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RESUMO

No setor alimentar, o controlo da qualidade dos produtos e dos processos € uma
etapa essencial, uma vez que é por este meio que se avaliam os padrdes exigidos, quer
a nivel de legislacéo, quer a nivel de mercado.

O presente trabalho teve, como objetivos principais, o desenvolvimento de um novo
produto alimentar com adicdo de algas, bem como o controlo de qualidade a nivel de
uma unidade fabril de producédo de sumos e polpas naturais, a base de hortofruticolas.

De forma a garantir a qualidade na obtencéo de produtos, foi realizado, diariamente,
o controlo de entradas dos produtos hortofruticolas, o acompanhamento de processos
nas linhas de producéo da fébrica e a analise das amostras de referéncia.

Considerando a tendéncia e potencial de crescimento apresentados pelo setor das
bebidas, homeadamente dos sumos de fruta naturais, juntamente com a incessante
procura por ingredientes naturais ricos em VArios nutrientes e com propriedades
bioativas, tem-se vindo a registar o lancamento de um nimero consideravel de bebidas
inovadoras, onde as macroalgas tém merecido um papel de destaque.

Desta forma, procedeu-se a elaboracdo de dois protétipos, nomeadamente, sumo de
framboesa e sumo de espinafres, com a adi¢cdo do extrato da alga Gelidium corneum,
estabilizados através do processo de Hiperpresséo a frio, com o intuito de se avaliar o
impacto desse extrato nos diferentes parametros de qualidade dos sumos.

No que respeita aos parametros fisico-quimicos, o pH e teor de sélidos sollveis
(TSS) foram avaliados apds producéo (to), no tempo intermédio (t15) € ho tempo final (tso).
A cor foi determinada no to € no tz e 0s restantes parametros, como acidez titulavel,
guantificacdo total de polifendis, capacidade de reducdo do radical DPPH, teor de
proteina bruta, teor de cinzas, teor de minerais e oligoelementos e teor de vitaminas (A,
B1l, B2 e C) foram avaliados no tempo final (tz). Foram, também, avaliados os
parametros microbioldégicos mais significativos, nomeadamente, microrganismos totais a
30 °C, Escherichia coli, Salmonella spp, bolores e leveduras (ao to, tis € t30) € realizou-se
uma avaliagdo sensorial ao 29.° dia ap6s producéo.

Estes sumos apresentaram-se microbiologicamente estaveis, ndo se tendo verificado
crescimento microbiolégico durante o periodo de armazenamento de 30 dias.

A analise dos resultados fisico-quimicos permitiram constatar que a adicdo do extrato
da alga Gelidium corneum aos sumos influenciou as suas caracteristicas, tendo havido
um aumento significativo do pH com a consequente diminuicdo da acidez titulavel e um
aumento do teor de solidos soluveis, em compara¢cdo com 0s sumos controlo. Em relacéo
a avaliagdo da cor, no caso das amostras de sumos de framboesa, verificou-se que a

adicdo do extrato de algas influenciou o par@metro a*. No entanto, ambas as amostras
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permitiram a manutencéo deste parametro, ao longo do tempo. Quanto ao parametro b*,
as duas amostras de sumo com algas demonstraram uma evolucdo mais estavel, em
relacdo aos respetivos controlos. No que respeita ao teor em minerais, a adicdo do
extrato da alga demonstrou aumentar os teores de magnésio, sédio, potassio e iodo. Em
termos sensoriais, 0 sumo de framboesa com algas obteve maior aceitacdo por parte do
painel de provadores, podendo-se constatar que o atributo da cor foi o que mostrou

maiores variacdes, entre as duas amostras.

Palavras-chave: Processo de Hiperpressdo, sumo de framboesa, sumo de espinafres,

alga Gelidium corneum
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ABSTRACT

In the food industry quality control and shelf life studies are important to ensure the
products eligibility both in terms of legislation and market standards.

The present work had, as main goals, the development of a new food product with
added algae extracts, as well as, the quality control of natural fruit and vegetable juices
and pulps, in a factory.

In order to ensure product quality, controls were carried out during the inbound of
horticultural products, the production process was monitored and reference samples were
analysed.

Considering the trend and growth potential of the drinks sector, particularly of
natural fruit juices, along with the constant demand for natural ingredients rich in various
nutrients and bioactive properties, a large number of innovative drinks, where macroalgae
paly a major role, have been recently launched.

In order to evaluate the impact of seaweed extract Gelidium corneum in the different
quality parameters of juices, two prototypes were developed, with the addition of this
extract namely, raspberry juice and juice spinach, and stabilized under high hydrostatic
pressure.

Physico-chemical parameters, like, pH and content of soluble solids (TSS) were
evaluated after production (to) at the intermediate time (t15) and at the end time (tz0). The
color was determined at to and t3 and the other parameters such as acidity, total
guantification of polyphenols, capacity to reduce DPPH radical, protein, ash, mineral and
trace elements and vitamin content (A, B1, B2 and C) were evaluated at the end time (tso).

The most significant microbiological parameters, like, total microorganisms 30 ° C,
Escherichia coli, Salmonella, molds and yeasts were also evaluated, (at to, tis and ts) and
a sensory evaluation, was carried out, 29 days after production.

