inibicdo do etileno, e que tem vindo a ser
estudada, é o tratamento com radiacao UV-C (100-280 nm). Este tipo de radiagao
interfere na sinalizacdo hormonal, alterando os processos de amadurecimento e da

acumulagado de metabolitos responsaveis pela deterioragao (Tiecher et al., 2013).
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2.2.1.2. Taxas de respiracdo

Tal como foi dito anteriormente, os frutos e horticolas minimamente processados
sdo tecidos vivos que continuam a respirar, pelo que as suas taxas de respiracdo variam
ao longo do tempo e consoante as agressdes de que estdo a ser alvo (Chien et al.,
2007). A respiragao neste tipo de produtos € um processo metabdlico que fornece
energia aos processos bioquimicos de manutencdo da organizacdo celular e da
integridade das membranas (Sacilik e Elicin, 2006).

A respiracdo é um dos processos metabodlicos mais importantes nos PMP. Esta
pode ser descrita como o processo oxidativo que conduz a quebra de macromoléculas
presentes nas células (como por exemplo o amido, aglcares e acidos orgénicos) em
moléculas mais simples como o dioxido de carbono e agua com a libertagcdo de energia
que podem ser usadas pela célula noutras reag¢des de sintese (Fonseca et al., 2002). Os
substratos orgénicos quebrados neste processo podem incluir hidratos de carbono,
lipidos e acidos organicos. O processo consome oxigénio (O,) numa série de reagdes
enzimaticas, pelo que, diminuindo a disponibilidade de O, no meio, havera uma menor
atividade enzimatica e consequentemente menores taxas de respiragao (Fonseca et al.,
2002; Bulens et al., 2012). A taxa de respiracdo dos produtos hortofruticolas é
inversamente proporcional a capacidade de conservagdo dos mesmos, sendo a sua
determinacdo um dado essencial na previsao do tempo de prateleira deste tipo de
produtos. Na etapa de corte, a taxa de respiracdao dos produtos hortofruticolas pode
aumentar 3 a 5 vezes, tornando os PMP’s bastante pereciveis caso nao sejam
adicionadas barreiras tecnoldgicas a sua degradacao (refrigeracao, embalagem em

atmosfera modificada, revestimentos) (Qi et al., 2011).

2.2.1.3. Escurecimento enzimatico

O escurecimento enzimatico € uma das principais causas de deterioragcdo dos
PMP’s. Na degradacao oxidativa dos compostos fendlicos existem duas enzimas que séo
de importancia relevante em termos de qualidade alimentar que levam a produgao de
compostos castanhos, a polifenol oxidase (PPO) e a polifenol peroxidase (POD) (Tomas-
Barberan e Espin, 2001; Jang e Moon, 2011).

Enquanto as reagbes de escurecimento enzimatico sdo importantes para perceber os
mecanismos bioquimicos, também ¢é importante conhecer a localizagdo celular das
enzimas responsaveis pelo escurecimento. A figura 3 fornece alguns detalhes em relagao
a localizacdo das enzimas que interagem com os compostos fendlicos causando o

escurecimento.
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Figura 3. Localizacdo interna e externa dos compostos fendlicos e enzimas de oxidagao
(polifenol oxidase e polifenol peroxidase) numa célula vegetal tipica. Modelo publicado por

Toivonen e Brummell (2008). POD: polifenol peroxidase PPO: polifenol oxidase.

A sintese de compostos fendlicos esta associada com o reticulo endoplasmatico.
As proteinas envolvidas na sua sintese séo incorporadas na membrana do reticulo
endoplasmatico ou estdo associadas a ele (Toivonen, 2004; Toivonen e Brummell, 2008).
Uma vez formados, estes compostos séo glicolisados e depois excretados através de
vesiculas de transporte formadas a partir da membrana do reticulo endoplasmatico. Estas
vesiculas sao o veiculo pelo qual os compostos fendlicos sao transportados do vacuolo
para a parede celular. Os compostos fendlicos encontrados nos cromoplastos, citoplasma
e mitocdndrias estao presentes em quantidades infimas e estdao associados a funcgbes
metabdlicas especificas (Toivonen e Brummell, 2008). Segundo Toivonen (2004), o inicio
dos processos de escurecimento oxidativo estara associado a rutura das membranas
dentro das células dos tecidos vegetais. Com a rutura das membranas, a consequéncia
sera a mistura dos substratos polifendlicos com a polifenol oxidase e/ou polifenol
peroxidase (Degllnnocenti et al., 2005; Jang e Moon, 2011). Alguns autores sugerem
ainda que a estabilidade da membrana é, potencialmente, o maior fator para controlar as
taxas de escurecimento, o que é dificil de evitar em PMP sujeitos a cortes (Cantos et al.,
2002).

As reacgbes de escurecimento tém vindo a ser relacionadas diretamente como uma
consequéncia da agdo da PPO em polifendis. No entanto, alguns autores tém vindo a
atribuir uma participagao parcial neste escurecimento por parte da agdo da polifenol
peroxidase (POD) (Cantos et al., 2002; Jang e Moon, 2011). A enzima polifenol oxidase
(PPO; EC 1.14.18.1) é uma enzima que contém ferro e que pode estar ativa ou latente
em plantas. E aceite como a enzima que catalisa duas reacdes diferentes na presenca de
oxigénio molecular: a hidroxilagdo de monofenolases a o-difendis (cede uma molécula de

0O,) e a oxidacao de o-difendis a o-quinonas (cede uma molécula de O,) seguindo-se uma

14



formacdo ndo enzimatica de melaninas responsaveis pela cor preta, castanha ou
vermelha caracteristica do escurecimento enzimatico (Tomas-Barberan e Espin, 2001;
Soliva-Fortuny e Martin-Belloso, 2003; Mayer, 2006; Oms-Oliu et al., 2010).

A enzima polifenol peroxidase (POD; EC 1.11.1.7) € um indicador da deterioragao
da qualidade, tais como a perda de sabor e varias reagbes de biodegradagéo (Jang e
Moon, 2011). Alguns autores afirmam que podera também contribuir para o
escurecimento enzimatico com a oxidagdo de dadores de hidrogénio na presenca de
peréxido de hidrogénio (H,O,) (Tomas-Barberan e Espin, 2001; Degl'lnnocenti et al.,
2005; Oms-Oliu et al., 2010). A peroxidase aceita uma vasta gama de dadores de
hidrogénio, incluindo polifenéis envolvidos no escurecimento enzimatico em frutas
(Nicolas et al., 1994). A participacao da POD no escurecimento enzimatico ainda nao é
completamente conhecida, pelo que tem vindo a ser questionavel por duas razdes: a
elevada afinidade da PPO pelo seu substrato natural e os baixos niveis de perdxido de
hidrogénio nos tecidos vegetais (Degl'lnnocenti et al., 2005; Oms-Oliu et al., 2010; Jang e
Moon, 2011).

Apesar dos muitos esforgos realizados com a utilizacao de tratamentos fisicos que
permitam a inibicdo da atividade enzimatica da PPO e POD, sem a adigdo de agentes
quimicos estes nao sao suficientemente eficientes (Kumar et al., 2012). A inativagédo das
enzimas pode ser realizada através de tratamentos térmicos, no entanto estes levam a
alteracbes de textura do produto, com consequente perda de qualidade do mesmo
(Cantos et al., 2002; Altunkaya e Gokmen, 2009). O tratamento dos PMP por imersao
apos o corte € a maneira mais comum para controlar os fenémenos de escurecimento.
Para o efeito podem ser utilizadas varias solugdes, sendo as mais comuns: ascorbato e
calcio, compostos que contém grupos tiol, acido carboxilico, acido fendlico e sulfitos
(Cantos et al., 2002; Del Caro et al., 2004; Oms-Oliu et al., 2010). Kumar e colaboradores
(2012) verificaram, na preservacao de lichias, um menor escurecimento enzimatico
quando combinaram técnicas de imersao e de radiacao.

Estudos tém vindo a ser dirigidos para a inibicdo do escurecimento enzimatico
utilizando acido ascoérbico e baixas temperaturas. No entanto o acido ascérbico é
destruido ao longo do processo (Degl'Innocenti et al., 2005). O acido ascorbico inibe a
atividade da PPO porque reduz as o-quinonas formadas enzimaticamente, reduzindo a
severidade do escurecimento. A sua utilizagcdo é utii em produtos minimamente
processados que apresentem uma taxa de escurecimento bastante elevada
(Degl’'Innocenti et al., 2005; Oms-Oliu et al., 2010).
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2.2.1.4. Alteracées quimicas

A nivel das propriedades quimicas dos hortofruticolas minimamente processados
também ocorrem algumas modificagdes. Del Caro e colaboradores (2004) observaram
que em citrinos minimamente processados, apdés 12 dias de conservagdo a 4°C, a
maioria dos parametros quimicos analisados n&o apresentavam alteracbes, apesar do
valor de acido ascorbico ter diminuido significativamente. Tal facto foi também observado
por Cocci e colaboradores (2006), onde magas minimamente tratadas apresentaram uma
diminui¢cao do acido ascorbico e de polifendis totais.

Estudos em manga minimamente processada, apds 10 dias de conservagéo a 5°C
apresentavam um incremento no teor de solidos soluveis comparativamente com os
valores de referéncia (Dea et al., 2010). O incremento verificado sera devido a continua
maturagao do produto, convertendo o amido residual em agucares.

Oms-Oliu e colaboradores (2008) observaram que o conteudo em vitamina C e em
fendis em fatias de pera diminuiram apdés 4 dias de armazenamento, protegidas da luz.
Contrariamente, nas fatias revestidas com alginato, gelano e pectina, incluindo N-
acetilcisteina e glutationa apresentaram menores alteragdes. A utilizagao do revestimento
leva a uma menor difusdo do oxigénio e consequentemente a uma melhor conservagao

da vitamina C.

2.2.1.5. Alteracoes de Textura

As alteracbes de atributos texturais que ocorrem durante o processamento e
armazenamento de PMPs devem-se principalmente ao corte dos tecidos vegetais. O
corte conduz a alteragdo da microestrutura do produto traduzindo-se frequentemente
numa perda de firmeza dos tecidos. Os trés principais fatores responsaveis pelas
propriedades texturais dos tecidos vegetais s&o a turgescéncia das células, a rigidez da
parede celular e a adesao intercelular (Barros, 2007). A parede celular € a principal
estrutura que confere rigidez a célula vegetal. Na sua constituicdo existem
polissacarideos que sao destruidos pela acdo de enzimas pectinoliticas libertadas
aquando o corte, com consequente fragilizacdo e perda de estrutura celular (Barros,
2007).

Varela e colaboradores (2005) observaram que o armazenamento prolongado das
macas, mesmo em condigdes controladas, causa alteragdes na firmeza da fruta
(determinado por testes de compressao), prejudicando a avaliacdo sensorial da mesma e
a nao-aceitacdo por parte do consumidor. Em produtos climatéricos, o incremento na

produgédo de etileno devido ao corte e posterior acumulagdo no interior da embalagem
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leva também a perda de firmeza dos tecidos (Bapat et al., 2010; Bulens et al., 2012). Ja
foi observada também perda de firmeza devido a rapida degradagdo na textura, entre
outros, em maga (Varela et al., 2005), banana (Gupta et al., 2006) e em pera (Oms-Oliu
et al., 2008).

2.2.1.6. Microbiologia

O processamento minimo cria condigdes favoraveis ao desenvolvimento de
microrganismos devido ao aumento da superficie exposta do produto e ao aparecimento
de sucos e substratos intracelulares apés as operacdes de tratamento. A protecao natural
dos frutos é removida tornando-os mais suscetiveis a deterioragédo microbiana (Oms-Oliu
et al., 2010). Em adigdo, pode ocorrer contaminagdo cruzada durante as etapas de
processamento, uma vez que a desinfecdo da fruta apenas reduz em 10° o nimero de
microrganismos. O processamento pode assim contribuir para uma maior suscetibilidade

ao ataque de microrganismos patogénicos (Oms-Oliu et al., 2010).

2.2.1.7. Alteracoes Nutricionais

Relativamente a alteragbes do valor nutricional dos produtos minimamente
processados, existe a percecdo de que este tipo de produtos ndo apresenta a mesma
qualidade nutricional dos produtos que lhes deram origem. A perda de qualidade
nutricional, que pode ocorrer muitas vezes devido as metodologias de processamento e
conservagado (Barros, 2007), pode ser contornada pelo recurso a metodologias de
processamento vantajosas para este tipo de produtos.

Gil e colaboradores (2006) observaram que, apos 6 dias (5°C), kiwi e apos 9 dias
em ananas, meldao e morango minimamente processados, apenas se verificou uma perda
do seu valor nutricional, consequéncia dos processos de preparacdo dos PMP. As
principais alteragdes a nivel nutricional verificadas pelos autores foram: diminuicdo de
vitamina C, carotenoides e compostos fendlicos. Os mesmos autores verificaram ainda
que entre melancia minimamente processada e melancia inteira, armazenadas a 14°C,
apos 9 dias, nao existem diferencas no seu valor nutricional. Pelo contrario as melancias
minimamente processadas e as inteiras, armazenadas a 5°C, apresentam diferentes
estados de deterioragdo, sendo as minimamente processadas que apresentam uma
maior perda nutricional. Cocci e colaboradores (2006) observaram que, apds 8 dias a
4°C, macas minimamente processadas apresentavam um incremento na quantidade de

polifendis, levando a um maior escurecimento e consequente perda de valor nutricional.
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2.2.1.8. Alteracoes sensoriais

Os produtos hortofruticolas minimamente processados assemelham-se com o
produto fresco, pelo que as alteragdes sensoriais sdo reduzidas e a aceitabilidade por
parte do consumidor € elevada.

No entanto, a nivel sensorial ocorrem algumas modificagbes nos produtos
minimamente processados, principalmente quando se tem em conta o fator tempo. A
avaliagdo da influéncia do processamento e condigdes de armazenamento na percegao
de qualidade de frutas frescas minimamente processadas tem sido avaliada através de
andlise sensorial em magas (Varela et al., 2005; Chauhan et al., 2011) , peras (Oms-Oliu
et al., 2008), ameixas (Valero et al., 2013) e manga (Dea et al., 2010). Muitos destes
trabalhos avaliaram a qualidade visual dos produtos em estudo em que na sua maioria,
apos a primeira semana de armazenamento, ndo apresentavam a aparéncia desejada
pela maioria dos consumidores. Segundo Soliva-Fortuny e Martin-Belloso (2003) nao

foram publicados estudos suficientes acerca da qualidade do sabor dos PMP.

2.2.2. Processos de preservagdo dos hortofruticolas minimamente

processados

A manutengao da qualidade de produtos frescos cortados baseia-se na tecnologia
de barreiras, tirando beneficio do efeito sinergético entre varios fatores individuais
(Barros, 2007). A adequada selegdo das barreiras, tanto em numero como em
intensidade e sequéncia de aplicacdo, apresenta-se como o futuro do processamento
minimo de produtos hortofruticolas (McMeekin e Ross, 2002).

Os PMP’s sao afetados a nivel da sua qualidade principalmente devido aos
seguintes fatores: grau de maturagao, estado fisioldgico da matéria-prima, metodologia
de processamento, nomeadamente técnicas de corte e descontaminacdo do produto, a
embalagem e a temperatura durante o processamento, conservacédo e transporte do
produto final até ao consumidor (Allende et al., 2006; Barros, 2007). Existe uma série de
metodologias/equipamentos/mecanismos a que se podem recorrer para que haja uma
maior preservacdo dos PMP e consequentemente um maior tempo de prateleira,
nomeadamente controlo da temperatura na cadeia de frio, recurso a embalagens com
atmosfera modificada e a aplicagao de revestimentos e filmes ediveis (Ohlsson, 2001;
Allende et al., 2006).
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2.2.2.1. Temperatura

A temperatura de armazenamento € um dos fatores mais importantes para a
preservacao dos produtos minimamente processados e talvez o parametro mais dificil de
controlar, tendo todavia uma importancia fulcral, principalmente quando se tratam de
produtos hortofruticolas. As taxas de alteragdes bioquimicas provocadas nos alimentos,
quer por microrganismos, quer por enzimas, aumentam de forma logaritmica com o
aumento da temperatura. Por esta razdo, a preservagcdo dos alimentos a baixas
temperaturas permite um maior tempo de prateleira (Fellows, 2000). A baixas
temperaturas, toda a atividade fisioldgica é reduzida, observando-se um decréscimo das
taxas de respiragao (Fonseca et al., 2002), produgédo de etileno (Bulens et al., 2012),
transpiragdo (Fonseca et al., 2002), atividade microbiolégica (Piga et al., 2000) e
atividade enzimatica (Jung e Watkins, 2011). As temperaturas 6timas sao aquelas que
atrasam a senescéncia e mantém a qualidade, sem causar danos pelo frio. Na tabela 2
encontram-se alguns exemplos das condigbes otimas de armazenamento de alguns

frutos e vegetais que permitem um maior tempo de prateleira.

Tabela 2. Condi¢des 6timas de armazenamento de alguns frutos e vegetais. Adaptado de
Fellows (2000).

Humidade Relativa Tempo de prateleira

Alimento Temperatura (°C)
(%) (dias)
Banana 11-15,5 85-95 7-10
Brécolos 0 95 10-14
Limao 10-14 85-90 30-180
Péssego -0,5-0 90 14-30
Morango -0,5-0 90-95 5-7

Apesar das temperaturas baixas reduzirem a atividade fisioldgica dos PMP’s podem
ocorrer algumas alteragdes indesejadas, principalmente quando o armazenamento é feito
a uma temperatura mais baixa do que a temperatura 6tima. Pode resultar em variagbes
fisico-quimicas como por exemplo o escurecimento dos tecidos internos e externos,
incapacidade de amadurecimento e manchas nos alimentos. Pensa-se que estas
alteragdes negativas se devem a um desequilibrio na atividade metabdlica que resulta no
excesso de produgdo de metabolitos que se tornam toxicos para os tecidos (Fellows,
2000).
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2.2.2.2. Embalagem em atmosfera modificada

As embalagens de atmosfera modificada sao utilizadas com o objetivo de aumentar
o tempo de prateleira dos alimentos sem sacrificar a qualidade e a frescura dos mesmos.
A embalagem onde os produtos s&o armazenados constitui, assim, uma barreira na
preservacgao da qualidade dos alimentos (Fellows, 2000).

O tipo de atmosfera utilizada difere de alimento para alimento, dependendo: da
permeabilidade do material da embalagem; atividade microbiologica; taxas de respiragao
dos alimentos (Fellows, 2000). Com a modificagdo da composicdo e da pressao
atmosférica no ambiente de armazenamento, as reagbes biolégicas podem ser
diminuidas ou mesmo inibidas, aumentando a qualidade e seguranca alimentar (Ohlsson,
2001; Costa et al., 2011).

No armazenamento de frutos e vegetais, o0 aumento da concentragéo de diéxido de
carbono no meio e a reducdo da concentragdo de oxigénio retardam a respiragao e
prolongam o tempo de vida do produto. Também a humidade relativa € um fator
importante, como controlador das emissées de etileno (Ohlsson, 2001). Ohlsson (2001)
afirma que uma reduzida pressao durante o armazenamento combinado com diferentes
concentragcoes de CO, e O, podera ser benéfico para o tempo de vida dos produtos
minimamente processados. O objetivo consiste em criar um equilibrio gasoso ideal, no
qual a atividade respiratéria € conduzida ao minimo possivel, sem no entanto se
atingirem niveis de O, e CO, que afetem negativamente o produto (Costa et al., 2011;
Soliva-Fortuny et al., 2003).

As principais vantagens e limitagbes da utilizacdo de embalagens de atmosfera

modificada encontram-se na tabela 3.
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Tabela 3. Vantagens e limitagdes utilizacdo de embalagens de atmosfera modificada.
Adaptado de Fellows (2000).

Vantagens Limitagoes

Aumento do tempo de prateleira de 50-400% Custos adicionais

Reducao de perdas econdmicas Controlo da temperatura obrigatério

. . o Composigéo do gas diferente para cada tipo
Maior raio de distribuicao
de alimento

o o Necessidade de equipamento especifico e
Menor adigdo de conservantes quimicos )
operadores treinados

. . Elevado volume /kg produtos durante
Melhor separagao de alimentos cortados
armazenamento/transporte

_ . Seguranga alimentar dos produtos a ser
Boa apresentacao dos alimentos )
estabelecida

Dois dos PMP’s mais conservados em atmosferas modificadas sdo as macas e as
peras. Em maga os niveis 6timos de gas numa embalagem de atmosfera modificada séo
de 2% CO,, 2% O, e 96% azoto (Fellows, 2000; Soliva-Fortuny et al., 2004).

2.2.2.3. Filmes/ Revestimentos Ediveis

As embalagens sintéticas tém originado sérios problemas ecoldgicos devido ao
facto de ndo serem biodegradaveis. Neste contexto tém vindo a ser criadas alternativas
mais ecolégicas e vantajosas para o consumidor (Bourtoom, 2008; Ramos et al., 2012).
Uma outra forma de conseguir um efeito semelhante ao das embalagens com atmosfera
modificada, passa pela aplicacdo de revestimentos/filmes poliméricos comestiveis
diretamente sobre o produto desejado (Valencia-Chamorro et al., 2011). Bourtoom (2008)
define filme edivel como uma fina camada de material que pode ser consumido e que
fornece uma barreira a humidade, oxigénio e ao movimento de solutos para o alimento.

Tém vindo a ser desenvolvidos novos filmes ediveis e revestimentos alimentares
com base em produtos naturais para alimentos frescos minimamente processados. Estes
filmes e revestimentos alimentares constituem uma tecnologia amiga do ambiente que
permite aumentar a qualidade, seguranca, estabilidade e propriedades mecéanicas dos
alimentos. De um modo geral, promovem uma barreira semipermeavel ao vapor de agua,
oxigénio e diéxido de carbono, retencdo dos compostos volateis do aroma entre o
alimento e a atmosfera circundante e podem funcionar como veiculo para o transporte de
aditivos alimentares (figura 4) (Valencia-Chamorro et al., 2011; Bonilla et al., 2012; Dhall,

2013). Deste modo, permitem o aumento do tempo de prateleira dos produtos e
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possibilitam responder a procura dos consumidores por produtos mais naturais e com

menor contaminagao para o ambiente.

Revestimento/ Filme

Ingredientes possiveis:
- Aromatizantes
* Antimicrobianos
* Antioxidantes
Emulificantes

Propriedades barreira
* Aromas
* Humidade

- Gases (0,, CO,) Produto

. Agua . LIpIdOS
* Hidratos carbono * Nutraceuticos (vitaminas,
* Proteinas minerais)
» Pigmentos
* Aroma \
Seguranca /
*Biodegradavel Melhoriada
» Nao-téxico aparéncia
*Defeitos
* Transparéncia
Textura * Amargura

*Flexibilidade
*Elasticidade

Figura 4. Atributos de qualidade prestados especificamente pelos filmes e revestimentos

para produtos alimentares. Adaptado de Ramos e colaboradores (2012).

Os filmes ediveis e revestimentos comestiveis podem conter compostos
antimicrobianos tais como acidos organicos, parabenos, quitosano, 6leos essenciais,
extratos de plantas naturais, todos estes eficazes em inibir o crescimento de
microrganismos contaminantes, mantendo a qualidade do produto durante o
armazenamento e distribuicdo (Valencia-Chamorro et al., 2011). As propriedades dos
filmes dependem do tipo de matéria-prima utilizada, dos processos de fabricacéo, e da
aplicagao final (Ramos et al., 2012). Uma das maiores vantagens da utilizacao de filmes
ediveis e revestimentos € que estes podem ser aplicados individualmente em pequenas
por¢cdes de alimentos, particularmente produtos que n&o sdo habitualmente embalados
individualmente, tais como peras, feijoes, améndoas, magas e morangos (Bourtoom,
2008). Dependendo da aplicagao pretendida podem ser usados para produzir bolsas,
capsulas, embalagens, sacos ou invélucros.

A formulacao de filmes requer no minimo um componente capaz de produzir uma
matriz estrutural de coesdo suficiente, enquanto a sua eficiéncia funcional depende
fortemente da natureza dos componentes adicionais, como por exemplo antimicrobianos

e antioxidantes (Galus e Lenart, 2013). O processo de elaboragdo de um filme edivel
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engloba a dispersdo ou dissolugdo de um composto especifico (um hidrocoldide ou
preparagdo de uma solugao proteica) num solvente como por exemplo agua, etanol ou
uma mistura de varios solventes. Neste processo podem ser adicionados plastificantes,
por exemplo glicerol, agentes antimicrobianos (ex. nisina), corantes e aromatizantes.
Pode ser necessario o ajuste de pH e/ou o aquecimento das solugbes para facilitar a
dissolucdo, dependendo do polimero utilizado. A solugdo que forma o filme é depois
espalhada e seca numa superficie com uma determinada temperatura e humidade,
obtendo-se no final uma folha sdlida - o filme (Bourtoom, 2008; Gomez-Estaca et al.,
2009; Imran et al., 2010). Um dos principais componentes dos filmes sao os
plastificantes, que sdo compostos de massa molecular pequena, utilizados para reduzir
as interacoes entre as cadeias de polimeros através das pontes de hidrogénio, resultando
em filmes delicados e flexiveis. A capacidade dos plastificantes para formar ligagdes
depende da sua configuragdo molecular, ndo possuir grupos hidroxilo e a configuragao do
polimero, por exemplo a compatibilidade do plastificante com o polimero (Haqg et al.,
2013).

Os revestimentos sdao uma forma particular de peliculas/filmes, aplicando-se
diretamente sobre a superficie do produto, normalmente por imersdao do produto numa
solugao liquida (Falguera et al., 2011). Revestimentos ediveis podem ser definidos como
uma fina camada de material edivel, que é aplicada diretamente sobre a superficie do
produto alimentar por imerséo, spray ou brushing, com o objetivo de criar uma atmosfera
modificada no préprio alimento. Apds a aplicagao do revestimento no produto, em geral,
realiza-se uma pequena secagem para que se dé uma adesdo mais eficaz do
revestimento (Falguera et al., 2011; Ramos et al., 2012). Embora a remocao dos
revestimentos possa ser possivel, normalmente ndo sdo concebidos com tal finalidade,
sendo considerados por muitos autores como parte do produto final (Valencia-Chamorro
et al., 2011; Ramos et al., 2012).

Uma das técnicas de aplicagdo dos revestimentos comestiveis € a imersao. Os
tratamentos de imersao sdo utilizados com o objetivo de adicionar ao produto final
compostos com acdo especifica. A aplicacdo de agentes inibidores de reacdes de
escurecimento enzimatico com agao antioxidante, acidulante, complexante ou quelante,
como o acido ascorbico, acido citrico, EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) ou 4-
hexilresorcinol é efetuada mediante tratamentos de imersdo em solugbes simples ou
combinadas de concentracdo adequada ( Ahvenainen, 1996; Allende et al., 2006). Estes
tratamentos mostram-se eficazes na prevencao do escurecimento e manutencao de
qualidade de varios produtos minimamente processados, nomeadamente pera (Oms-Oliu
et al., 2010), péssego (Pizato et al., 2013) e maca (Lee et al., 2003).
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2.2.3. Revestimentos e filmes ediveis baseados em polissacarideos

Polissacarideos sédo polimeros naturais compostos por monossacarideos que se
encontram ligados por ligagdes o-glicosidicas. Podem atuar como locais de
armazenamento de energia em plantas e animais, ou ter fungdes estruturais na parede
celular de plantas e no exosqueleto de insetos e outros animais (Ramos et al., 2012). Os
polissacarideos sdo os materiais mais estudados para a formulagdo de filmes e
revestimentos ediveis (Ramos et al., 2012). Uma grande variedade de tais compostos, e
dos seus derivados, tém sido testados para potencial utilizagdo como peliculas
biodegradaveis/comestiveis incluindo alginato, pectina, carragenano, quitosano, pulalano,
celulose e amido (Ramos et al., 2012; Wu e Chen, 2013). Estes compostos conferem
excelentes propriedades como barreiras ao oxigénio, aromas e 6leos, a0 mesmo tempo
que promovem a elasticidade e integridade estrutural do produto final.

Dois polissacaridos foram estudados no presente trabalho na producio de filmes
ediveis: o alginato, conhecido pelas sua vasta aplicagdo na industria alimentar e o
quitosano, também estudado para aplicagdes na area alimentar. As principais
caracteristicas destes tipos de polissacaridos estdo descritas nas subsecgdes 2.2.3.1 e
2.2.3.2.

2.2.3.1. Alginato

O alginato € um polissacarideo hidrocoloide, ou seja, trata-se de uma substancia
que forma um gel, por hidratagdo, quando entra em contacto com agua (Galus e Lenart,
2013). O alginato encontra-se em todas as algas castanhas (Phaephyceae) por ser um
componente das suas paredes celulares. As principais fontes comerciais deste
polissacarido séo a alga Macrocystis pyrifera, e espécies de Laminaria, Ascophyllum e
Sargassum (Lee e Mooney, 2012).

Do ponto de vista molecular, o alginato € um polimero linear solivel composto por
sais de &cido alginico, que lhe conferem um elevado peso molecular. E composto por
blocos alternados de unidades monoméricas constituidas por acido a-L-glicurénico (G) e
acido manurénico (M) (figura 5). Dependendo do tipo de mondmeros constituintes do
alginato podem formar-se géis com caracteristicas diferentes. Um alginato rico em blocos
G forma géis mais fortes, enquanto alginatos ricos em blocos M formam géis mais
flexiveis. A juncao de blocos G e blocos M resulta na formagao de géis com propriedades

intermédias (Lee e Mooney, 2012).
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Figura 5. Estrutura quimica de blocos G, blocos M, e blocos alternativos de G-M em alginato.
Retirado de Lee e Mooney (2012).

O alginato esta incluindo num grupo de compostos que sdo considerados como
seguros pela FDA (Food and Drug Administration), tratando-se de um aditivo alimentar
autorizado e registado com o numero E- 401 (George e Abraham, 2006). A sua aplicagao
€ segura devido a algumas propriedades excelentes, tais como, n&o toxicidade,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e reprodutibilidade (Abdollahi et al., 2013).

O alginato é extensivamente utilizado na industria alimentar pela sua capacidade de
formar géis, fungdo de espessante, emulsificante e estabilizante (George e Abraham,
2006). Numa percentagem entre 0,25% e 0,5% promove e estabiliza a consisténcia de
recheios de produtos de pastelaria, temperos de saladas e chocolates de leite. Permite
ainda a prevencado de formacado de grandes cristais de gelo nos gelados durante o
armazenamento. E ainda muito utilizado numa variedade de produtos com textura de gel
como pudins, polpas de fruta, imitacdo de caviar, sendo ainda usado para estabilizar
sumo de fruta fresca e a espuma da cerveja (Tapia et al., 2008; Lee e Mooney, 2012;
Galus e Lenart, 2013).

2.2.3.2. Quitosano

A quitina é o principal componente do exosqueleto de cerca de um milhdo de
artropodes e crustaceos (ex. caranguejos e lagostas), sendo o segundo polissacarideo
mais abundante na natureza, depois da celulose (Dash et al., 2011). Um processo de
desacetilacido pode converter a quitina em quitosano, polimero com uma solubilidade
mais elevada em acidos organicos. Industrialmente pode-se obter quitina da carapaca de
caranguejos e camardes ou de fungos. A quitina obtida de caranguejos e camardes é

desacetilada com hidroxido de sddio a altas temperaturas, obtendo-se quitosano. Caso
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se trate de quitina proveniente de fungos, a produgdo de quitosano esta associado a
processos de fermentagéo (Aspergillus niger, Mucor rouxii e Streptomyces) (Dash et al.,
2011).

O quitosano é um co-polimero formado por unidades de acetil-D-glucosamina e D-
glucosamina, disponiveis em diferentes quantidades, dependendo do grau de
desacetilagao (figura 6.). As diferentes unidades encontram-se ligadas entre si através de
ligacdes (1->4)-B-glicosidicas (Dash et al., 2011).

CH,OH
o O—t— Chitin: R = NHCO-CH;

OH Chitosan: R= NH;

Figura 6. Estrutura de quitina e quitosano. Retirado de Cestari e colaboradores (2004)

O quitosano apresenta muitas vantagens tais como, biocompatibilidade,
biodegradibilidade e auséncia de toxicidade; muitos estudos tém vindo a demonstrar a
sua capacidade antibacteriana e antifungica (Vargas et al., 2009). As propriedades do
quitosano proporcionam a possibilidade de formagao de filmes resistentes, flexiveis, e
muito dificeis de rasgar. A maioria das propriedades mecénicas de filmes de quitosano
pode ser comparavel a polimeros comerciais de forga média (Aider, 2010; Dash et al.,
2011).

Um filme de quitosano de alto peso molecular enriquecido com acido oleico foi
desenvolvido por Vargas e colaboradores (2009). Em geral, a adicdo de acido oleico a
matriz de quitosano leva a diminuicdo da absor¢do de humidade e permeabilidade ao
vapor de agua, promovendo um maior tempo de prateleira dos alimentos. Lin e
colaboradores (2011) aplicaram, por imersdo, uma solu¢ado de 1% quitosano em lichias
com o objetivo de aumentar o tempo de prateleira da fruta e diminuir as taxas de
respiracédo e perdas de humidade. As lichias revestidas com quitosano apresentaram um
tempo de prateleira de 5 dias superior, tendo sido observadas menores taxas de

respiracéo e perdas de humidade nas amostras revestidas.
2.2.4. Algas comestiveis

Enquanto as macroalgas fazem parte de uma dieta tradicional no Oriente,
especialmente no Japéo, China e Coreia, por exemplo, os japoneses podem consumir

mais de 1,6 kg de alga por ano per capita (Dawczynski et al., 2007), nos paises
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ocidentais o seu uso aplica-se essencialmente na extracdo de compostos utilizados nas
industrias farmacéutica, cosmética e alimentar como fontes de ficocolbides, espessantes
e geéis (produgdo de agar, alginato, carragenanos, entre outros compostos) (Gémez-
Ordonez et al.,, 2010). Embora variando de espécie para espécie, as algas comestiveis
sao conhecidas pela sua riqueza em polissacarideos, proteinas, minerais, vitaminas e
baixo teor lipidico (Gomez-Ordonez et al., 2010; Haddar et al., 2012). Além de
apresentarem macronutrientes e vitaminas essenciais, as algas possuem ainda uma
incrivel quantidade de compostos bioativos bastante promissores nas areas da industria
farmacéutica e alimentar. Alguns dos compostos que tem vindo a ser vastamente
estudado sido os antioxidantes (Haddar et al., 2012) e os polissacarideos (Gémez-
Ordofiez et al., 2010).