These juices had a high microbiological stability, with no change occurred in
microbiological growth, during the storage period of 30 days.

The analysis of the physicochemical results demonstrated that the addition of the
seaweed extract, to the juices, influenced their characteristics and there was a significant
increase in pH with a consequent decrease in acidity and an increase in soluble solids
compared to control samples.

Regarding instrumental color, it was found that the addition of the seaweed extract
influenced a * values, however, both samples allowed to maintain this parameter over
time. Both juice samples with seaweeds demonstrated a more stable development, for b*
values, as compared to respective controls. For mineral content, the addition of seaweed

extract showed increasing amounts of magnesium, sodium, potassium and iodine.
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Sensory analysis indicated that raspberry juice with seaweed extrat obtained greater
acceptance by the taste panel, and instrumental color was the attribute that showed the

widest variations between the two samples.

Keywords: High Hydrostatic Pressure, raspberry juice, spinach juice, Gelidium corneum

seaweed
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracterizacdo da Empresa

A Frubaca, CRL é uma Cooperativa de Produtores de Fruta e Produtos Horticolas
sedeada no Acipreste, a cerca de 6 km da cidade de Alcobaca, distrito de Leiria.

Foi fundada em 1986 e iniciou atividade em 1992 com a constru¢do de uma Central
Fruteira, que surgiu com o objetivo especifico de rececionar, selecionar, embalar,
conservar e comercializar os produtos hortofruticolas produzidos pelos seus associados
(Copa, 2012; Maia, 2008; Periquito, 2014; Rosa e Mira Godinho, 2013).

Esta empresa foi formalmente constituida como uma cooperativa de 25 produtores de
macas, na regido Oeste de Portugal. Desta forma, a atividade principal dos associados
desta empresa esta registada para fins estatisticos como “cultura de pomodideas e
prunédideas”. Os fundadores da empresa sao produtores de Maga de Alcobaca certificada
com Indicacdo Geografica Protegida (IGP) e de Pera Rocha do Oeste certificada com
Denominacao de Origem Protegida (DOP), atribuida pela Unido Europeia e pelo
Ministério da Agricultura Nacional (Rosa e Mira Godinho, 2013; Copa, 2012).

O edificio da empresa esta dividido em diferentes areas: os escritérios, a fabrica e o
armazém. Este ultimo, encontra-se dividido em trés zonas distintas, sendo elas: a zona
de calibracdo, aprovisionamento e distribuicdo da fruta por grosso, a zona das camaras
de refrigeracdo e congelagdo e as zonas de producdo dos sumos, smoothies e polpas de
fruta. Os processos de producdo desta empresa estdo certificados com o sistema
HACCP e com Norma Global de Seguranca Alimentar BRC (Copa, 2012; Rosa e Mira
Godinho, 2013).

Em 1997, a Frubaca conseguiu duplicar a sua capacidade de armazenamento,
passando de 2500 toneladas para 5000 toneladas de fruta armazenada (Maia, 2008).

Atualmente, a empresa emprega 130 pessoas, 7 delas com formacdo superior e tem
uma area total de producdo de mais de 300 hectares. Em 2013, o volume de negdcios
rondou os nove milhdes de euros e, em 2014, estima-se que ronde os dez a doze
milhdes de euros, sendo que, 25% a 30% deste valor, provém das exportagbes (Maia,
2008; Periquito, 2014). No final de 2013, a empresa terminou um investimento de cinco
milndes de euros, apoiado pelo Proder, em que se promoveu a ampliagdo e
modernizagdo da fabrica de sumos, introdugéo de areas de congelacdo e obras na area
social e administrativa. Esta intervencdo aumentou, significativamente, a capacidade
produtiva e a flexibilidade, dando condi¢cdes para a empresa continuar a crescer (Silva,
2014).

Quanto ao nivel organizacional, a empresa encontra-se estruturada de acordo com o

organigrama apresentado na Figura 1.1.
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Figura 1.1 — Organigrama da estrutura organizacional na empresa Frubaca Crl.

Com uma producdo de cerca de 6 mil toneladas de maca, em que 30% das mesmas
sdo certificadas (IGP), esta € a sua principal cultura representando mais de 90% da fruta
colhida. A cooperativa comercializa, também, peras e, em muito menor quantidade,
ameixas, péssegos, entre outras frutas (Rosa e Mira Godinho, 2013). E de salientar que,
das seis mil toneladas armazenadas, cinco mil sdo em atmosfera controlada (Maia,
2008).

Uma vez que nem todas as macds produzidas entram nos critérios de selecdo
exigidos para serem colocadas no mercado em fresco, devido, sobretudo, a problemas
de calibre e defeitos da epiderme, 20% a 25% do seu stock é canalizado para a producao
de sumos processados na Unidade de Transformacdo, criada em 2001 (Copa, 2012;
Maia, 2008; Rosa e Mira Godinho, 2013).