Em Portugal podem encontrar-se cerca de 250 espécies de algas vermelhas
(Rhodophyta), 100 espécies de algas castanhas (Phaeophyta) e 60 espécies de algas
verdes (Chlorophyta), sendo algumas delas comestiveis (Andrade et al., 2013).
Dependendo do tipo de alga, extraem-se compostos com diferentes propriedades, por
exemplo, as algas vermelhas s&o ricas em galactanos sulfatadados, como o agar e
carrageninas, largamente utilizados e estudados nas mais diversas areas. Nas algas
castanhas sao os polissacarideos, utilizados como antioxidantes na industria alimentar
(Gémez-Orddriez et al., 2010).

Com o aumento do conhecimento surge assim a possibilidade de aliar todas as
propriedades benéficas das macroalgas com a aplicagdo de revestimentos e/ou filmes
comestiveis em alimentos. Haddar e colaboradores (2012) desenvolveram um filme onde
utilizavam gelatina da pele de atum, ao qual adicionaram extrato metandlico da alga
castanha, Cystoseira barbata. Com a adicdo do extrato de alga, as propriedades
antioxidantes dos filmes aumentaram, sugerindo a aplicabilidade deste tipo de extratos na
industria alimentar. Um outro filme de gelatina de peixe incorporado com extrato de alga
foi estudado por Rattaya e colaboradores (2009). Neste estudo os autores verificaram
que a adicdo do extrato ao filme poderia ser benéfica para as propriedades mecanicas,
fazendo aumentar a tensdo de rutura do filme e a percentagem de alongamento na
rutura.

Ainda n&o sdo conhecidos estudos com a aplicagdo direta de extratos de algas em
alimentos, como por exemplo com fungéo de revestimento. Tendo em conta a presenca
de compostos bioativos antioxidantes, antimicrobianos, entre outros, nestes organismos e
o facto de ser uma matéria-prima com disponibilidade, incluindo capacidade produtiva em
aquacultura, a investigacdo do potencial de aplicacdo de extratos de algas comestiveis

na formulagdo de revestimentos alimentares podera originar novos revestimentos que
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permitam uma extensdo do tempo de prateleira de PMPs com uma boa razao

custo/beneficio.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Recolha e Tratamento de Algas

As algas Bifurcaria bifurcata, Fucus spiralis, Codium tomentosum e Codium
vermilara foram recolhidas na costa de Peniche, Portugal durante o més de Setembro de
2012. As diferentes algas foram lavadas em laboratdrio primeiramente com agua salgada
e de seguida com agua destilada a fim de remover organismos invertebrados e outros
detritos presentes nas amostras. Apos a lavagem as algas foram liofilizadas, embaladas
e armazenadas a -80°C.

Durante o presente trabalho foi utilizada a seguinte nomenclatura para as algas

recolhidas:

e Bifurcaria bifurcata: MN1
e Fucus spiralis: MN 2
e Codium tomentosum: Q1

e Codium vermilara: Q2

3.2. Obtencao do Extrato Etanélico das Algas

Para a preparagéo dos extratos das diferentes algas adaptou-se a metodologia de

Lépez e colaboradores (2011).

Os extratos foram obtidos a partir da alga anteriormente liofilizada e com recurso a
um solvente polar. Foram pesados 2 g de biomassa seca e adicionados 22,5 ml de agua
e 7,5 ml de etanol (Aga, Lisboa, Portugal) (proporcao de 3:1). A solugao obtida ficou em
agitacao durante 6h, protegida da luz e a temperatura ambiente.

De seguida realizou-se uma centrifugacdo (2000 g; 10 minutos; 4°C) (Centrifuge
5810R, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e o sobrenadante foi recolhido. O
sobrenadante foi filtrado utilizando um filtro n°® 4 da whatman, de modo a reter as
particulas suspensas. O filtrado foi assim sujeito a evaporagado a vacuo (Laborota 4000-
efficient, Heidolph) para remog¢do do etanol, a 30°C, prosseguido de liofilizagdo
(SupplyLab, Cacém, Portugal) para remogdo da agua, resultando assim num extrato

solido.
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3.3. Formulagao de Solugdes de Revestimento de Extrato de Algas:

Preparacao

Foram preparadas solugbes com uma concentragdo de 0,5 % (m/V) de extrato de
alga, em agua destilada, 0,5% (m/V) acido citrico (Scharlau, Sentmenat, Espanha) em

agua destilada e um controlo com agua destilada.
3.3.1. Quantificagao de Polifendis Totais (QTP)

A quantificagdo de polifendis das diferentes solugdes de extratos de algas foi
efetuada através do método de Folin-Ciocalteu adaptado de Rodriguez-Rojo e
colaboradores (2012).

O método de Folin-Ciocalteu € um método simples e reprodutivel bastante utilizado
para a quantificagcdo de compostos fendlicos (Dai e Mumper, 2010). O acido galico é
utilizado como padréao e os valores sdo comparados como equivalentes de miligramas de
acido galico/ml de extrato da amostra (Dai e Mumper, 2010).

Num microtubo adicionou-se agua destilada (790 ul), amostra (10 pl) e reagente de
Folin-Ciocalteu (Pancreac, Barcelona, Espanha) (50 pl). Apds 2 minutos de repouso
adicionou-se carbonato de sédio (Na,COj) (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 20% (p/v)
(150 pl). Procedeu-se a uma incubagéo de 60 minutos, no escuro a temperatura ambiente
e depois foi medida a absorvancia a 755 nm (HeAios a, Thermo Electron Corporation). Foi
utilizado acido galico (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) como padréo para a curva de
calibragdo. Todas as amostras foram analisadas em triplicado.

A QTP foi expressa em miligramas de equivalentes de &cido galico.mg™ de extrato.
3.3.2. Avaliagdo da Capacidade de Reducao do radical DPPH

O método da capacidade de redugdo do radical 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) é baseado na reducao do radical livre estavel, o DPPH, por um antioxidante,
permitindo assim estimar a capacidade antioxidante de amostras. Trata-se de um método
espectrofotométrico, sendo que a absorvancia do radical livre pode ser monitorizada na
gama do visivel (entre os 515-520 nm) (Noipa et al., 2011). Para a avaliacdo da
capacidade de reducdo de DPPH nas amostras em estudo recorreu-se ao método
descrito por Al-Dabbas e colaboradores (2007) com algumas alteragdes seguidamente
descritas.

Previamente foi preparada uma solucdo de 0,1 mM de DPPH (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha) em etanol absoluto. Para a reagao final misturaram-se 10 ul de

amostra em 990 pl da solucdo de DPPH. Apds homogeneizacdo das misturas, estas
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foram incubadas durante 30 minutos, no escuro a temperatura ambiente. A absorvancia
foi medida a 517 nm, sendo que quando as misturas apresentavam a evolugao da cor
violeta para amarelo ocorrera a inativacdo dos radicais livres pela amostra. Todas as
amostras foram analisadas em ftriplicado. A capacidade de reducdo do radical DPPH foi
calculada através da equacao:

% Redugio DPPH = (Absa‘(“:;tsm‘ Absgfa"w) x 100 (Eq. 1)
controlo

Onde:

AbS smostra: @bsorvancia da solugdo de DPPH e amostra

ADbS panco: @bsorvancia de solvente (etanol) com amostra

ADbS onirolo: @absorvancia de solugao de DPPH com solvente (etanol)
3.3.3. Quantificagdo de Azoto Total (Proteina)

A concentracdo de proteina das solugdes de extratos foi determinada com base no
método de Kjeldahl, segundo a Norma Portuguesa 2030:1996.

Os principais processos deste método sdo a digestdo acida, seguida de uma
destilacdo e uma titulagdo. A digestéo inicia-se com a adi¢cado de acido sulfurico a 96%
(Sigma- Aldrich, Alemanha) a amostra juntamente com pastilhas de selénio (Merck,
Alemanha), seguindo-se a digestdo destas num digestor de Kjeldahl (Foss, Digestor
2006) a altas temperaturas. Apos a digestdo da amostra procedeu-se a uma destilagéo
da mesma num destilador automatico de Kjeldahl (Foss, Kjeltec™ 2100), onde foi
adicionado NaOH (AnalaR Normapur, Alemanha) a amostra. Por fim, foi realizada uma
titulagdo manualmente, com recurso a HCI 0,1N (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha)
como titulante. Foram realizados duplicados de cada uma das solugdes de extrato.

A quantidade de proteina em cada amostra foi determinada segundo a férmula:

; % Proteina
Proteina = OT X massa amostra (Eq.2)

A percentagem de proteina foi determinada segundo a férmula:

. (Va — Vb) * concentragdo do acido * 6,25 * 0,014
% Proteina = - * 100 (Eq.3)
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Onde: Va é o volume de titulante gasto para a amostra (ml); Vb o volume de
titulante gasto para o branco (ml); e m a massa da amostra (g); 6,25 o fator de conversao

de azoto em proteinas; 0,014 o equivalente em grama presente em 1ml de HCI (0,1 N).
3.3.4. Avaliagao da cor das solugoes de extratos

A cor das solucbes de extratos foi determinada com recurso a um colorimetro
(Konica Minolta CR-400, Japao). O equipamento foi calibrado usando uma placa branca
refletora padrao e as leituras foram realizadas utilizando uma célula para liquidos (Konica
Minolta CR-A503, Japao). Foram feitas nove leituras de cada solugéo de extrato.

Na avaliagdo dos parametros colorimétricos das amostras recorreu-se ao sistema

CIELAB, tendo sido registados os valores de a*, b* e L*.
3.3.5. Avaliacao pH das solugoes de extratos

Para a avaliagdo do pH recorreu-se a um potenciometro (Inolab 720, Alemanha)
previamente calibrado. A sonda do potenciometro foi mergulhada diretamente na solugéo

de revestimento. Foram efetuadas 3 medigbes em cada solugio de extrato.

3.3.6. Avaliagao da capacidade de inibicao da atividade enzimatica das

solugdes de revestimento

A atividade das enzimas polifenol oxidase e polifenol peroxidase foram seguidas
espectrofotometricamente a 25 °C de acordo com Ponce e colaboradores (2008).

Para determinar se as solugdes de revestimento teriam uma acdo direta na
atividade das enzimas acima mencionadas, foi necessario realizar uma extracao
enzimatica da matéria-prima a ser utilizada futuramente - a maga. Para tal, foi seguido o
método proposto por Jang e Moon (2011). A matéria-prima foi em primeiro lugar
congelada a -80°C, para que a atividade das enzimas fosse residual aquando da
homogeneizagéo.

De modo a minimizar variabilidade de resultados entre amostras, cada extrato
enzimatico foi obtido da mistura das polpas de trés fatias de maga. Os pedagos de maga,
com cerca de 20 g, foram colocados conjuntamente com o dobro de volume de tampao
fosfato de sédio (50 mM; pH 7) (40 ml) (Scharlau, Sentmenat, Espanha), no frio, contendo
50 g/L de polivinilpirrolidona (pvp) (Scharlau, Sentmenat, Espanha). A mistura obtida foi
mantida em agitacdo durante 3 minutos (protegida da luz e a temperatura ambiente). De
seguida filtrou-se a solugdo com gaze para a retencdo das particulas de maiores
dimensodes. O filtrado foi depois centrifugado a 12 000 g por 30 minutos a 4°C. A solugao

do sobrenadante foi dividida em aliquotas de 2 ml que foram conservadas a -80°C até
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posterior utilizagdo. Apds descongelamento, as aliquotas foram imediatamente utilizadas
para a determinacao da atividade enzimatica.

A atividade da enzima polifenol peroxidase (POD) foi detetada a 470 nm usando
guaiacol (Scharlau, Sentmenat, Espanha) como substrato e perdxido de hidrogénio H,O,
(Technical, Alemanha) como dador de hidrogénio. Foi feita uma solugédo de mistura de
substrato que continha 10 ml de 1% de guaiacol, 10 ml de 0,3% de H,O, e 100 ml de 0,05
M tampéao fosfato de sédio (pH 6,5). A reacéo final continha 2,87 ml de mistura de
substrato, 0,1 ml de extrato enzimatico e 0,03 ml de solugao de revestimento. A reacao
foi seguida durante 120 s, com intervalos de 20 s. A atividade enzimatica foi determinada
pelo declive da reta resultante do acompanhamento da evolugao da absorvancia durante
os 120 s. Os resultados obtidos foram expressos em abs.s™.

Para o ensaio da atividade da polifenol oxidase (PPO), foi utilizado o catecol como
substrato. A mistura de substrato continha 20 mM de catecol (Scharlau, Sentmenat,
Espanha) em 5 mM tampéo fosfato de sédio (pH 7). A reagdo na cuvette ocorreu pela
adicao de 2,9 ml de mistura de substrato com 0,1 ml de extrato enzimatico e 0,03 ml de
solugcido de revestimento. A taxa de oxidagédo do catecol foi seguida a 400 nm, durante
120 s, com intervalos de 20 s. A atividade enzimatica foi determinada pelo declive da reta
resultante do acompanhamento da evolugdo da absorvancia durante os 120 s. Os

resultados obtidos foram expressos em abs.s™.

A atividade de ambas as enzimas foi avaliada em triplicado para todas as solugdes
de revestimento em questdo. Para cada fonte de enzima foi também realizado um branco
com 0,03 ml de agua destilada em substituicdo das solugdes de revestimento (amostra
controlo). Foram realizados controlos negativos utilizando apenas as solugdes de

revestimento.

3.4. Avaliacao da eficacia dos extratos como revestimentos alimentares em

macas de IV gama.

3.4.1. Preparacao da matéria-prima e aplicagao do revestimento

O fluxograma do processo de produgao das amostras de macga fatiada encontra-se
representado na figura 7. Tendo sido adaptado o processo descrito por Rojas-Gral e
colaboradores (2008) e Wu e Chen (2013).

As macgas (Fuji) foram fornecidas pela empresa Campotec S. A. e armazenadas a
temperatura ambiente. Foram submetidas a uma etapa de desinfecao por imersao

durante 15 minutos numa solugdo de Amukina a 2,5%. As macéas foram fatiadas com
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recurso a um fatiador de frutas. O peso das fatias de maga variou entre 16-18 g, com
uma espessura de 2 cm. Um maximo de duas pecas de fruta foi processado
simultaneamente para minimizar o tempo de exposi¢cdo a condigbes agressivas para a
qualidade final do produto.

De seguida a maga fatiada foi imersa na solugéo de revestimento. Foram utilizados
os seguintes tratamentos: extratos de algas a 0,5%, agua (controlo) e acido citrico a 0,5%
durante 2 minutos e secas numa rede, protegidas da luz (de modo a minimizar o seu
escurecimento), a temperatura ambiente (20 £ 2°C), num periodo de 30 minutos.

Por fim, embalaram-se as fatias de maga, trés fatias de mag¢a em cada saco de
amostragem (100 x 150 mm), que foram armazenadas, até a data de analise, em
refrigeragdo a 4 + 2°C (humidade relativa (HR) 45%) durante um periodo de 20 dias.
Foram retiradas embalagens de cada um dos tipos de tratamento, para analise aos 0, 4,
8, 12, 16 e 20 dias.

Rececao da matéria Armazenamento da Lavagem e
prima matéria prima desinfecdo da
(Maga Fuiji) (T ambiente) matéria prima
Secagem/ Aplicagéo dos
Escorrimento revestimentos Corte/Fatiamento
(30 minutos) (2 minutos)
Etiquet Armazenamento Amostragens
er:?gei:rglzmc? (442 °C, protegido da periodicas
luz) (4 em 4 dias)

Figura 7. Fluxograma do processo de producdo das amostras de maga fatiada resultante do

presente estudo.
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3.4.2. Alteracoes de cor em magas processadas e homogeneizado de maga

Primeiramente foi realizado um teste de cor a macas revestidas e a homogeneizado
de maga, armazenados a temperatura ambiente e sem protegao da luz.

As macas foram revestidas tal como foi descrito na subsecgédo anterior. Para a
realizagdo do homogeneizado de macga, 3 fatias de maga previamente revestidas foram
homogeneizadas com recurso a um homogeneizador (Lauson, Barcelona, Espanha).

Foram registadas as altera¢des de cor recorrendo a um colorimetro. As leituras
foram realizadas com um angulo de 90°. Foram feitas nove leituras em cada amostra
mudando a posi¢do dos pedacos de maca. Nas fatias de maca revestidas, as medicdes
de cor foram realizadas a superficie de cada fatia, tal como no homogeneizado de maga.
Em ambos os casos foi avaliada a cor inicial e apés 90 minutos (maca fatiada) e 10
minutos (homogeneizado de maca). Todas as medigbes foram realizadas numa base

branca de modo a minimizar as interferéncias de cor do meio.

Na avaliagdo dos pardmetros colorimétricos das amostras recorreu-se ao sistema
CIELAB, tendo sido registados os valores de a*, b* e L* para o calculo do indice de
escurecimento (Bl), definido como a pureza da cor castanha, que é geralmente utilizada
como um indicador do grau de escurecimento em produtos alimentares que contenham

acucar (Palou e Swanson 1999; Rojas-Grau et al. 2008; Perez-Gago et al. 2005).

~ 100 (x — 0,31)

0,172 (Eq. 4)

Onde:

~ (a+1,75L)
X~ (5645L+a-3,012b)

(Eq.5)

No inicio e no final de cada ensaio as macas e o homogeneizado de macga foram
fotografados (Olympus, modelo E-PL1, China). Todas as fotografias foram realizadas no
mesmo local (caixa com o interior preto) mesma distancia (maquina-objeto) e mesma

intensidade luminosa de modo a uniformizar as condi¢des de luz das fotografias.
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3.4.3. Alteracoes de caracteristicas fisico-quimicas das magas processadas

3.4.3.1. Determinacdo da percentagem de peso perdido

O peso das fatias de macga foi determinado durante o armazenamento para a
avaliagdo da eficacia dos revestimentos utilizados como barreiras a transferéncia de
vapor de agua. A percentagem de peso perdido foi calculada medindo o peso (Sartorius
CPA 225D, Goettingen, Alemanha) individual das fatias de magéa a cada 4 dias (Pizato et
al., 2013) segundo a seguinte equagao:

Massa inicial — Massa final

% Peso perdido = Massa nicial x 100 (Eq.6)

Em todos os dias de analise (0, 4, 8, 12, 16 e 20 dias) a determinacao do peso foi

feita as mesmas fatias de maga.

3.4.3.2. Determinacdo do teor de humidade

O teor de humidade das amostras de maga foi avaliado com recurso a um
analisador de humidade automatico (Mettler Toledo HB43 Halogen, Suica), a uma

temperatura de 120°C. Cada por¢ao de macga analisada tinha em média 0,500 g de peso.

3.4.3.3. Determinacao do teor de solidos soluveis

O teor de solidos soluveis foi determinado de acordo com a norma portuguesa EN
12143:1999.

Assim extraiu-se um pouco da polpa obtida anteriormente e procedeu-se a medicéo
do Brix-Tc (ABBE Refractometer, EUA). O instrumento utilizado apresentava a opgao
com corregao dos valores em fungdo da temperatura. Foram feitas 3 medicbes a cada
amostra analisada.

Os resultados apresentados foram expressos em g sacarose/100 g produto.

3.4.3.4. Avaliacdo do pH

Para a avaliagdo do pH das amostras seguiu-se a norma portuguesa NP EN
1132:1996. As amostras foram homogeneizadas com o auxilio de uma homogeneizadora,
seguindo-se a medicao direta do valor de pH com recurso a um potenciémetro
previamente calibrado.

Foram efetuadas 3 medi¢gdes em cada amostra analisada.
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3.4.3.5. Avaliacdo da firmeza e atributo crocante

A firmeza e o atributo crocante das amostras foram medidos com um texturémetro
TA.XT.plus a partir do programa TEE32. Foi medida a forca ao longo do tempo de
compressao da amostra (5,5 cm/1,5 cm/1 cm) com uma sonda de 1 mm de didmetro
(sonda P2, anexo 1), a uma velocidade de 1,0 mm.s™ e uma profundidade de 25,0mm.
Foram efetuados 3 ensaios por amostra em diferentes locais.

Os atributos texturais avaliados foram a firmeza definida como a area total da curva
de compressdo (N.s) correspondente a firmeza da amostra, e o atributo crocante
relacionado com o numero de picos positivos da curva forga vs tempo (Costa et al.,
2011).

3.4.3.6. Avaliacio da cor

As medicoes de cor foram realizadas periodicamente, e a cor na superficie de corte
foi avaliada recorrendo a um colorimetro. O procedimento foi 0 mesmo que no ponto
3.4.2., também foi avaliado o indice de escurecimento das macas revestidas.

Tal como no ponto 3.4.2. as macgas foram fotografadas de modo a obter um registo
fotografico das mesmas. Em todos os dias de analise (0, 4, 8, 12, 16 e 20 dias) a

medic¢ao de cor e o registo fotografico foi feito as mesmas fatias de maga.

3.4.3.7. Avaliacdo da atividade enzimatica das enzimas polifenol oxidase e

polifenol peroxidase

As atividades enzimaticas de PPO e POD foram avaliadas nas fatias de maga em
estudo, tal como descrito anteriormente no ponto 3.3.6. No entanto, aquando a
determinagdo da sua atividade, ndo foram adicionados os 0,03 ml de solugéo de

revestimento, uma vez que as macgas ja se encontravam revestidas com os mesmos.
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3.5. Caraterizagao de filmes comestiveis

3.5.1. Preparacao de filmes de alginato e quitosano enriquecidos com extrato

etandlico de Codium tomentosum

Foram testadas 4 diferentes formulagdes de filmes comestiveis (tabela 4).

Tabela 4 Tipos de solugbes formadoras de filmes formuladas.

Controlo 1 1% Alginato de sédio + 1% glicerol

AE 1% Alginato de sédio + 0,5% extrato Q 1 + 1% glicerol
Controlo 2 1% Quitosano + 0,1% Tween 80

QE 1% Quitosano + 0,5% extrato Q 1 + 0,1% Tween 80

Para a preparagao da solugao do controlo 1, dissolveu-se 1 g de alginato de sédio
(Alfa Aesar, Karlsrube, Alemanha) em 100 ml de agua destilada a 75°C, deixando-se em
agitacao cerca de 45 minutos, de modo a promover a maior homogeneizagao possivel.
Apds completa dissolucdo do alginato de sddio, a solugao foi arrefecida a temperatura
ambiente até aos 45°C para a adicao de 813 pl de glicerol (Scharlau, Sentmenat,
Espanha) seguida de homogeneizagdo durante 15 minutos. Foi entdo transferido para
uma placa de diametro 15 cm, um volume correspondente a uma densidade de superficie
de solidos de 70 g.m? (Vargas et al., 2009). A preparacdo das solugdes formadoras de
filme de alginato e extrato foram realizadas do mesmo modo que a anterior, com a
excegao de que antes da adigdo do alginato de sddio se fez a dissolugéo de 0,5 g do
extrato.

Para a formulagao dos filmes de quitosano (Sigma-Aldrich, Alemanha) preparou-se
previamente uma solugao de 1% de acido citrico (dissolvendo-se 1 g de acido citrico em
100 ml de agua destilada), a qual foi adicionada 1 g de quitosano para obter uma solugao
de 1% de quitosano, manteve-se em agitagdo a temperatura ambiente durante 8 horas,
de modo a solubilizar o quitosano; adicionou-se ainda 0,1% de tween 80 (934 upl)
(Scharlau, Sentmenat, Espanha), segundo o método descrito por Vargas e colaboradores
(2009). Visto que apds 8 horas de agitacdo a solugdo de quitosano apresentava alguns
compostos insoluveis efetuou-se filtracdo em gaze de modo a reter as particulas
insoluveis. Segundo Chen e colaboradores (2007) o quitosano é apenas parcialmente
dissolvido em solugdes de 1% de acido citrico, pelo que é aconselhavel realizar uma

filtracdo para obter uma solucao limpida. Apods a filtragao foram transferidos 58,92 ml de
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solugdo para uma placa (correspondente a um densidade de superficie de 70 g/m?), e
submetido a vacuo em dessecadores durante 3 horas com o objetivo de retirar todas as
bolhas de ar presentes (Tripathi et al., 2009).

Por ultimo, para a formulagio da solugédo formadora de filme enriquecida com 0,5%
de extrato de alga, os métodos sdo iguais ao anterior com a excegado de que antes da
adigao do quitosano se adicionou 0,5% (500mg) de extrato de alga a solugdo de 1% de
acido citrico. Foram transferidos para a placa de petri 35,4 ml de solugdo formadora de
filme.

A secagem de todos os filmes foi realizada num secador de tabuleiros (Tray Drier)
com um fluxo de ar de 0,70 m.s™, temperatura de ar seco de 23°C e humidade relativa de
55%. A secagem foi prolongada até estabilizagédo do peso dos filmes (aproximadamente
24 horas). Apds a secagem foram armazenados em dessecadores com uma humidade

relativa de 0 (com silica) para posterior utilizacao.
3.5.2. Avaliagdo de propriedades fisicas dos filmes

3.5.2.1. Solubilidade dos filmes

Na determinagao de solubilidade dos filmes formulados anteriormente foi delineado
um protocolo com base em Phan e colaboradores (2005) e por Hosseini e colaboradores
(2013).

Para tal, secou-se em forno (Memmert) a 105°C durante 24 h uma amostra de 0,5 g
de cada um dos filmes. Apds a secagem o peso dos filmes foi determinado (peso seco
inicial) (Wi). De seguida os filmes secos foram imersos em 30 ml de agua destilada em
suave agitagdo por 24 horas a temperatura de 21°C (x 2°C). De seguida as solugdes
resultantes foram filtradas com um filtro Whatman 4, com o objetivo de recuperar a
matéria insoluvel. Os filtros que continham a fragdo insoluvel foram secos a 105°C
durante 24 horas e pesados no final, de modo a obter o peso seco final (Wf),

correspondente a matéria insoluvel.

A solubilidade do filme (SF %) foi calculada segundo a equagao:

SF (%) = (M‘V_V—Wf)) x 100 (Eq.7)
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Onde, Wi corresponde ao peso inicial do filme seco e Wf é o peso da matéria
insoluvel presente no residuo seco do filme. Todos os testes foram realizados em

triplicado.

3.5.2.2. Espessura dos filmes

A espessura dos filmes obtidos foi determinada com recurso a um micrometro
digital (com uma precisdo de 0,01mm; Metler, Toledo) como descrito em Maran e
colaboradores (2013). A espessura foi medida em 15 pontos diferentes dos filmes e a

média dos valores foi calculada e reportada em milimetros (mm).

3.5.2.3. Absorcéo de luz e transparéncia dos filmes

As propriedades de barreira de luz dos fiimes foram medidas
espectrofotometricamente, expondo os filmes a absorcdo de luz a um comprimento de
onda de 550 nm, de acordo com Al-Hassan e Norziah (2012). A transparéncia dos filmes
foi medida colocando amostras retangulares dos filmes com uma area de 4,5 cm?
diretamente dentro de uma célula do espectrofotémetro. A absorvancia foi lida com o
recurso a um espectrofotdmetro. A transparéncia (T) foi calculada de acordo com a
equacgao:

_ Asso

T= " (Eq.8)

Onde Asso corresponde a leitura da absorvancia da amostra e o x corresponde a
espessura do filme (mm). De acordo com esta equacao, um maior valor de T podera
indicar um menor grau de transparéncia. Os testes foram realizados em triplicados para

cada tipo de filme.

3.5.2.4. Propriedades Mecanicas: Testes de tensdo/perfuracdo e de rutura dos

filmes

Os testes de perfuragdo permitem obter informagdes acerca do comportamento dos
filmes quando aplicados nos alimentos em varias situagdes de manipulagcdo abusiva
(Ghasemlou et al., 2011). Esta medicao foi feita utilizando um analisador de textura. Para
avaliar a resisténcia a perfuragéo, um pedaco de filme com 4 cm? foi colocado sobre uma
plataforma para o teste com um orificio de didametro 1 cm. O filme foi perfurado com uma
sonda cilindrica de 2 mm de didmetro (anexo 1).

A forga maxima medida ao longo do teste, ou seja, a tensdo de perfuragéo (Tp;

N.mm™), foi registada (valores correspondentes ao pico maximo, valores do eixo y). A
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partir dos valores da distancia que a sonda percorreu até romper o filme foi possivel

calcular a taxa de deformacgao (%) dos filmes através da seguinte equagao 9 (anexo 2):

L —Li

Taxa de deformacéo (%) = x 100 (Eq.9)

Onde: L alongamento na perfuragao (mm); Li distancia inicial (mm)
Foram realizadas 9 réplicas para cada tipo de filme.

3.5.2.5. Permeabilidade ao vapor de agua (WVP)

A transferéncia de vapor de agua através dos filmes anteriormente formulados foi
medida de acordo com a ASTM E-96-95 (ASTM, 1995) e Villalobos e colaboradores
(2006). Foram utilizados recipientes de plastico, onde se depositou agua destilada (HR
100%; 2800 Pa) até 2 cm do filme que se encontrava no topo do recipiente, com uma
area de filme exposta de 6 cm?(figura 8). Este recipiente foi acondicionado dentro de um
dissecador com uma solugdo saturada de NaCl (HR 75,7%; 2119,6 Pa) (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Através deste desenho experimental o filme encontrava-se de um
lado exposto a uma humidade relativa de 100% fornecida pela agua destilada e do outro
lado exposto a uma humidade relativa de 75,7% fornecida pela solugédo de NaCl,
permitindo medir a taxa de transmissao de vapor de agua através do filme. Os recipientes
que continham o filme foram acondicionados dentro do dissecador durante uma hora a
partir da qual foram realizadas pesagens em intervalos de 30 minutos durante 4 horas de

ensaio.

Figura 8. Imagem representativa de sistema utilizado para a avaliagdo do WVP dos filmes.

O declive da perda de peso dos recipientes vs tempo de ensaio foi obtido por uma
regressao linear. A medigdo da permeabilidade ao vapor de agua dos filmes foi

determinada segundo a equacgao descrita por Hosseini e colaboradores (2013).
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WVTR x L
WVP = ——— (Eq.10)

Onde: WVP corresponde & permeabilidade ao vapor de agua (kg.m/s.m?Pa);
WVTR taxa de transferéncia de vapor de agua determinada pelo declive da reta a dividir
pela area de filme exposto; L é a espessura média dos filmes; e AP corresponde a

variagao de pressao parcial entre as duas fases do filme.

3.5.2.6. Isotérmicas de sorcdo de humidade dos filmes

Para a determinacdo das isotérmicas de sor¢cdo de humidade foi utilizado um
protocolo adaptado de Phan e colaboradores (2005) e Villalobos e colaboradores (2006).
Inicialmente foi determinada a humidade relativa dos filmes para obter a humidade inicial

destes.

Pedacos de filme com uma area fixa de 6 cm? foram expostos a varias humidades
relativas proporcionadas por diferentes solugdes saturadas correspondendo a diferentes
atividades de agua (ay). As solugdes utilizadas foram MgCI2 (RH 33%; a, 0,34) (AnalaR
Normapur, Alemanha), KCI (RH 44%; a,, 0,88) (Merck, Darmstadt, Alemanha), Mg(NO3),
(RH 50%; a,, 0,59) (AnalaR Normapur, Alemanha), NaCl (RH 75%; a,, 0,76) e KNO3; (RH
93%; ay 0,93) (Merck, Darmstadt, Alemanha). As amostras foram pesadas no primeiro
dia de ensaio de duas em duas horas e nos restantes dias diariamente até atingirem um

peso constante (diferengas de 0,0001g) (figura 9).

Figura 9. Imagem representativa de sistema utilizado para a medigédo de peso dos filmes para as isotérmicas.

Apos o equilibrio, realizou-se a secagem dos filmes para obtengao do peso seco, as
amostras foram colocadas a 105°C durante 48h. Todos os ensaios foram realizados em

triplicado.
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3.5.2.7. Microbiologia: Difusdo em disco

A sensibilidade da microflora nativa da maca as solucdes formadoras de filmes foi
determinada pelo método da difusdo em disco (Jiang et al., 2012).

A microflora nativa da maca foi preparada com 10 g de matéria-prima macerada em
90 ml de Mueller-Hinton Broth (MHB) (pH 7,4 £ 0,1) (Merck, Darmstadt, Alemanha) com o
auxilio de um stomacher (Interscience, Nom, Franga) de seguida foi inoculado 18+ 2 h a
37°C.