No que respeita ao fornecimento de outras frutas, que ndo sao produzidas pelos
socios da cooperativa, a empresa recorre a produtores externos, onde adquire, quase
exclusivamente, citrinos e frutas tropicais. Estas frutas sdo usadas, juntamente com as
macas da cooperativa, na producdo de sumos frescos naturais, smoothies (sumos com
polpa) e polpas frescas de fruta que, até 2014, também contemplavam uma gama para
bebés (Cipriano, 2011; Rosa e Mira Godinho, 2013). Enquanto 0S sSumos Sao
comercializados sob diferentes marcas, entre elas, Copa, Pingo Doce e Continente, 0s
smoothies resultam de uma parceria com uma empresa de distribuicdo, a GL, que entra
com o conhecimento especifico em distribuicdo e marketing e a Frubaca, com a sua

experiéncia na producdo de sumos naturais (Camarinha, 2014; Simdes, 2011).



Estes produtos alimentares tém a particularidade de serem feitos a partir de fruta
fresca, sem sofrer qualquer tipo de tratamento térmico, adicdo de aditivos ou
conservantes sendo, antes, estabilizados a frio, pelo processo de Hiperpressao (HPP). A
Frubaca é a Unica empresa, em Portugal, a usar este método de conservacao. (Periquito,
2014; Rosa e Mira Godinho, 2013; Simdes, 2011).

Uma outra vantagem da Frubaca em relagdo a concorréncia, prende-se com o facto
desta empresa ser a produtora da matéria-prima, nomeadamente, macas e peras, para
0s seus produtos transformados, permitindo-lhe ter cem por cento de controlo sobre a
qualidade dos seus géneros alimenticios. Além disso, a elaboracdo das polpas e dos
sumos permitiram, a Frubaca, tornar-se uma empresa de desperdicio zero, uma vez que,
com a excecao dos produtos deteriorados, todos os outros frutos e vegetais sdo vendidos
ou processados (Camarinha, 2014).

Metade das vendas da Frubaca sdo encaminhadas para as grandes superficies,
nomeadamente, para a Sonae, Pingo Doce, Jumbo e El Corte Inglés, nos quais sao,
geralmente, comercializados com as marcas proprias dos clientes (marcas brancas). O
restante é escoado para cadeias de fast food nacionais de alimentacéo saudavel, escolas
e ginasios, com a marca prépria da cooperativa. Esta empresa dispde, ainda, de 15 lojas
COPA, pequenos estabelecimentos de venda direta ao publico, onde comercializa uma
grande variedade de produtos proprios desde frutas, hortalicas, frutos secos, sumos
Copa, purés Copa e smoothies (Cipriano, 2011; Maia, 2008; Rosa e Mira Godinho, 2013).

Em 2014, a direcdo estimou que se vendessem cinco milhdes de litros de sumo,
sendo que o volume de negdcios estimado para esse ano ascendeu aos 12 milhdes de
euros. E de salientar que a area dos sumos representa cerca de 50% do volume de
negocios da empresa (Camarinha, 2014; Rosa e Mira Godinho, 2013).

O mercado principal dos sumos é Portugal. No entanto, sdo exportados para
Espanha, desde 2006. Franca e Inglaterra (0 mercado de sumos mais avancado da
Europa) também sao clientes da empresa. O objetivo serd a expansao para a Alemanha
e, também, para o norte da Europa. (Camarinha, 2014; Rosa e Mira Godinho, 2013).

Paralelamente, numa parceria com a Frubaca, a empresa GL, em 2007, criou a marca
Sonatural, reconhecida em Inglaterra. Dela, fazem parte os smoothies, uma gama de
sumos com polpa de fruta. Esta parceria junta o conhecimento e a experiéncia da
distribuicdo e marketing da GL, com o know-how dos produtores de fruta e sumos da
Frubaca. Este produto € considerado um dos sumos mais puros do mundo pelo “5 a
Day”, instituto britdnico de sensibilizacdo para a alimentacdo e saude no Reino Unido,
promovido pela National Health Service e seguindo as indicacdes da Organizacdo

Mundial de Salde. E a primeira vez que este programa internacional reconhece a



existéncia de 2 por¢fes de fruta (o0 equivalente a, no minimo, 160 gramas) numa bebida
com apenas 125 ml (COTHN, 2008; Simdes, 2011).

A Frubaca foi, também, distinguida com uma mencédo honrosa pela Sonae, em 2010,
por dispor de uma tecnologia de ponta que permite criar um produto de exceléncia, neste
caso concreto, a polpa de fruta fresca, capaz de concorrer a nivel mundial (Narciso,
2011).

A mais recente linha de sumos desta Cooperativa, 0S green juices, encontra-se a
venda no mercado nacional desde marco de 2014. No entanto, 70% dos sumos séo
exportados tendo o mercado inglés sido o primeiro a recebé-los. Desta forma, a Frubaca
fornece a cadeia Whole Foods desde 2013 seguida da Pret a Manger, que utiliza as suas
préprias marcas nos sumos, bem como embalagens exclusivas. Inglaterra, que detém o
mercado de sumos mais avancado da Europa. Bélgica, Franca, Espanha e Inglaterra séo
0s atuais clientes da Frubaca (Camarinha, 2014; Freitas, 2014; Periquito, 2014; Silva,
2014).