Para o método de difusdo em disco, a microflora da maca preparada anteriormente
foi inoculada na superficie de placas (g 90 mm) com Mueller-Hinton Agar (MHA) (pH 7,4
+ 0,2) (HiMedia Laboratories, Mumbai, india). Cinco discos de papel de filtro estéreis
impregnados com as solugdes formadoras de filme e solugdo de extrato Q1 foram
colocados na superficie de cada uma das placas com o auxilio de uma pinga estéril. Foi
também utilizado um disco de antibiético comercial, a Amoxicilina (10ug) (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) como controlo. As placas foram incubadas aerobicamente a
37°C, 24h (Binder, Tuttlingen). O didametro da zona de inibicdo foi medido apds as 24 h de
incubacao. A sensibilidade as diferentes solugdes utilizadas foi classificada pelo didmetro
dos halos de inibicao como: didmetros inferiores a 8 mm, ndo sensivel; didametros entre 9-
14 mm, sensivel; didmetros entre 15-19 mm, muito sensivel; didmetros superiores a 20

mm, extremamente sensiveis (Ponce et al., 2008).
3.6. Tratamento Estatistico

O tratamento estatistico foi efetuado com recurso ao programa /BM® SPSS®
Statistics versao 21 (EUA). Os dados obtidos foram avaliados através do teste de analise
de variancia com 1 fator (ANOVA-1 fator) ou andlise de varidncia com 2 fatores (2 way
ANOVA), seguido pelo teste de Dunnett para comparagdes com o controlo, ou seguido
pelo teste de LSD para comparagbes multiplas. Para as condigbes indicadas nas figuras,
os resultados representam as médias + desvio padrao da média. O teste de Levene foi
usado para testar a homogeneidade de varidncia para todas as variaveis. Em todas as
analises, as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel de

significancia a de 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao das solugoes de revestimento com extratos de algas

As solugdes de extrato de algas utilizados como revestimentos ou incluidos na
formulagao dos revestimentos investigados neste estudo foram caracterizadas em termos
de quantificagdo total de polifendis, reducdo do radical DPPH, proteina, cor, pH e
atividade enzimatica da PPO e POD. Os resultados desta caraterizacdo encontram-se na
tabela 5.

A quantificagdo de polifendis totais (mg/ml) e a determinagdo da percentagem de
reducdo de DPPH eram de extrema importancia visto que um dos objetivos da aplicacao
das solugdes de revestimento em maca era a diminuicdo do escurecimento na maca
minimamente processada por inibicdo da oxidacdo. Pela determinacdo efetuada, as
solugbes com maior quantidade de polifendis totais foram a MN1 e a MN2, estes
resultados eram espectaveis pois estas solugdes resultavam da adicao de extratos de
algas com elevada quantidade de polifendis totais e poder antioxidante (Zubia et al.,
2009; Andrade et al., 2013). As solugbes resultantes dos extratos de Q1 e Q2
apresentavam uma quantidade de polifendis totais quase vestigial e uma percentagem de
redugcdo de DPPH muito baixa, valores concordantes com o baixo teor em compostos
antioxidantes reportados na literatura para estas espécies de algas (Ciancia et al., 2007;
Manivannan et al., 2008; Valentao et al., 2010).

A cor das solugdes de revestimento foi determinada para compreender se a cor
inicial das fatias de maca era influenciada pela coloragdo das solugdes de revestimento.
No presente estudo observou-se que a cor das solugbes nao influenciou a cor do produto
final.

Na caracterizacdo da composicdo dos extratos determinaram-se os teores em
proteina. Uma vez que o teor de lipidos reportado na literatura para as algas em estudo é
residual, o teor em lipidos nao foi considerado (Manivannan et al., 2008; Mohamed et al.,
2012). Considerando a massa de extrato utilizada na formulagéo dos revestimentos, o
teor em lipidos foi desprezado. O pH das solugdes foi determinado com o objetivo de
conhecer as condig¢des iniciais das solugdes de revestimento.

A atividade das enzimas polifenol peroxidase e polifenol oxidase foi determinada in
vitro com o intuito de perceber previamente se as solugdes de revestimento teriam algum
efeito na atividade das enzimas. Com a analise dos resultados obtidos pode-se observar
que as solugdes com extrato de alga tém a capacidade de inibir a atividade enzimatica da
PPO e da POD.
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Tabela 5. Caracterizagdo das solugdes de revestimento controlo (agua), acido citrico (AC),
Fucus spiralis (MN1), Bifurcaria bifurcarta (MN2), Codium tomentosum (Q1) e Codium vermilara
(Q2): quantificagéo polifendis totais (QTP), percentagem redugao de DPPH, proteina total, cor, pH,
inibicdo da atividade enzimatica de peroxidase (POD) e polifenol oxidase (PPO). Os valores
correspondem a média + desvio padrao (n=3; cor n=9). Diferengas estatisticamente significativas
em relagado: * controlo; # AC; t MN1; & MN2; £ Q1 (p< 0.05, ANOVA, teste de LSD).

QTP % Redugao DPPH Proteina total Cor pH
(mg/ml) (g9/1009)
Controlo L: 36,64 £ 1,03
0,0000 0,0 0 a*-0,75+0,03 5,80+ 0,02
b*: 1,83 + 0,07
AC L: 34,87 + 0,96
00016 + 7,5* £2,09 0 a*:-0,75+ 0,04 2,40 +0,01
001 b*: 1,76 + 0,09
MN1 05000+ £ L:22,52 +0,32
' . 47,2** + 2,21 0,28+ + 0,02 a*:-1,27+0,02 6,13 +0,01
b*: 10,09 0,12
MN2 " L: 19,58 + 0,34
035007 25,3+ 0,77 0,21**+ 0,03 a*: 1,34 + 0,03 5,81 + 0,02
0,03 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
b*: 4,54 + 0,09
" L: 33,87 + 0,90
Q1 LU 1,7" + 0,95 0,13**%+ 0,05 a*-3,18+0,10 6,72 +0,02
e b*: 11,63 +0,35
Q2 sias L: 32,54 + 0,50
001707 1,1*%% + 3,07 0,11**% 4+ 0,01 a*-2,70+0,07 6,80 + 0,01
+0,01 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
b*: 10,83 0,22
Atividade POD Atividade PPO
(abs.s’1) (abs.s'1)
Controlo 4,00e-5+0,00 3,50E-4+ 7,10E-05
AC 2,50%e-5+7,07 -6 2,50E-4+ 7,10E-05
MN1 2,00E-5+1,41E-05 1,90**E-4+ 1,4E-04
MN2 2,00"E-5+0,00 2,00"E-4+ 7,10E-05
Q1 1,50%E-5+7,07E-6 1,50**E-4 + 7,10E-05
Q2 1,50%E-520 1,50**E-42 0,00
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Apdés a caracterizagdo das solugdes de revestimento a utilizar, estas foram
efetivamente aplicadas in vivo em magas fatiadas. Os resultados obtidos encontram-se

representados nos pontos 4.2 e 4.3.

4.2. Avaliacdao do efeito das solucdoes de revestimento em maca fatiada e

homogeneizado de mac¢a a temperatura ambiente

Com o intuito de avaliar o potencial de utilizacdo dos extratos produzidos na
formulacao de revestimentos comestiveis para produtos de IV gama foram efetuados dois

testes preliminares.

No primeiro teste as amostras de maga fatiada foram imersas nas solugdes de
revestimento agua (controlo), 0,5% Fucus spiralis (MN1), 0,5% Bifurcaria bifurcata (MN2),
0,5% Codium tomentosum (Q1) e Codium vermilara (Q2) (durante 2 minutos, com uma
agitacao suave num volume de 100 ml de solugdo) e depois expostas a temperatura
ambiente (21 £ 2°C) sem qualquer protecao da luz solar durante 90 minutos.

Apoés o ensaio foi avaliado o indice de escurecimento nas fatias de maca (figura
10). As amostras tratadas com as solugdes de revestimento com os extratos de algas
apresentaram um indice de escurecimento significativamente inferior ao controlo (agua)
(p<0,05, ANOVA, teste Dunnett). Pode-se afirmar que a aplicagdo das solugdes de
revestimento enriquecidas com os extratos de algas traz beneficios para a conservagao
de maca minimamente processada relativamente a este atributo de qualidade, bastante
valorizado pelo consumidor. A evolugdo da cor nas fatias de maca foi ainda
acompanhada fotograficamente, estando os registos apresentados na figura 11. Os
resultados obtidos no indice de escurecimento sdo assim corroborados pelas fotografias
apresentadas, pois as fatias de maca revestidas com solugdes enriquecidas com extrato
de alga apresentaram, apds 90 minutos, menores alteragdes visuais do que o controlo e

o acido citrico.
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Figura 10. indice escurecimento das amostras tratadas com as solugdes 0,5% de extrato de
algas (Fucus spiralis (MN1), Bifurcaria bifurcata (MN2), Codium tomentosum (Q1) e Codium
vermilara (Q2)) ou 0,5% de &cido citrico ou agua (controlo) apds 90 minutos de exposicdo a
temperatura ambiente (21 + 2°C), sem protecédo da luz. Valores correspondem a média * desvio
padrao (n=3). * Diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controlo (p<0,05, ANOVA,

teste Dunnett).

Controlo Acido Citrico

Figura 11. Alteragdes/evolugdo visual das amostras revestidas com agua (controlo),
solugbes de 0,5% acido citrico (AC), 0,5% Fucus spiralis (MN1), 0,5% Bifurcaria bifurcata (MN2),
0,5% Codium tomentosum (Q1) e 0,5% Codium vermilara (Q2), imediatamente apds a aplicagao
dos revestimentos (0 minutos) e aos 90 minutos de exposicdo a temperatura ambiente (21 £ 2°C)

e sem protegao da luz.

O segundo ensaio realizado para a avaliagdo da potencial capacidade protetora dos
extratos foi a sua aplicagédo em puré de macga (produzido através da homogeneizagéao de
maga fatiada). O indice de escurecimento foi determinado apés 10 minutos de exposigao
do homogeneizado a temperatura ambiente (21 £ 2°C) e sem protegéo da luz, estando os

resultados apresentados na figura 12. Foi observada uma redugéo significativa do indice



de escurecimento nas amostras tratadas com os concentrados de origem marinha
relativamente a amostra de controlo (p<0,05, ANOVA, teste Dunnett).

As amostras revestidas com solugdo de acido citrico, apesar da utilizagao corrente
deste como agente antioxidante e regulador de acidez (E-330) (95/2/CE), apresentaram
um indice de escurecimento superior ao controlo. Este aspeto sera abordado
posteriormente no ponto 4.3.3. Quanto as restantes amostras tratadas com as solugoes
de revestimento com extrato de alga, todas apresentaram um indice de escurecimento
significativamente inferior ao controlo, contribuindo assim para uma melhor manutengao
do apelo visual do produto. A evolugao da cor dos homogeneizados de maca foi ainda
acompanhada fotograficamente (figura 13). Os resultados obtidos no indice de
escurecimento sdo corroborados pelas fotografias apresentadas, pois o0s
homogeneizados provenientes de fatias de macéa revestidas com solugdes com extrato
apresentaram, ap6s 10 minutos, menores alteragbes visuais do que as tratadas com

controlo e acido citrico.
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Figura 12. indice de escurecimento de homogeneizado de macd revestidas com agua
(controlo) e solugdes de 0,5% acido citrico (AC), 0,5% Fucus spiralis (MN1), 0,5% Bifurcaria
bifurcata (MN2), 0,5% Codium tomentosum (Q1) e 0,5% Codium vermilara (Q2) ap6s 10 minutos
de exposi¢cdo a temperatura ambiente (21 £ 2°C), sem protecdo da luz. Valores correspondem a
média + desvio padrao (n=3). * Diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controlo
(p<0,05, ANOVA, teste Dunnett).
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Controlo Acido Citrico

Figura 13. Alteragdes/evolugao visual de homogeneizado de macga pré-revestidas com agua
(controlo), solugbes de 0,5% acido citrico (AC), 0,5% Fucus spiralis (MN1), 0,5% Bifurcaria
bifurcata (MN2), 0,5% Codium tomentosum (Q1) e 0,5% Codium vermilara (Q2)), imediatamente
apos a aplicagdo dos revestimentos (0 minutos) e aos 10 minutos de exposi¢cdo a temperatura

ambiente (21 £ 2°C) e sem protegéo da luz.

Apoés a aplicacao das solugdes de revestimento e a da avaliagdo do seu efeito em
macas fatiadas e em homogeneizado de maga, pode-se concluir que os compostos
testados tém potencial de aplicacdo na formulacdo de revestimentos comestiveis para
produtos de IV gama.

Para avaliagdo da funcionalidade destes num produto produzido e armazenado em
condigdes semelhantes as dos produtos analogos comercializados foi investigado o efeito
da aplicacdo das solugdes de revestimento em magads minimamente processadas,

armazenadas a 4°C, protegidas da luz durante 20 dias de armazenamento.

4.3. Avaliagdao do efeito da introducao dos extratos de origem marinha na

formulagao de revestimentos em macga de IV gama

A avaliagdo da qualidade da macga Fuji revestida com as solugdes de revestimento
utilizadas no presente estudo foi baseada em analises tipo normalmente realizadas e de
acordo com o efetuado neste tipo de ensaios na literatura, de forma a contemplar a
evolucao de parametros fisicos e quimicos significativos para a qualidade do fruto. Assim,
na maga revestida com as diferentes solucdes de revestimento e no controlo, as analises
efetuadas foram: percentagem de perda de massa, variagdo de pH, variagdo teor de
solidos soluveis (Brix°), variagao do teor de humidade entre durante os 20 dias de ensaio.
Foi ainda acompanhada a evolu¢do dos atributos texturais das amostras, o indice de

escurecimento, e a atividade enzimatica de POD e PPO.
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4.3.1. Alteracoes fisico-quimicas de macas revestidas com solucoes de revestimento

Em produtos minimamente processados as taxas de respiracdo aumentam, quando
comparados com produtos nao processados. O corte e consequente rutura de tecidos e
aumento da area de contacto com o meio ambiente sdo alguns fatores que levam a uma
perda de agua para o meio ambiente, e a uma rapida perda de massa dos frutos e
vegetais (Qi et al., 2011). A perda de massa em frutas é devida a processos de
transpiracao e respiracdo que sdo determinados pelo gradiente de pressdo do vapor de
agua entre a fruta e o ambiente envolvente (Maguire et al., 2000; Valero et al., 2013).
Apo6s 20 dias de armazenamento, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas entre as amostras submetidas aos diferentes tratamentos na percentagem
de peso perdido entre o dia 0 e o dia 20 dos ensaios (p< 0,05) (tabela 6).

Bai e colaboradores (2003) verificaram que macgas Fuji nao revestidas
apresentavam uma perda de peso de 5,1% apos 4 semanas de armazenamento a 5°C,
pelo que, no presente estudo, seria esperado a perda de uma maior percentagem de
massa nas amostras controlo ao final de 20 dias de armazenamento, e ndo nas amostras
revestida. Perez-Gago e colaboradores (2005) também observaram que fatias de macga
com filmes de polipropileno apresentaram uma menor perda de massa comparativamente
com o controlo. Uma possivel justificacdo para diferentes perdas de massa observadas
nos diferentes tratamentos podera dever-se a varios estados de maturacao dos frutos no
momento da aplicacdo do revestimento, uma vez que nao é possivel ter frutos com um
estado de maturagao rigorosamente igual entre si (Bai et al., 2003). A superficie de
PMP’s tem uma elevada humidade relativa, e por esta razdo, o desempenho dos
revestimentos na reducdo da perda de peso ndo é tdo eficiente como quando os
revestimentos sao aplicados a fruta inteira (Perez-Gago et al., 2005).

Em relagéo a variagao do teor de humidade entre os dias 0 e 20 de ensaio foi
possivel verificar que as fatias de maga sem tratamento (controlo) apresentaram uma
perda de humidade significativamente superior (p <0,05) as restantes amostras (tabela 6).
Chauhan e colaboradoes (2011) observaram que em maga Fuji ndo tratada, o teor de
humidade diminuiu significativamente quando comparado com maga revestida com gel de
aloé vera, apds 10 dias de armazenamento a 6 = 1 °C. As restantes amostras
apresentaram menores perdas de humidade uma vez que com a aplicagdo de um
revestimento a transferéncia de vapor de agua diminui levando a menores perdas
(Ayranci e Tunc, 2003).

Apesar de nao se terem observado diferencgas significativas de massa ao longo dos

20 dias, foi observada diferenca na humidade existente nas diferentes situagbes
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experimentais. Uma possivel explicagdo sera o facto de os revestimentos utilizados,
apesar de formarem uma barreira eficaz contra a migragao de solutos que permite manter
0 peso, possuem elevada permeabilidade ao vapor de agua que justifica as alteragbes de
humidade das amostras (Rojas-Gral et al., 2008).

Os agucares presentes nas fatias de maga ou o teor em solidos soluveis (TSS)
(°Brix) foram determinados ao longo do ensaio, permitindo obter a variacdo de TSS entre
os dias 0 e 20 do ensaio (tabela 6). O controlo foi a amostra que apresentou o maior
aumento de TSS (p <0,05), enquanto nas restantes amostras os valores de TSS nao
variaram significativamente entre o inicio e o fim do ensaio (p> 0,05). As variagbes do
teor de sodlidos soluveis podem ser atribuidas a quebra dos hidratos de carbono (amido)
em acgucar durante o processo de armazenamento. Curiosamente a amostra tratada com
a solucdo de revestimento Q1 teve um decréscimo nos valores de TSS, podera ser
justificavel pela elevada quantidade de hidratos de carbono presentes no extrato da alga
Q1. Manivannan e colaboradores (2008) caracterizaram extratos de Codium tomentosum

e verificaram que esta era rica em hidratos de carbono (20,47 + 0,5%).