1.2 Aspetos de mercado

As diversas categorias de bebidas conquistaram o seu espaco na preferéncia do
consumidor através de fatores como a diferenciacdo em relagdo a ocasido de consumo,
oferta de conveniéncia, inovacdes de sabores, novas funcionalidades, associacdo a
saude, entre outros. Dentro deste contexto, os sumos destacam-se como uma das
grandes categorias de bebidas, responsaveis por 14.3% do valor total gasto em bebidas,
em 2006, a nivel nacional (Sumos: um mercado em movimento, 2007).

De acordo com os resultados do estudo Target Group Index (TGI) Portugal, 63% dos
portugueses afirmaram ter consumido sumos de fruta e/ou vegetais, nos ultimos 12
meses, sendo que 13% dos consumidores os bebiam, pelo menos, uma vez por dia
(Grupo Marktest, 2009).

Segundo os dados da Probeb, 2014, as bebidas refrescantes ndo alcodlicas tém um
peso significativo, a nivel nacional, no total do mercado de bebidas comerciais (4.541,9
milhdes de litros), com uma representatividade de cerca de 49%.

No entanto, no decorrer da crise econémica e financeira vigente em Portugal, e desde
1 de janeiro de 2012, ocorreu um agravamento da taxa de IVA para as bebidas
refrescantes nao alcodlicas, de 6% para 23%, que resultou huma quebra significativa no
consumo destes produtos alimentares (Probeb, 2015).

Na Figura 1.2 pode observar-se que o consumo de sumos de fruta em Portugal tem

vindo a decrescer ligeiramente.
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Figura 1.2 - Evolugédo do consumo de sumos de fruta em Portugal (Probeb, 2014).

No caso concreto da Frubaca, tem-se vindo a registar um aumento anual progressivo
no volume de vendas de sumos naturais, o que reflete a preferéncia, da parte do

consumidor, por produtos elaborados com matérias-primas de alta qualidade.

1.3 A maca de Alcobaca

A Maca de Alcobaca é a denominacdo da macéa qualificada como IGP - Indicacéo
Geografica Protegida, de cultivares da Malus domestica Boekh e a sua histéria remonta a
1154, quando D. Afonso Henriques doou terras, da regido, aos monges de Cister para
instalacdo do Mosteiro de Santa Maria de Alcobaca. Devido ao microclima condicionado
pela localizacdo geogréafica privilegiada, entre a Serra de Candeeiros e o Oceano
Atlantico, este territério, desde cedo, demonstrou um enorme potencial agricola, tendo o
cultivo de arvores de fruto sido uma importante fonte de rigueza para a regido (Direcao
Geral da Agricultura e Desenvolvimento Rural, 2015).

De acordo com o Despacho n°® 3522/2012 de 9 de margo, designa-se por “Maca de
Alcobaca” os frutos dos grupos Casa Nova, Golden Delicious, Red Delicious, Gala, Fuiji,
Granny Smith, Jonagold, Reineta e Pink obtidos na area geogréfica delimitada, que se
caracteriza pelo gosto agridoce, aroma intenso, elevada consisténcia e crocancia.

O equilibrio entre os agucares e os acidos que confere as “Macgas de Alcobaga” o
aroma e sabor agridoce, que as diferencia de outras, serd resultante das condi¢bes
particulares de temperatura e humidade condicionadas pela proximidade do mar e a
limitacdo natural imposta pelo sistema montanhoso Aire-Candeeiros-Montejunto que se
desenvolve de norte para sul paralelamente ao oceano (Direcdo Geral da Agricultura e

Desenvolvimento Rural, 2015).



Atualmente, e ap0s processo de alargamento, a area geografica de producao
abrange, para além dos iniciais concelhos de Alcobaca, Nazaré, Obidos, Caldas das
Rainha e Porto de Mds, também os concelhos da Batalha, Bombarral, Cadaval, Leiria,
Lourinhd, Marinha Grande, Peniche, Rio Maior e Torres Vedras (CODIMACO, 2015).

Desta forma, a importancia da macéa de Alcobaca estende-se a varios niveis sendo
uma mais-valia para a economia local e nacional, uma vez que é das macds mais
consumidas em Portugal, contribuindo para a valorizacdo laboral, por fixar as pessoas a
regido e ajudar no desenvolvimento do mundo rural.

No entanto, s6 podem beneficiar do uso da Indicacdo Geografica, as macas de
categoria extra, | e Il que, para além das caracteristicas proprias da variedade, se
distingam das suas similares produzidas noutras regibes, pelo sabor caracteristico
resultante das condicdes edafo-climaticas da respetiva regido de producdo (Direcao
Geral da Agricultura e Desenvolvimento Rural, 2015).

Desta forma, o sistema IGP passou a limitar a quantidade de macas que podiam ser
comercializadas, pelo facto de algumas delas ndo corresponderem a todos os requisitos
obrigatérios, como o calibre e a categoria. Cerca de 20% a 25% da producao tinha muito
pouco ou nenhum valor comercial. Foi a pensar neste excedente de produto nédo
valorizado que os associados da cooperativa decidiram transforma-lo num produto
diferenciado dos restantes, com a adocdo de uma tecnologia inovadora (Maia, 2008;
Rosa e Mira Godinho, 2013).