Quanto as variagdes de pH (tabela 6) das amostras entre os dias 0 e 20 do ensaio,
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre o controlo e os
restantes tratamentos (p <0,05). Na amostra controlo observou-se uma diminuigdo dos
valores de pH enquanto nos outros tratamentos ocorreu uma ligeira subida dos mesmos,
exceto nas amostras Q2. Cocci e colaboradores (2006) também nao verificaram
alteragdes significativas de pH em magas embaladas em atmosferas ndo convencionais,

pelo que as variagbes apresentadas eram as esperadas.
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Tabela 6. Alteracdes fisico-quimicas de fatias de maga revestidas com agua (controlo),
solugdes de 0,5% &cido citrico (AC), 0,5% Fucus spiralis (MN1), 0,5% Bifurcaria bifurcata (MN2),
0,5% Codium tomentosum (Q1) e 0,5% Codium vermilara (Q2)). Diferengas entre dia 0 e dia 20 do
ensaio. Os valores correspondem a média £ desvio padrdo (n=3); *Diferengas estatisticamente

significativas em relagdo ao controlo (p<0,05, ANOVA, teste Dunnett).

% Perda de VELETET VELETET

Variagao pH

massa Teor de humidade °Brix (g/100g)

Controlo 0,73+0,42 -3,04 £ 0,39 2,8+£0,06 -0,03 £ 0,01
AC 1,64 £ 0,98 0,22* + 1,06 0,4*+0,17 0,26* + 0,03
MN1 0,87 £ 0,65 0,73*+ 1,32 0,6* +0,23 0,07* + 0,01
MN2 1,07 £ 0,37 -0,99 £ 1,36 0,9* + 0,06 0,15* + 0,05
1 1,41 +1,63 0,50* £ 0,81 -0,5*£0,12 0,06* + 0,02
Q2 1,20+ 1,24 -0,54* + 0,27 0,2*+0,12 -0,09* + 0,04

4.3.2. Alteracoes de Textura: Firmeza

Em PMP da-se uma deterioragdo bastante rapida do produto o que pode ser
prevenido pela aplicacdo de um revestimento. Em magas minimamente processadas este
problema ocorre principalmente devido a hidrélise acida e a degradacdo enzimatica que
ocorre nos tecidos da macéa, conduzindo a uma perda de firmeza e atributo crocante,
comprometendo a sua qualidade sensorial (Wu e Chen, 2013). Os resultados do atributo
crocante nao estdo representados graficamente uma vez que nao foram encontradas
diferencas significativas (p> 0,05) no atributo crocante das fatias de mac¢a estudadas ao
longo do ensaio (anexo 3).

Pela analise da tabela 7 é possivel observar um aumento significativo (p< 0,05) dos
valores da firmeza das todas amostras do dia 0 para o dia 4 o que pode ser justificado
pela diminuicdo do teor de humidade das amostras entre os dias 0 e 4 do ensaio (anexo
4). Voon e colaboradores (2006) verificaram que o acréscimo da firmeza no fruto durido
minimamente processado poderia estar relacionado com a diminuicdo da humidade do
fruto armazenado a 4 £ 2°C.

Entre o dia 4 e o dia 20 do ensaio, nas amostras controlo e MN2 deu-se um
decréscimo significativo (p< 0,05) nos valores de firmeza das mesmas. Nas restantes
amostras ndo ocorreram diferengas estatisticas (p> 0,05), demonstrando a eficacia da
aplicagao dos revestimentos que permitem manter a firmeza da maga ao longo do tempo

de armazenamento. Estes resultados sao ainda mais importantes, se atentarmos ao facto
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de que em magas revestidas com gel de aloé vera (Chauhan et al., 2011), com quitosano
e cloreto de calcio (Qi et al., 2011), e pululano enriquecido com agentes anti-
escurecimento e antibacterianos (Wu e Chen, 2013) nao foi observada uma manutengao
da firmeza da amostra ao longo do armazenamento através da aplicagdao dos
tratamentos. Deste modo, a utilizacdo destes revestimentos pode ser assim mais

vantajosa do que alguns revestimentos estudados anteriormente.

Tabela 7. Efeito das solugbes de revestimento controlo (agua), AC (acido citrico), MN1
(Fucus spiralis), MN2 (Bifurcaria bifurcata), Q1 (Codium tomentosum) e Q2 (Codium vermilara) na
firmeza (N.s). Os valores correspondem as médias + desvio padrdo (n=3). Diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao controlo (p< 0,05, ANOVA, teste de LSD): * dia O; #

dia 4; t dia 8; & dia 12; £ dia 16.

Firmeza

(N.s)

Controlo 11,26 +1,2  2544*+2 46 21,35*+556 16,36 +1,69 17,69*'+1,07 18,13*'+3,16
AC 11,35+ 2,39 21,95°+0,92 18,69*+4,57 23,44*+3.49 1822*%+350 19,24*+2 41
MN1 11,13+ 1,07 20,48*+3,25 17,87*+3,78 19,79*+2,61 19,66*t549  19,88*+2,02
MN2 10,79+ 1,47 21,65*+3,66 16,93*+2.43 24.46*+3,70 21,59*+3.82 14,9515 56
Q1 11,24+ 0,96 18,55*+2,47 24,79**+2.82 19,83*+1,81 21,68*+4,48 21,56*+3,34
Q2 10,66 + 0,93 25,63*+4,36 23,06*+4,59 19,66*+2,73  20,34*+3,47  19,28*+8,33

4.3.3. Avaliacdo da cor

Os dados relativos ao indice de escurecimento das macgas fatiadas no ultimo dia de

armazenamento estdo apresentados na figura 14. As imagens das fatias de maca no
primeiro dia do ensaio e no ultimo dia estdo apresentadas na figura 15, para uma melhor
percecao da alteracao visual das mesmas. As imagens fotograficas resultantes de todos
os dias de ensaio encontram-se em anexo (anexo 5).

Da analise da figura 14, as amostras que apresentaram um maior indice de
escurecimento, comparativamente com o controlo, foram as revestidas com AC e MN1

(p< 0,05). De facto nao era esperado um escurecimento tdo acentuado das macas

58



tratadas com o AC, pois este € amplamente utilizado na industria alimentar como agente
anti-escurecimento (Son et al., 2000; Son et al., 2001). O &cido citrico € um aditivo
utilizado como agente quelante do cobre no local ativo da polifenol oxidase inativando-a,
e acidulante, reduzindo o pH (Lee et al., 2003). Em conjunto estas duas ag¢des do acido
citrico diminuem o escurecimento do produto final. No entanto, o tratamento com acido
citrico ndo resultou num baixo indice de escurecimento (86,7%) como era expectavel.
Lee e colaboradores (2003) num estudo com magéas Fuji minimamente processadas
obtiveram os mesmos resultados, utilizando uma concentragdo de 1g/100ml de acido
citrico. Ap6s 14 dias de ensaio, as macas revestidas com acido citrico apresentavam
baixos valores de L (luminosidade), resultante de um elevado indice de escurecimento,
quando comparadas com macas revestidas com outros antioxidantes (acido ascérbico e
oxalico). Son e colaboradores (2001) sugerem a utilizagdo de acido citrico em conjunto
com outros agentes antioxidantes promovendo assim um efeito sinergético benéfico para
a preservagao da cor em PMP. Também o tratamento com MN1 apresentou um indice de
escurecimento acentuado (79,3%), resultado este ndo esperado. Através da andlise da
tabela 5 era esperado que as solugdes de revestimento com uma maior reducdo de
DPPH (47,2%) e maior quantidade total de polifendis (0,5 mg/ml) conferissem uma
protecio a magad e consequentemente um menor indice de escurecimento.
Curiosamente, os valores mais baixos foram os dos tratamentos com Q1 e Q2 com
41,8% e 45,5% respetivamente, correspondendo as solugdes de revestimento com a
menor capacidade de redugcdao de DPPH (tabela 5). Através de analise estatistica &
possivel afirmar que os valores de indice de escurecimento do Q1 sao significativamente
inferiores ao controlo (41,81%) (p< 0,05, ANOVA, teste de LSD) (anexo 6), permitindo
ainda escolher a solucéo de revestimento Q1 como aquela que impede o escurecimento
da maga, embora ainda com mecanismos desconhecidos. Valentdo e colaboradores
(2010) sugerem a produgdo de metabolitos secundarios, as micosporinas, com
capacidade de absor¢édo da radiagdo, que poderdo assim permitir a protecdo da maca
contra a oxidagao dos tecidos. A presenca de carotenoides e de hidratos de carbono no
extrato da alga Q1 podera resultar também numa protegdo extra dos tecidos da maga,
uma vez que ambos os compostos poderao ter também como funcéo a protegao contra
danos foto-oxidativos dos tecidos das algas (Manivannan et al., 2008; Valentao et al.,
2010).
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Figura 14. indice de escurecimento de magas revestidas com solugdes de revestimento
agua (controlo), 0,5% acido citrico (AC), 0,5% Fucus spiralis (MN1), 0,5% Bifurcaria bifurcata
(MN2), 0,5% Codium tomentosum (Q1) e 0,5% Codium vermilara (Q2) ao dia 20 do ensaio. Os
valores correspondem a média + desvio padrdo (n=9). * Diferengas estatisticamente significativas

em relagao ao controlo (p<0.05, ANOVA, teste Dunnett).

Ao observar as imagens da figura 15 é possivel confirmar os resultados obtidos com o
célculo do indice de escurecimento, onde as amostras tratadas com a solugido de acido
citrico e MN1sao as que escureceram mais, enquanto as amostras com Q1 foram as que

mantiveram a aparéncia durante os 20 dias de ensaio.

Controlo Acido Citrico

Dia 0

Dia 20

Figura 15. Alteragdes/evolugdo visual das fatias de maca revestidas com agua (controlo),
solugdes de 0,5% acido citrico (AC), 0,5% Fucus spiralis (MN1), 0,5% Bifurcaria bifurcata (MN2),
0,5% Codium tomentosum (Q1) e 0,5% Codium vermilara (Q2) imediatamente apds a aplicagao

dos revestimentos (dia 0) e ao dia 20 do ensaio.
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4.3.4. Atividade Enzimatica

A atividade de enzimas oxidativas desempenha um papel importante na
degradagéo de qualidade em frutas e vegetais minimamente processados. As enzimas
oxidativas polifenol peroxidase e polifenol oxidase sao ativadas como resposta ao stress
gerado pelo processo de corte e consequente aumento das taxas de respiragcao (Lee et
al.,, 2003; Chauhan et al., 2011). Estas enzimas s&o ainda responsaveis pela protegao
contra microrganismos por meio de escurecimento e desintoxicagdo, causado pela
quebra de hidroperéxidos gerados pela degeneragdo de membranas biolégicas.

No tratamento estatistico da atividade enzimatica das enzimas PPO e POD, o teste
de Levene foi usado para testar a homogeneidade de variancia para todas as variaveis.
Como foram encontradas diferencas significativas, os dados foram transformados (valor
logaritmico). Neste caso, as transformacgdes ndo removeram a heterogeneidade, sendo
na mesma realizadas as analises sobre os dados originais. Segundo Underwood (1997)
este é um procedimento fiavel ja que a analise de variancia é bastante robusta nos seus
pressupostos, especialmente quando o planeamento de amostragem segue um desenho
equilibrado e contém um grande numero de amostras ou tratamentos, como é o caso do

nosso estudo.

43.41. Atividade enzimatica da Polifenol Oxidase

Os efeitos das solugdes de revestimento 0,5% de acido citrico (AC), 0,5% Fucus
spiralis (MN1), 0,5% Bifurcaria bifurcata (MN2), 0,5% Codium tomentosum (Q1) e 0,5%
Codium vermilara (Q2) na atividade enzimatica de PPO ao longo dos dias do ensaio
estao representados na figura 16. Da analise da atividade da PPO, nos diferentes dias de
ensaio, é possivel afirmar que existem algumas diferengas estatisticamente significativas
(p< 0,05, ANOVA, teste de Dunnett ) entre as solugdes de revestimento utilizadas e o
controlo, nos diferentes dias de amostragem. Das solugdes de revestimento utilizadas a
que mais inibiu a atividade enzimatica foi a Q1, com diferengas estatisticamente
significativas aos dias 0, 4, 8, 16 e 20 entre Q1 e o controlo. Estes resultados encontram-
se de acordo com os resultados descritos anteriormente, onde o menor indice de
escurecimento foram obtidos nas amostras tratadas com Q1. Tal resultado nédo é
surpreendente, ja que a atividade da PPO é geralmente considerada como o primeiro
passo para o escurecimento enzimatico (Mayer, 2006). Os resultados obtidos do ensaio

in vitro do efeito das solucdes de revestimento na atividade da enzima (ponto 4.1.)
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permitiam afirmar ainda que a ag¢ao do revestimento Q1 seria promissor relativamente a
inibigdo enzimatica, o que se confirma com os resultados obtidos.
N&o é possivel comparar os valores obtidos com bibliografia visto que se trata de

um ensaio pioneiro ndo havendo bibliografia comparativa.
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Figura 16. Atividade enzimatica da enzima polifenol oxidase (PPO) de macgas tratatas com as
solu¢des de revestimento agua (controlo), 0,5% acido citricio (AC), 0,5% Fucus spiralis (MN1),
0,5% Bifurcaria bifurcata (MN2), 0,5% Codium tomentosum (Q1) e 0,5% Codium vermilara (Q2),
entre os dias 0 e 20 de ensaio, a 4°C. Os valores correspondem as médias * desvio padrao (n=3).

Diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controlo (p< 0,05, ANOVA, teste de
Dunnett): * dia 0; # dia 4; t dia 8; £ dia 16; § dia 20.

4.3.4.2. Atividade enzimatica da Peroxidase

Embora seja reconhecido que a PPO é a principal enzima relacionada com o
escurecimento enzimatico em macgas minimamente processadas, também & necessario
estudar as alteracdes da enzima POD, uma vez que esta também pode contribuir para as
alteragdes de produtos minimamente processados (Jang e Moon, 2011).

As alteracbes na atividade da POD ao longo dos dias do ensaio estédo
representadas na figura 17. Também foram detetadas diferengcas estatisticamente
significativas (p< 0.05, ANOVA, teste de Dunnett) nos diferentes dias de ensaio nos
revestimentos utilizados. As amostras tratadas com Q1 e Q2 foram as que apresentaram
uma menor evolugdo da atividade da POD, podendo indicar que as solugbes de
revestimento Q1 e Q2 resultam numa inibicdo da atividade enzimatica. De novo estes
resultados encontram-se de acordo com os resultados obtidos e discutidos anteriormente,
onde o indice de escurecimento e mesmo as alteragdes fisicas das fatias de maga foram

menores nas amostras Q1 e Q2. Também os resultados obtidos com a atividade in vitro
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séo agora confirmados, pois as solugbes Q1 e Q2 foram as que apresentaram uma maior

inibicdo enzimatica.
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Figura 17. Atividade enzimatica da enzima peroxidase (POD) de magas tratatas com as
solugbes de revestimento agua (controlo), 0,5% acido citricio (AC), 0,5% Fucus spiralis (MN1),
0,5% Bifurcaria bifurcata (MN2), 0,5% Codium tomentosum (Q1) e 0,5% Codium vermilara (Q2),
entre os dias 0 e 20 de ensaio, a 4°C. Os valores correspondem as médias + desvio padrao (n=3).
Diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controlo (p< 0,05, ANOVA, teste de
Dunnett): * dia O; # dia 4; t dia 8; & dia 12; £ dia 16; § dia 20.

Dia 0
Dia 4
Dia 8
Dia 12
Dia 16
Dia 20

Com base nos resultados obtidos com a aplicacdo das solugdes de revestimento
com extrato de algas em magad minimamente processada foi possivel escolher o extrato
Q1 com maior potencial de aplicagdo na formulacdo de revestimentos comestiveis. De
todos os resultados, os que permitiram decidir qual a solugcdo de revestimento a utilizar
foram o indice de escurecimento, na macga processada e armazenada a temperatura
ambiente e a 4°C e nos homogeneizados de maca, as fotos com a evolugao visual dos
mesmos e a menor atividade enzimatica de PPO e POD. Da observagao dos resultados,
as amostras revestidas com o extrato Q1 apresentaram um indice de escurecimento
reduzido, como verificado instrumentalmente e corroborado pela analise da aparéncia
das amostras. A aplicagédo deste extrato inibiu significativamente a atividade das enzimas
oxidativas de PPO e POD.

Apo6s a escolha da Q1, foram realizados testes a filmes de alginato e quitosano
enriquecidos com extrato Q1. A avaliacdo das propriedades de filmes ediveis quando

aplicados nos produtos € muito complexa pelo que a sua avaliagdo foi feita sem estar
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aplicado no fruto. O facto de ao estudar os filmes e os resultados serem transponiveis

para matrizes alimentares suporta esta decisao.