1.3.1. Caracteristicas nutricionais da maca de Alcobaca

A macd é uma das principais frutas consumidas pela populacdo portuguesa, em
geral. E uma boa fonte de fibra, vitamina C e de inimeros fitonutrientes com propriedades
antioxidantes. Além da comprovada protecéo relativamente a doencas cronicas, como o
cancro e doengas cardiovasculares, h4 estudos que evidenciam que a interacdo dos seus
fitonutrientes com as fibras (nomeadamente a pectina) pode trazer beneficios a nivel da
fermentacgéo intestinal e do metabolismo lipidico, com a consequente reducéo dos niveis
de colesterol plasmaticos (Almeida et al., 2008; Boyer and Liu, 2004).

Cada uma das variedades deste fruto apresenta diferentes caracteristicas
organoléticas, aptidées culinarias e uma certa variabilidade no seu valor nutritivo e no
teor em compostos benéficos para a salude. De acordo com um estudo realizado por
Almeida et al.,, 2008, no qual foram analisadas as caracteristicas das principais
variedades de mac¢d de Alcobaca, verificou-se que estas contém, em media, 84,5% de

agua, 14,9% de acucares totais e uma porgéo consideravel de fibras alimentares (2,1%).



O teor em proteinas é de 0,37% e o teor de lipidos ndo ultrapassa 0,1%. O valor
energético médio é de 53 kcal/100g.

Em termos de fitonutrientes, a maca €, sobretudo, rica em flavonoides, como por
exemplo, quercetina, rutina e antocianina. No entanto, a maior parte destes compostos
encontram-se, especialmente, na casca da maca (Almeida et al., 2008; Boyer and Liu,
2004). Os carotenoides sdo um importante grupo de antioxidantes lipossollveis,
responsaveis pela cor amarela de algumas variedades de maca. Tal como os restantes
fitonutrientes, também se encontram, maioritariamente, presentes na casca da maca.
Alguns deles podem ser convertidos em vitamina A, no organismo humano (Almeida et
al., 2008).

Ha estudos que colocam a hipétese da macd de Alcobaca ser mais rica em
antioxidantes em relacdo aos outros tipos de maca, possivelmente, devido a existéncia
de condicdes edafo-climaticas que privilegiam as macieiras daquela regido, permitindo-
Ihes obter frutos mais pequenos e com maior concentracdo nutricional. Desta forma, ha
dados que demonstram que a quantidade de flavonoides é superior em macas
produzidas segundo praticas de Protecdo Integrada em detrimento da Producéo Biolégica

(Chinnici, 2004).

1.4 A Tecnologia de Hiperpressdao (HPP) no processamento e conservacao

alimentar

O processamento industrial de um produto alimentar tem como objetivo prolongar o
prazo de validade desse produto, mantendo as propriedades organoléticas e nutricionais
0 mais proximas possivel dos ingredientes no seu estado natural, dando prioridade a
seguranca microbioldgica (Oey et al., 2008).

Nas ultimas duas décadas, tém sido desenvolvidos novos métodos de processamento
indicados para a melhoria da qualidade e seguranga alimentar, de forma a responder as
exigéncias do consumidor (Gémez, 2011).

Os consumidores optam, cada vez mais, por alimentos minimamente processados
com caracteristicas mais proximas as dos alimentos frescos e com reducéo significativa
de conservantes alimentares. Neste contexto, o mercado dos sumos de fruta tem
registado uma tendéncia crescente no que respeita ao consumo de sumos de qualidade
Premium. Estes sumos séo diretamente obtidos a partir de frutas e ndo a partir de
concentrados, sendo distribuidos através de uma cadeia de refrigeracéo e tém uma vida
atil relativamente curta (Timmermans et al., 2001).

Tradicionalmente, o processamento térmico é o método mais utilizado para prolongar

o prazo de validade dos alimentos liquidos, pela inativacdo de enzimas e
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microrganismos. No entanto, a utilizagédo de altas temperaturas tem um impacto negativo
sobre a qualidade dos sumos de fruta, com perda de compostos nutricionais,
propriedades antioxidantes e alteracdes fisico-quimicas indesejaveis (Bull, 2004; Oms-
Oliu et al., 2012; Sampedro et al., 2010).

Com o objetivo de colmatar esta limitacéo, tém sido desenvolvidos e aplicados novos
métodos alternativos ao processamento térmico. Estes métodos nao térmicos tém sido
referidos como uma boa opcdo para a obtencdo de produtos alimentares com uma
aparéncia fresca, preservando o seu contetdo nutricional e organolético e inativando a
carga microbiana (Sampedro et al., 2010; Zulueta et al., 2012).

Existem diversas técnicas emergentes para a obtencdo de novos produtos a base de
fruta, nomeadamente, as altas pressdes hidrostaticas (HPP), campos elétricos pulsados
(FIPs), ultra-sons (US), luz pulsada (PL), luz ultra-violeta (UV) e agentes antimicrobianos
naturais, entre outros (Gomez, 2011).

De todas estas técnicas, o HPP tem vindo a ganhar um lugar de destaque na industria
dos frutos, devido a sua capacidade de destruir microrganismos e de reduzir
significativamente a atividade enzimética em sumos de frutas acidas e frutas frescas. Por
outro lado, este processo, mantém praticamente inalteradas as caracteristicas sensoriais
dos alimentos como a cor, 0 aroma e o0 sabor, bem como as suas qualidades nutricionais,
tais como, o teor em vitaminas, pigmentos e atividade antioxidante, pelo facto das suas
ligacGes covalentes ndo serem rompidas a pressdes inferiores a 2000 MPa (Gbmez,
2011; Heinz & Buckow, 2010; Oey et al., 2008, Sampedro et al., 2010).

O processo de HPP foi descoberto, em 1899, pelo quimico norte-americano Bert
Homes Hite que investigou as aplicacdes da alta pressdo como método para conservar o
leite, alargando o estudo a conservacao de frutas e vegetais (Rosa e Mira Godinho, 2013,
Tao et al., 2014).

No entanto, os primeiros produtos alimentares a serem sujeitos a este método de
tratamento, nomeadamente geleias, doces de fruta, arroz e salsichas embaladas e
processadas sem a aplicagédo de calor surgiram, apenas, em 1990, no Japéo. (Rastogi et
al., 2007). Desde 1996 que o processamento de alimentos a altas pressbes e
consequente refrigeracdo é uma préatica utilizada nos EUA, particularmente para o
guacamole e para as ostras e, desde 2001, na Unido Europeia, nhomeadamente, em
Franca e Portugal, onde s&o processados sumos de laranja e maca (Figura 1.3) (Health
Canada's Food Directorate, 2014; Heinz & Buckow, 2010; NERSANT - Associacao
empresarial do Ribatejo, 2011; Rastogi, et al., 2007; Rosa e Mira Godinho, 2013; Urrutia
Benet, 2005).
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Figura 1.3 - Utilizacao do processamento a altas pressdes em diferentes segmentos da indUstria

alimentar. Adaptado de: Heinz & Buckow, 2010.

1.4.1 Descrigéo do processo

A tecnologia de hiperpressao (HPP) é uma tecnologia emergente de conservacao e
esterilizacdo de produtos alimentares. Consiste na aplicacdo uniforme de pressbes
hidrostéaticas nos alimentos, que normalmente variam entre 300 e 700 MPa (MPa = 9,869
atm = 10bar), durante um certo periodo de tempo, podendo variar entre trinta segundos a
poucos minutos, a baixas temperaturas, que oscilam entre os - 20° C e os 80° C,
consoante o equipamento usado. Estas pressfes sdo equivalentes a 6000 vezes a
pressdo atmosférica normal, sendo que, pressdes acima dos 400 MPa sao eficazes na
inativacdo de leveduras, fungos e na maioria das células vegetativas de bactérias,
incluindo a maioria dos agentes patogénicos infeciosos presentes nos alimentos. A alta
pressdo causa a rutura da membrana celular dos microrganismos e altera a estrutura das
enzimas, ocasionando a sua destruicdo e desnaturacdo. (Chawla, et al., 2010; Heinz &
Buckow, 2010; Rosa e Mira Godinho, 2013; Timmermans et al., 2011).

O processo tem, por base, dois principios fundamentais da fisica:

+ O principio de Le Chatelier que descreve que qualquer fendmeno (transi¢éo
de fase, mudanca de conformacdo molecular ou reagdo quimica)
acompanhado por uma reducdo de volume é favorecido pelo aumento de
pressdo. O aumento de pressdo favorece os fen6menos que provocam a
diminuicdo do volume, deslocando o equilibrio na direcdo do sistema de
menor volume (Rastogi et al., 2007; Tao et al., 2014).

% A teoria de Pascal ou principio isostatico define que a presséo é transmitida de
forma uniforme e quase instantdnea, independentemente do tamanho,
geometria e composicado do alimento (Norton and Sun, 2008; Urrutia Benet,
2005; Tao et al., 2014).



O processo de hiperpressdo é baseado em trés paradmetros, nomeadamente,
temperatura T, pressao p e tempo de exposicdo t. Quando comparado com outros
métodos de conservacdo, como a pasteurizacdo, que apenas utiliza o bindémio tempo/
temperatura, o HPP oferece uma ampla variabilidade de combinac¢fes a testar (Heinz &
Buckow, 2010). Deve ter-se em conta o efeito termodindmico do calor adiabatico de
compressado que ocorre durante a compressao e a descompressdo dos alimentos
tratados e 0 meio de transmissdo de pressdo. O aquecimento que ocorre durante a
compressao e o arrefecimento durante a descompressao podem ser descritos em fungéo
das propriedades termofisicas do produto compressivel (Knorr et al., 2011).

No que respeita ao equipamento, os principais componentes de um sistema de alta
pressdo consistem na camara de pressdo, no sistema de pressurizacdo e em
componentes auxiliares (Figura 1.4) (Chawla et al, 2011; Urrutia Benet, 2005).

q 1 Dascle s 0000w Healing/cooling
(¢ "E{" D | _ Pressure enclosure
3 =

g ¥ E:_,_ Pre-packed products

d| - =710»

q 4 Deole oo 00 o= Heating/cooling
=
Water outlet HP pump

4
Pressure releasing Water inlet
valves

/
LP oil pump

Figura 1.4 - Sistema de processamento de alta pressao tipico para o tratamento de alimentos pré-
embalados (Chawla et al., 2011).