4.4. Avaliagao de propriedades fisicas dos filmes de alginato e quitosano

enriquecidos com extrato da alga Q1

Para a avaliagdo de propriedades fisicas dos filmes de alginato a 1% e quitosano a
1% enriquecidos com 0,5% de solugéo extrato de alga Q1 foram determinadas as
seguintes caracteristicas: solubilidade em agua, espessura, transparéncia, tensdo de
perfuragéo, taxa de deformagao, permeabilidade ao vapor de agua, isotérmicas de sorgéao
a 21 + 2 °C e capacidade antimicrobiana. A formulagdo dos filmes testados encontra-se

na tabela 4.

4.4.1. Solubilidade dos Filmes

A solubilidade de filmes ediveis em agua €& um indicador da resisténcia do
revestimento a agua. Uma maior solubilidade podera indicar uma menor resisténcia do
filme, ou seja, na presenga de agua o filme podera dissolver-se perdendo o seu efeito
protetor a superficie do alimento (Maizura et al., 2007). A solubilidade é ainda um fator
importante que determina a biodegradabilidade dos filmes quando utilizados como
cobertura de alimentos (Maizura et al., 2007). A figura 18 mostra a solubilidade em agua
dos filmes formulados. Os filmes formulados com quitosano apresentam uma menor
solubilidade, quando comparados com os filmes formulados com alginato (p< 0,05, 2 way
ANOVA, teste LSD), resultados estes concordantes com a bibliografia que indica que o
quitosano tem uma menor solubilidade, quando comparado com o alginato (Lee e
Mooney, 2012; Hosseini et al., 2013). A elevada solubilidade dos filmes de alginato sera
justificada pelo caracter hidrofilico e sensibilidade dos filmes de alginato a agua
(Abdollahi et al., 2013;Galus e Lenart, 2013). A solubilidade do quitosano em agua sera
mais baixa, pois o quitosano € um polissacarideo que apenas é soluvel em solugbes com
pH acido (Dash et al., 2011).

Verificou-se que a adigdo do extrato da alga Q1 resulta numa diminuigdo
estatisticamente significativa (p< 0,05, 2 way ANOVA, teste LSD) da solubilidade dos
filmes de alginato e num aumento significativo da solubilidade dos filmes de quitosano.
Rattaya e colaboradores (2009) observaram que ao adicionarem extrato da alga
Turbinaria ornata a solubilidade de filmes de gelatina de peixe diminuia. Os resultados
obtidos correspondem a uma mistura entre os polimeros utilizados e o extrato da alga, o

que pode resultar em interacbes entre ambos os compostos utilizados, causadas por

64



exemplo por forgas eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio (Hosseini et al., 2013). Estas
interagbes poderao justificar as alteragdes divergentes de solubilidade causadas pela
adicdo de extrato de alga ao alginato e ao quitosano. Estes resultados indicam que a
inclusdo do extrato Q1 num filme polimérico de alginato podera, além de potenciar as
propriedades protetoras como indicado pelos resultados apresentados na seccéo 4.3.,
contribuir para uma resisténcia mais elevada do filme quando aplicado em alimentos com
elevado teor de humidade. Enquanto num filme polimérico de quitosano, apesar de
contribuir para um decréscimo da resisténcia, podera facilitar o processo de preparagao e

aplicagao do filme ao aumentar a solubilidade da formulagéo.
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Figura 18. Solubilidade filmes de 1% alginato (A), 1% alginato com 0,5% de extrato Q1
(AE), 1% quitosano (Q) e 1% quitosano com 0,5% de extrato Q1 (QE). Os valores correspondem
as médias * desvio padrao (n=3). Diferencas estatisticamente significativas em relagao * ao

alginato; # alginato com extrato; t quitosano (p< 0,05, 2 way ANOVA, teste LSD).

4.4.2. Espessura e Transparéncia dos Filmes

A espessura dos filmes produzidos variou entre 0,03 e 0,06 mm, sendo que a
espessura maior corresponde ao filme Q e o de menor ao filme de AE.

Os filmes de quitosano eram flexiveis e faceis de remover da placa, pelo contrario
os filmes de alginato eram suaves, pegajosos e encolhiam facilmente quando removidos
das placas, depois de expostos, por um curto periodo de tempo, ao ambiente de
laboratério (75 % humidade relativa). Al-Hassan e Norziah (2012) obtiveram resultados
similares em filmes de amido e amido/gelatina de peixe, sugerindo que o comportamento
dos filmes seja influenciado pela hidroscopia dos polimeros. Os filmes de alginato ao

entrarem em contacto com um ambiente com elevada humidade relativa, incorporam a
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agua do meio ambiente, facto que podera estar relacionado com a sua elevada
solubilidade em agua. Ao serem soluveis em &agua, os fiimes tém a capacidade de
absorverem a agua logo quando expostos a humidade relativa presente no ambiente. A
agua vai ser incorporada nos filmes e assim alterar as interagées do polimero (Hosseini
et al., 2013). O mesmo podera justificar o melhor manuseamento dos filmes de quitosano,
uma vez que sdo menos soluveis em agua e nao irdo absorver tdo facilmente a agua
presente no meio ambiente, e deste modo as interagdes do polimero nao seréo alteradas.

As propriedades oticas sao essenciais para definir a funcionalidade dos filmes e/ou
revestimentos a serem aplicados em alimentos, uma vez que afetam a aparéncia do
produto revestido, o que é um importante fator de qualidade (Pereda et al., 2012). Tal
como foi referido na seccdo dos métodos, um maior valor de T (equacao 5) revela um
filme com um menor grau de transparéncia e com uma elevada absorvancia de luz. De
acordo com os resultados obtidos e representados na tabela 8, o filme que apresentou
uma menor transparéncia foi o filme AE (p< 0,05, 2 way ANOVA, teste LSD). Ao
apresentar o valor mais elevado de T, significa que o filme AE é um filme que absorve a
luz, o que podera ser vantajoso na aplicagdo em alimentos, pois estudos indicam que ao
absorverem a luz estes filmes poderdo proporcionar excelentes barreiras a oxidagao
induzida pela luz envolvente (Al-Hassan e Norziah, 2012). A adi¢gdo do extrato de alga ao
alginato podera trazer assim beneficios para a protegdo dos alimentos a luz. No entanto,
sera necessario assegurar que a sua aplicacdo ndo compromete o apelo visual dos
produtos. A aparéncia do produto devera manter-se inalterada para que continue a ser
apelativo para o consumidor.

A adicédo do extrato de alga ao quitosano provoca uma diminui¢do dos valores de
transparéncia, quando comparados com os filmes Q (p< 0,05, 2 way ANOVA, teste LSD).
Este facto é curioso, pois a adicdo do extrato ao quitosano tem um efeito contrario ao do
alginato, o que podera ser justificado por diferentes interacbes entre os polimeros
utilizados e os compostos do extrato de algas (Hosseini et al., 2013).

As concentragcdes de alginato e quitosano poderdo influenciar os valores de
transparéncias dos filmes. Na bibliografia encontram-se valores de transparéncia para
filmes com 1 % de alginato (T=1,28) (Pereira et al., 2013) e com 1,5% de quitosano
(T=0,98) (Pereda et al., 2012), valores inferiores aos obtidos no presente estudo. Assim,
a utilizacdo de baixas concentragdes dos polimeros podera levar a formagao de filmes
com uma maior transparéncia. Um outro fator que influenciara a aparéncia dos filmes
produzidos é o processo de secagem. Foi utilizado um tunel de vento, pelo que a
passagem do ar podera ter criado algumas irregularidades na superficie dos filmes

prejudicando o seu aspeto final, nomeadamente a transparéncia.
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Tabela 8. Espessura e transparéncia dos filmes de 1% alginato (A), 1% alginato com 0,5%
extrato (AE), 1% quitosano (Q) e 1% quitosano com 0,5% extrato (QE). Os valores correspondem
a média + desvio padrdo (espessura n=15; transparéncia n=3). Diferengas estatisticamente
significativas em relagao * ao alginato; # ao alginato com extrato; t ao quitosano (p< 0.05, 2 way
ANOVA, teste LSD).

Filme Espessura Transparéncia (T)
(mm)
A 0,05%0,02 2,4+0,1
AE 0,03*+0,01 13,1*10,4
Q 0,05"+0,01 3,17£0,3
QE 0,06*%+0,01 2,5"10,1

4.4.3. Caracteristicas Mecanicas dos Filmes

Uma resisténcia mecanica adequada é geralmente necessaria para um filme de
modo a suportar o esforgo externo de manter a sua integridade durante o transporte e
manuseamento necessarios a distribuicdo e venda do produto, bem como as
propriedades de barreira durante a aplicagdo em alimentos (Ghasemlou et al., 2011;
Hosseini et al., 2013). A rutura do filme ira originar zonas de fragilidade no alimento.
Estas zonas ficam desprotegidas do efeito protetor dos filmes, o que ira prejudicar a
qualidade do produto e reduzir o tempo de prateleira do mesmo (Bourtoom, 2008).

Na figura 19 encontra-se um grafico representativo das curvas de tenséo-
deformacéo dos filmes. As curvas mostram o comportamento tipico dos filmes até a sua
quebra, assinalada nos graficos como o ponto maximo de tensio. Os valores de tensao

de perfuracao e taxa de deformacgao dos filmes estao apresentados na figura 20.
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Figura 19. Imagem representativa de grafico obtido das curvas de tensdo — deformagéo dos

filmes estudados.
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Abdollahi e colaboradores (2013) defendem que a adigao de compostos aos filmes
de alginato podera trazer beneficios para as propriedades mecanicas dos mesmos. Como
por exemplo a adigdo de 6leo essencial de orégao (Benavides et al., 2012), de pectina
(Galus e Lenart, 2013) ou ainda a adigao de nano-cristais de celulose (Abdollahi et al.,
2013). Os filmes de alginato (A e AE) apresentaram uma tensdo de perfuragao
significativamente menor comparativamente com os filmes de quitosano (Q e QE) (p<
0,05, 2 way ANOVA, teste LSD). Apesar de o polimero apresentar um elevado potencial
para o desenvolvimento de filmes ediveis biodegradaveis (Abdollahi et al., 2013) tem, no
entanto, baixa resisténcia e elasticidade. Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre filmes de A e AE, pelo que a adi¢do do extrato de
alga ao alginato n&o estara a influenciar a resisténcia dos filmes. Os filmes Q e QE
apresentam valores de tensao de perfuragao superiores (p< 0,05, ANOVA, teste LSD), o
que indica que é necessaria a aplicacao de uma maior for¢ca para romper este tipo de
filmes. Estudos realizados a filmes de quitosano indicam que o quitosano é um polimero
bastante resistente, tornando-se um étimo filme a ser aplicado em alimentos devido as
suas propriedades de resisténcia mecanica e protetoras (Hosseini et al., 2013). Ao
apresentarem uma elevada resisténcia a perfuragao, este tipo de filmes podera ter uma
durabilidade superior comparativamente aos de alginato. As diferengas (p< 0,05, ANOVA,
teste LSD) dos valores de tensdo de perfuragao entre os filmes Q e QE podera ser
justificada pelas diferentes quantidades de quitosano que sao transferidas para os filmes.
Pereira e colaboradores (2013) identificaram o mesmo efeito, mas em filmes de alginato
com Aloé vera. Os autores justificam-no pela redugao na quantidade de alginato e de
glicerol nos filmes. O mesmo podera ter sucedido no presente trabalho, uma vez que a
quantidade de sélidos presentes nos filmes ndo sofre alteragdes, variando apenas a sua
composi¢ao, ou seja, proporcionalmente o filme QE tera menos quitosano na sua
constituicdo.

Quanto a taxa de deformacgéao entre filmes de A e AE, os filmes de AE apresentam
uma menor taxa de deformagdo comparativamente com os filmes A (p< 0,05, ANOVA,
teste LSD). A adicdo do extrato ao alginato podera ter um efeito estabilizante nas
ligacdes intermoleculares do alginato, proporcionando uma maior capacidade de manter
a sua forma original (Sivarooban et al., 2008). Da analise dos resultados da taxa de
deformacéo nos filmes Q e QE (figura 20), estes apresentam diferengas estatisticamente
significativas entre eles (p< 0,05, ANOVA, teste LSD). Ao contrario do efeito que o extrato
de alga tera nos filmes de AE, a taxa de deformacgao nos filmes QE aumenta. Tal podera
ter acontecido pela facilidade que os componentes do extrato de alga terdo em ser

inseridos entre as cadeias do quitosano, produzindo um efeito de cross-linker, que
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diminuira a resisténcia mecanica dos filmes, aumentando a sua aptiddo para se
deformarem. Ghasemlou e colaboradores (2011) observaram o mesmo efeito na adigao
de diferentes percentagens de um plastificante em filmes de polissacarideos extraidos de
Kefir.
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Figura 20. Relacdo entre tensao de perfuragéo (Tp) (N/mm2) e taxa de deformacédo (%) dos
filmes de 1% alginato (A), 1% alginato com 0,5% extrato (AE), 1% quitosano (Q) e 1% quitosano
com 0,5% extrato (QE) (n=9). Diferencas estatisticamente significativas em relagcao ao *alginato; #

alginato com extrato; t quitosano (p< 0,05, ANOVA, teste LSD).

O filme de QE aparenta ser o mais resistente, pelo que a sua aplicagdo em matrizes
alimentares podera permitir a protecdo do alimento. A adicao do extrato contribui ainda
para a maior elasticidade dos filmes, quando comparados com os filmes de Q. Esta
propriedade é importante quando sujeito a agress6es mecéanicas, o filme, ndo s6 é mais
resistente como possui maior elasticidade. Deste modo, sera diminuida a probabilidade
de ocorréncia de ruturas do filme e consequente exposicdo da superficie do alimento ao

meio ambiente.

4.4.4. Permeabilidade ao Vapor de Agua

Os resultados referentes as propriedades barreira, ao vapor de agua, dos diferentes
filmes estao representados na figura 21.

As condicbes de humidade relativa utilizadas durante as medigcdes de
permeabilidade (gradiente de humidade relativa de 100:75) foram estabelecidas de modo
a reproduzir a agao dos revestimentos em produtos frescos e armazenados até 10°C. A

média de espessura dos filmes foi a indicada na tabela 8. Os filmes AE apresentaram
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uma permeabilidade menor em relagéo aos restantes filmes em estudo (p< 0,05, ANOVA,
teste LSD).

Os valores de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de alginato (A)
estudados foram mais baixos do que os apresentados por Benavides e colaboradores
(2012) e Galus e Lenart (2013). Esta diferenga podera ser causada pela diferente
preparagdo dos filmes ou pela percentagem de alginato utilizada (ambos os autores
utilizaram 1,5% de alginato de sddio) ou ainda pelas diferentes condi¢des de medigao da
permeabilidade ao vapor de agua. Por exemplo Galus e Lenart (2013) utilizaram um
gradiente de 30/100% de humidade relativa, enquanto Benavides e colaboradores (2012)
e no presente estudo foi utilizado um gradiente de 75/100% nas condi¢ges de medi¢ao do
WVP. Abdollahi e colaboradores (2013) utilizaram filmes com 1% de alginato e o WVP
dos filmes apresentava-se superior aos do presente estudo, o que podera ser justificado
pelas diferentes técnicas de preparacao dos filmes. Os filmes de AE foram os que
apresentaram menor permeabilidade ao vapor de agua, exibindo assim uma boa barreira
ao vapor de agua em relacdo aos outros filmes estudados. Rattaya e colaboradores
(2009) verificaram o mesmo efeito na permeabilidade ao vapor de agua em filmes de
gelatina de peixe com extrato de alga. A adicdo do extrato ao alginato trara assim
vantagens relativamente a capacidade de redugéo de transferéncia de vapor de agua
entre o alimento e o meio ambiente, o que podera contribuir para uma maior eficiéncia do
filme em manter as caracteristicas organoléticas tipicas do produto, como por exemplo a
suculéncia. Tal podera ser confirmado com os resultados anteriormente apresentados e
discutidos na seccado 4.3. Nas macas revestidas com a solugdo Q1 deu-se uma baixa
perda de humidade, levando a crer que as trocas de vapor de agua com o meio ambiente
foram baixas. Esta observagédo sugere que o extrato de alga Q1, utilizado na formulagao
do filme AE, de alguma forma estara a fornecer uma barreira extra ao vapor de agua
impedindo as trocas gasosas. Uma consequéncia da elevada solubilidade dos filmes AE
sera a superior absor¢cao de agua do meio para o filme comparativamente as restantes
formulagdes, também visivel nas curvas de sor¢cdo (apresentadas na figura 22). A
acumulagado da agua nos filmes podera justificar a menor permeabilidade dos filmes. A
agua que estava dentro do sistema utilizado para a avaliagdo do WVP (e que representa
um alimento fresco) ao ser transferida do sistema através filme fica possivelmente retida
no filme, permitindo manter os niveis de agua no sistema/matriz alimentar. Por outro lado,
os filmes de quitosano apresentaram menores propriedades barreira ao vapor de agua,
apresentando os valores de WVP superiores aos filmes de alginato, tal facto é suportado
pela bibliografia existente, onde varios autores afirmam que filmes de quitosano,

apresentam elevada permeabilidade. A permeabilidade dos filmes de quitosano pode ser
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justificada pela baixa solubilidade do quitosano em agua, nao apresentando a capacidade
de retengao de agua, o que permite a transferéncia para o meio ambiente (Park e Zhao,
2004; Vargas et al., 2009). Nos filmes de QE, néo existem diferencas estatisticas (p>
0,05) comparativamente com os filmes de Q, pelo que o extrato ndo estara a influenciar o
comportamento do filme quanto as propriedades barreira dos mesmos.