Neste caso, a agua é utilizada como meio de transmissdo da pressdo, sendo
bombeada, através de um intensificador, para a camara de pressdo. O intensificador
consiste numa bomba de alta pressao, localizada fora da camara de alta presséo usada
para aumentar a pressao para niveis desejados. Este sistema requer tubagens de alta
pressdo e acessorios apropriados, de forma a poderem transmitir o meio de
pressurizacdo a camara de alta pressdo (Chawla et al., 2011; Urrutia Benet, 2005).

Os sumos engarrafados séo inseridos numa camara de alta pressao cheia com agua.
De seguida, a camara € pressurizada, gradualmente, até atingir o equivalente a cinco

vezes a pressdao do local mais profundo do oceano. A pressdao € aplicada,

uniformemente, em todas as dire¢cBes e, em simultdneo, durante trés a cinco minutos
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apos os quais tem lugar uma rapida despressurizagéo. No final, as embalagens de sumo
sdo removidas da cdmara, estando prontas para a comercializa¢éo (Figura 1.5) (Cipriano,
2011; Copa, 2012; Hogan et al., 2005; Maia, 2008; NERSANT — Associacdo empresarial
do Ribatejo, 2011; Rosa e Mira Godinho, 2013).

A cooperativa foi a primeira empresa portuguesa, e uma das primeiras da Europa, a
utilizar a hiperpresséo (HPP) e a pioneira a produzir e comercializar sumos frescos de
maca com esta tecnologia (Cipriano, 2011; Rosa e Mira Godinho, 2013).

PRODUCT LOADING VESSEL PRE-FILLING
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Figura 1.5 - Esquema de funcionamento de uma unidade de HPP.

(http://www.hiperbaric.com/en/high-pressure).

Esta empresa possui duas maquinas de hiperpresséo, uma com orientacao horizontal
gue apresenta um fluxo in-line do produto, com volume de camara correspondente a 100
litros e uma segunda maquina, com orientacdo vertical e um volume de camara de 200
litros (Figura 1.6).

f

Figura 1.6 — Maquina de Hiperpresséo com orienta¢@o horizontal (A) e com orientacéo vertical (B)

(http://www.avure-hpp-foods.com)
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Os sistemas comerciais de alta pressdo automatizam todas essas operacdes para

minimizar custos e maximizar eficiéncia. Estes custos de processamento podem variar

consoante as pressoes e o tempo de exposicao a essas pressoes (Figura 1.7).
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Figura 1.7 — Custo, por litro, em funcdo do tempo de exposicéo a diferentes pressdes. (Enrique et

al., 2007).

As inovacgBes em design de equipamento e a adaptacao industrial generalizada estao

a fazer diminuir os custos da tecnologia de alta pressao operacional. Atualmente, os

custos de tratamento pelo processo HPP ja ndo apresentam uma ordem de grandeza tédo

superior aos custos relativos ao tratamento térmico (Figura 1.8) (Bala, 2008).

16 1~
14 {1 [
o i
22 10 -
e}
[T
Ss
o= 67
S &
Be 47
5@
(SIS 2 A
0 | —
1996

2000 2004 2008

Figura 1.8 — Evolucdo dos custos operativos do processo HPP, por ciclo, ao longo dos anos.

(Adaptado de: Bala, 2008).

12



1.4.2. Vantagens e desvantagens da Tecnologia HPP

Este sistema pode ser utilizado para processar, tanto alimentos liquidos, como
alimentos solidos (contendo agua), para além de adicionar diversas vantagens aos
alimentos, nomeadamente destruir as bactérias em alimentos crus, estabilizar o sumo
sem recorrer a pasteurizacdo ou a adicdo de conservantes quimicos, aumentando o seu
tempo de vida util, (que, consoante o tipo de produto, pode ir de 30 a 65 dias) e
incrementar determinadas caracteristicas sensoriais desejadas nos alimentos (textura e
digestibilidade) (NERSANT — Associagcdo empresarial do Ribatejo, 2011; Maia, 2008).

Com a utilizacdo da tecnologia de alta pressdo é possivel manter, praticamente
intactas, todas as caracteristicas organoléticas do produto alimentar submetido a
tratamento, tais como a cor, o odor e sabor, a par com o0s seus valores nutritivos (Chawla
et al., 2010; Cipriano, 2011; Rosa e Mira Godinho, 2013; Tao et al., 2014; Timmermans et
al., 2011).

Uma das principais vantagens deste processo prende-se com a transmissdo da
pressdo para o produto que é realizada de forma quase instantdnea e isostética,
independentemente do tamanho, forma e composicdo dos alimentos, obtendo-se
produtos altamente homogéneos (Deliza, 2005).