As baixas barreiras protetoras dos filmes estudados poderéo ainda ser justificadas
pelo facto de, num ambiente com uma elevada humidade relativa, a capacidade de
barreira ao vapor de agua dos filmes diminuir. A agua atua como um forte plastificante na
matriz dos polimeros, reduzindo o numero de ligagcdes intermoleculares entre as cadeias
poliméricas (aumenta o espaco livre entre os polimeros), facilitando a transferéncia de
vapor de agua pelo filme/revestimento (Villalobos et al., 2006; Benavides et al., 2012).
Segundo Villalobos e colaboradores (2006), o efeito plastificante das moléculas de agua
ndao €& o unico fator determinante nas propriedades barreira dos revestimentos, a
permeabilidade dependera também da presenca de substancias com baixa polaridade

que possam limitar a permeabilidade dos revestimentos.
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Figura 21. Permeabilidade ao vapor de agua (WVP) de fiimes de 1% alginato (A), 1% alginato
com 0,5% extrato (AE), 1% quitosano (Q) e 1% quitosano com 0,5% extrato (QE). Os valores
correspondem a média = desvio padrdo (n=3). * Significam diferencas estatisticamente significativas

quando comparadas com o filme AE (p< 0,05, ANOVA, teste LSD).

4.4.5. |sotérmicas de sorcdo de agua dos filmes

A analise das isotérmicas de sor¢cédo podera fornecer informagao importante para a
avaliagdo da funcionalidade de filmes comestiveis, pois permitem a medi¢cdo da
estabilidade dos filmes em relagdo a humidade relativa de um ambiente, determinando o

seu tempo de armazenamento e a sua funcionalidade em geral. As isotérmicas sao ainda
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consideradas ferramentas que oferecem informacdes importantes do teor de humidade
de equilibrio dos filmes, indicando o comportamento destes quanto as propriedades de
barreira em diferentes humidades relativas (Baroghel-Bouny, 2007).

Na figura 22 estdo representados os comportamentos dos filmes formulados: 1%
alginato (A), 1% alginato com 0,5% de extrato (AE), 1% quitosano (Q) e 1% quitosano
com 0,5% de extrato (QE) expostos a diferentes atividades de agua, que variavam entre
0,34 e 0,94, a temperatura ambiente (21 £ 2°C). A humidade relativa inicial de cada filme
era: A: 24,86%; AE: 28,29%; Q: 9,57%; e QE: 10,06%. Os filmes atingiram o equilibrio
ap6s 144 horas de exposicao aos diferentes meios. Os filmes A e AE foram os que
apresentaram uma maior absor¢dao de humidade quando expostos as diferentes
atividades de agua do ambiente. Os resultados vao ao encontro do obtido por Galus e
Lenart (2013). Neste estudo, os autores observaram que os filmes de alginato produzidos
apresentam elevadas taxas de absorcdo de vapor de agua quando comparados com
outros tipos de polimeros. Os filmes de alginato atingem um teor de humidade no
equilibrio superior, pois ao serem formulados por um polimero com caracteristicas
hidrofilicas tém a capacidade de absorver a agua presente no meio. Ao absorverem a
agua presente no meio, caso esta absorgdo seja excessiva (provavel em humidades
relativas mais altas) podera levar a solubilizagédo do filme, o que provoca falhas na
estrutura do filme e consequentemente compromete a protecao fisica do produto onde
esteja aplicado. Pela observagdo do grafico, os fiimes que apresentaram um
comportamento mais positivo, em funcdo da funcionalidade requerida para os filmes,
foram os Q e QE. Os filmes Q foram os que apresentaram menores alteragdes de
humidade quando expostos aos diferentes a,, 0 que indicara que absorvem um menor
teor de agua. De acordo com Vargas e colaboradores (2009) o quitosano tem trés locais
de absorgado predominantes: grupo hidroxilpropil, grupo amina e no final da cadeia
polimérica (um grupo hidroxilo ou um grupo aldeido, dependendo do grau de
desacetilacao).

Os filmes Q e QE atingem o equilibrio com menores teores de humidade do que
os fiimes de A e AE estudados. Estas diferencas podem ser explicadas pela baixa
solubilidade dos filmes Q e QE em agua e por valores de WVP elevados, indicando um
filme permeavel aos gases. Assim, ao ser um filme permeavel aos gases, aquando da
sua exposi¢cdo a a, elevados, o vapor de agua nao fica retido no filme. A baixa
solubilidade contribui também para este efeito, visto que ao ser pouco soluvel nao tera
uma afinidade pela agua, ndao promovendo a fixagdo da agua no filme e

consequentemente um menor teor de humidade dos filmes.
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Figura 22. Isotérmica de sorcdo a (21 + 2°C) dos filmes de 1% alginato (A), 1% alginato
com 0,5% extrato (AE), 1% quitosano (Q) e 1% quitosano com 0,5% extrato (QE) em ambientes

com diferentes atividades de agua.

A utilizacdo dos filmes compostos por alginato ndo sera a melhor opgcao para a
aplicagdo em produtos frescos e armazenados em locais com elevados teores de
humidade porque, tal como referido anteriormente, a possivel solubilizacdo leva a falhas
na protecao fisica dos filmes. Adicionalmente, um teor de humidade superior nos
produtos alimentares fornece as condi¢des ideais para a colonizagao e multiplicacdo de
microrganismos (Oms-Oliu et al., 2008).

A utilizacdo dos filmes de Q e QE, essencialmente QE, serd vantajosa quando
aplicada a matrizes alimentares pois absorve menos agua, essencial em PMP frescos, a
menor absor¢gdo de agua diminui os riscos de falhas fisicas nos filmes e a colonizagao

por microrganismos sera menor devido a baixa disponibilidade de agua.

4.4.6. Capacidade antimicrobiana dos filmes

Para o estudo da sensibilidade da microflora foram utilizadas as solugdes
formadoras de filmes e n&do diretamente as formas fisicas dos filmes porque quando estes
entravam em contacto com as placas de incubagao, hidratavam e o filme desaparecia,
comprometendo os resultados. Deste modo foi decidido seguir a estratégia utilizada por
Ponce e colaboradores (2008), onde os autores estudaram a sensibilidade de varios
vegetais a diferentes solugdes de revestimento.

Na tabela 9 esta representada a sensibilidade da microflora das macgas as solugdes
formadoras de filmes utilizadas, pelo método de difusdo em disco. A microflora da maca

apenas apresentou sensibilidade as solugdes formadoras de filme Q e QE e ao controlo
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ampicilina (10ug). A atividade antimicrobiana do quitosano ja é bastante estudada, sendo
a capacidade antibacteriana do quitosano contra uma grande variedade de organismos,
uma das caracteristicas mais conhecidas deste composto (Aider, 2010). A adigédo do
extrato da alga Q1 ao quitosano, de algum modo, estara a reduzir a sua atividade
antibacteriana visto que o halo de inibicdo foi mais pequeno do que no filme de quitosano.
Esta redugao de atividade antimicrobiana podera ser causada pela capacidade maxima
do quitosano para transportar agentes ativos ao mesmo tempo que se da um fenémeno
de interagao dos grupos funcionais (Tripathi et al., 2009).

As solucdes formadoras de filmes de A e AE nao apresentaram qualquer atividade
contra a microflora da maca. Estudos realizados com alginato demonstraram que a sua
atividade antimicrobiana era diminuta ou mesmo inexistente, apenas com a adi¢do de um
composto com caracteristicas antimicrobianas seria possivel obter algum tipo de inibicao
antibacteriana (Benavides et al., 2012). Quanto a atividade antimicrobiana do extrato da
alga Q1 nado existe bibliografia que permita comparar os resultados com trabalhos

anteriores.

Tabela 9. Sensibilidade da microflora de maca Fuji as solugbes formadoras de filmes 1%
alginato (A), 1% alginato com 0,5% extrato (AE), 1% quitosano (Q) e 1% quitosano com 0,5%

extrato (QE). Os valores correspondem a média + desvio padréo (n=3).

Amostra Halo de inibicao Sensibilidade microflora
(mm)

A 00,0 Nao sensivel

AE 0+0,0 Nao sensivel

Q 10+0,0 Sensivel

QE 910,0 Sensivel

Extrato 00,0 Nao sensivel

Ampicilina (10pg) 20+0,0 Extremamente sensivel

74



5. CONCLUSOES GERAIS E PERSPETIVAS FUTURAS

75



76



5. Conclusodes Gerais e Perspetivas Futuras

No presente trabalho investigou-se o efeito da aplicagdo de solugbes de
revestimento formuladas com extratos de algas no tempo de prateleira de magéas Fuiji
minimamente processadas. Hoje em dia o prazo de validade deste tipo de produtos varia
entre 5-7 dias e a aplicagcao de tecnologias que permitam uma extensdo do tempo de
prateleira, sem comprometer as caracteristicas tipicas dos produtos de IV gama, é
essencial para uma extensdo de mercado destes produtos. Foram testados 4 tipos de
solugdes com 0,5% de extratos etandlicos de algas ediveis (Fucus spiralis (MN1),
Bifurcaria bifurcata (MN2), Codium tomentosum (Q1) e Codium vermilara (Q2)), um
controlo com agua destilada e um com solugédo de acido citrico a 0,5% (antioxidante
amplamente utilizado na industria alimentar). Num primeiro ensaio, os revestimentos
foram aplicados em maca fatiada e maga homogeneizada. No segundo ensaio com uma
duragéo total de 20 dias, os revestimentos foram aplicados em magas de IV gama
embaladas, armazenadas a 4°C, protegidas da luz, nos quais eram realizadas analises
de 4 em 4 dias.

A aplicagdo das solugdes de revestimento em fatias e homogeneizado de maga,
expostos a temperatura ambiente e sem protecao da luz, com a solucéo de revestimento
Q1 apresentaram um indice de escurecimento menor (Bl de 41,81) comparativamente
com as amostras submetidas aos restantes tratamentos. Das andlises fisico-quimicas
realizadas ao longo do armazenamento refrigerado da maga fatiada (% perda de massa;
variagao teor de humidade, TSS, pH; firmeza; indice de escurecimento) as amostras de
magca revestidas com a solugéo de revestimento Q1 foram as que apresentaram menores
alteragdes. Também a nivel visual foram as que apresentaram menores alteracdes entre
os dias 0 e 20. A aplicacdo da solucdo Q1 demonstrou igualmente ter um efeito
significativo na reducao da atividade enzimatica de PPO e POD.

Face aos resultados obtidos, a solugdo Q1 foi selecionada para incorporacédo em
filmes comestiveis poliméricos e investigacao das propriedades fisicas e antimicrobiana
dos mesmos. Foram testados filmes de 1% de alginato (A), 1% de alginato com 0,5% de
extrato da alga Q1, 1% de quitosano e 1% de quitosano suplementado com 0,5% de
extrato da alga Q1.

Os filmes foram caraterizados em termos de solubilidade, espessura, transparéncia,
caracteristicas mecéanicas, permeabilidade ao vapor de agua, isotérmicas de sorcao e
caracteristicas antimicrobianas de modo a averiguar qual seria a melhor formulagao para
os filmes ediveis, e posterior aplicagdo como revestimento alimentar. Dos testes

efetuados, o filme com melhores caracteristicas para aplicacdo em alimentos de IV gama
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foi o QE. As caracteristicas que poderdo permitir a escolha destes filmes sdo: a baixa
solubilidade ndo permitindo a dissolucgao facil do filme; elevada resisténcia a perfuracao e
elasticidade permitindo uma protegao fisica das matrizes alimentares, mesmo quando
sujeitos as agressdes do meio; isotérmicas (na exposi¢do aos varios a, apresentam
humidade de equilibrio inferior aos restantes); e propriedades antibacterianas.

Como trabalho futuro sugere-se, inicialmente, a aplicagao das solugbes formadoras
de filmes em macga de IV gama. Deste modo sera possivel verificar, se a capacidade do
extrato atuar como barreira antioxidante das fatias de maca, continua a ser eficiente
quando combinado com alginato e/ou quitosano. Como controlo poder-se-a utilizar um
revestimento utilizado a nivel industrial. A realizacdo de provas sensoriais com um painel
treinado sera também um ponto n&o contornavel.

O scale up deste processo de aplicagao do revestimento em macéas de IV gama
seria um ponto a estudar futuramente, visto que a nivel industrial os revestimentos
poderdo ter um comportamento diferente. Também a cadeia de transporte até ao
consumidor podera influenciar, pelo que o acompanhamento dos produtos até ao
consumidor final seria de extrema importancia.

A caraterizagdo da composi¢ao do extrato da alga Q1 e identificagdo de compostos
envolvidos nos mecanismos de protecdo da magad ao escurecimento € outra das
questdes bastante pertinentes, até para a possivel aplicacdo futura do extrato como
revestimento noutros produtos hortofruticolas de interesse, como por exemplo a batata
cortada descascada, saladas pré preparadas e cenoura pré preparada.

Uma outra sugestdo seria a utilizagcao de outra técnica alternativa, ecoldgica, para a

obtengao do extrato de alga, por exemplo a utilizagéo de fluidos super criticos.
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Anexos

1. Imagens fotograficas das sondas do texturometro utilizadas nos testes de
perfuragdo de fatias de magéa revestidas (a) e nos testes de tensao dos filmes
formulados (b).

2. Calculo taxa de deformaco dos filmes.

3. Atributo crocante das fatias de maca revestidas. O atributo crocante é
representado pelo numero de picos dos graficos gerados pelo programa
informatico.

4. Teor de humidade das fatias de maca revestidas aos dias 0, 4, 8, 12, 16 e 20 de
ensaio.

5. Imagens fotograficas de fatias de macga revestidas aos dias 0, 4, 8, 12, 16 e 20 do

ensaio.

6. Analise estatistica do indice de escurecimento das fatias de maca revestidas ao
dia 20 de ensaio (2 way ANOVA, teste LSD).
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Anexo 1

Figura 13. Sondas do texturometro utilizadas nos testes de perfuragao de fatias de

magca revestidas (a) e nos testes de tenséo dos filmes formulados (b).

Anexo 2

Calculo do valor de L da equacgao 6 (taxa de deformagéao dos filmes).

A deformacado pode ser calculada a partir da diferenga entre o alongamento na
perfuracdo (L) e a distancia inicial (li). O alongamento na perfuracdo é a hipotenusa
obtida a partir da soma da distancia inicial (li) e da distancia final (If).

L=vVIZ +132

Figura 24. Esquema representativo dos parametros necessarios ao calculo da

deformagéo na rutura.
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Anexo 3
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Figura 25. Atributo crocante das fatias de macéa revestidas com

citrico (AC), Fucus spiralis (MN1)
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Anexo 4
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Figura 26. Humidade (

(n=3).

* desvio padrao

vermilara (Q2) nos dias de ensaio. Os valores representam a média
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Anexo 5

Controlo Acido Citrico

Dia 0

Dia 4

Dia 8

Dia
12

Dia
16

Dia
20

Figura 27. Registo fotografico da evolugao do aspeto das fatias de macga revestidas com agua (controlo),solu¢des de 0,5% acido citrico (AC),

0,5% Fuscus spiralis (MN1), 0,5% Bifurcaria bifurcata (MN2), 0,5% Codium tomentosum (Q1) e 0,5% Codium vermilara (Q2) nos varios dias de ensaio.
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Anexo 6

Tabela 10. Analise estatistica do indice de escurecimento das fatias de maga revestidas

com agua (controlo), solugdes de 0,5% &cido citrico, 0,5% Fucus spiralis, 0,5% Bifurcaria bifurcata,

0,5% Codium tomentosum e 0,5% Codium vermilara ao dia 20 de ensaio (2 way ANOVA, teste

LSD).
Mean 95% Confidence Interval
() Amostra (J) Amostra Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
LSD | controlo Acido citrico -34,751 53" 4,38325 0,000 -43,5646 -25,9384

Fucus spiralis -27,34229 4,38325 0,000 -36,1554 -18,5292
Bifurcaria bifurcata -4,16650 4,38325 0,347 -12,9796 4,6466
Codium .
fomentosum 10,18279 4,38325 0,024 1,3697 18,9959
Codium vermilara 6,49078 4,38325 0,145 -2,3223 15,3039

93




	Desenvolvimento de revestimentos comestíveis para produtos de IV gama