Além da conservacao dos alimentos, a Techologia de HPP pode resultar na aquisicao
de novas texturas e estruturas por parte da matriz alimentar, e, portanto, pode ser
utilizados para desenvolver novos produtos ou aumentar a funcionalidade de certos
ingredientes (Rastogi et al., 2007).

No entanto, numa matriz alimentar complexa, formada por uma mistura de produtos
alimentares de origem vegetal, onde o0s compostos sensoriais coexistem com ides
metalicos e enzimas, entre outros, 0 processamento de alta pressdo pode levar a
diversas mudancas indesejaveis como, por exemplo, reagdes catalizadas por enzimas e
modificac@o de biopolimeros, incluindo desnaturagfes proteicas e formagédo de géis.

Este método apresenta limitagbes, nomeadamente para produtos alimentares com
baixa acidez, uma vez que a inativacdo de esporos bacterianos requer pressées de, pelo
menos, 800-1700 MPa, a temperatura ambiente, valores estes que excedem claramente
0 que é comercialmente viavel (Barbosa-Canovas and Juliano, 2008; Chawla et al., 2010;
Oms-Oliu et al., 2012). Uma outra desvantagem prende-se com a inativacdo incompleta
de enzimas enddgenas que levam a reacdes de oxidagdo durante o armazenamento dos
produtos alimentares (Oey et al., 2008).

Como todos os outros processos de conservacgao de alimentos, o processo de HPP é

especifico para cada produto, tornando a extenséo do prazo de validade dependente da
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composicao do alimento em causa, da presenca de enzimas e das espécies bacterianas

presentes numa determinada fabrica alimentar (Barbosa-Céanovas and Juliano, 2008).

1.4.3. Efeitos da Tecnologia de HPP nos parametros globais de qualidade
dos sumos de fruta

Os principais parametros apontados como fatores de qualidade dos sumos de fruta
séo a cor, 0 grau de turbidez e o valor nutricional. No que respeita aos parametros
nutricionais, destacam-se as antocianinas em sumos vermelhos e roxos e o conteddo em
vitamina C (Valdramidis et al., 2009).

Na maioria dos casos, 0os parametros de qualidade dos produtos alimentares séo
negativamente afetados pelo processamento a que sao sujeitos. A tecnologia de HHP em
sumos de fruta, como processo alternativo de conservacao, € normalmente realizado a
pressfes iguais ou superiores a 400 MPa, durante alguns minutos, a uma temperatura
inferior ou igual a 20 °C (Patterson, 2005). O desafio mais importante, nesta area, é a
manutencdo das propriedades funcionais e da qualidade sensorial e nutricional,
salvaguardando a seguranca e o periodo de vida util do produto (Gomez et al., 2011).

Alguns resultados da utilizacdo da hiperpressdo em sumos estdo sumarizados na
Tabela 1.1.

Um dos atributos mais importantes na preferéncia e na decisdo da escolha do
consumidor, por sumos de fruta e vegetais, é a cor. Este parametro tem sido utilizado em
diversos estudos como um indicador da qualidade nutricional e organolética durante o
processamento/conservacao e subsequente armazenamento dos produtos alimentares,
visto estar associado a percecdo de algumas caracteristicas que parecem ter grande
representatividade na qualidade dos sumos processados (Barba et al., 2012).

Dos diversos fatores que causam o0 escurecimento da fruta, ap6s o seu
processamento, destacam-se 0 escurecimento enzimatico dos compostos fendlicos, a
oxidagdo do acido ascorbico, as caramelizacdes, a formagcdo de polimeros
castanhos/vermelhos provocados pela oxidacdo lipidica e as reagbes de Maillard
(Valdramidis et al., 2009).

O processo de HHP pode influenciar a cor dos sumos de fruta, estando fortemente
associado a temperatura de processamento e ao produto (Barba et al., 2012).

Embora a tecnologia HPP tenha um efeito limitado sobre os pigmentos responsaveis
pela coloragdo dos sumos, diversos estudos tém demonstrado uma alteragéo da cor dos
sumos durante o armazenamento, devido a uma incompleta inativacdo enzimética
(Valdramidis et al., 2009).
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Tabela 1.1 - Resumo de algumas caracteristicas de qualidade de diversos sumos apds 0 processo
de HPP. Adaptado de: Rastogi et al., 2007.

Condicbes
Produto de Resultados Referéncias
tratamento

Qualidade sensorial superior nas
amostras de sumo sujeitas a
400 MPa/ congelacdo (-17 °C) seguidas de Novotna et
10 min sumo pressurizado e, por ultimo, de al., 1999
sumo sujeito a pasteurizagao (80 °C,
20 min).

Sumo de maca

Auséncia de fungos na amostra
tratada por HPP, enquanto a amostra

Sumo de limédo 450 MP_a/ de controlo foi deteriorada por Donsi et al.,
2,5-10 min ) 1998
leveduras e fungos filamentosos,
apos 10 dias.
Sem grandes mudancas nos perfis de
Sumo de 200-500 aroma 3E [ CGHEO Ui Lambert et
presséo de 800 MPa induziu
morango MPa ~ P : al., 1999
alteracGes significativas no perfil de
aroma, formando novos compostos.
Qualidade microbiolégica do sumo
com HPP semelhante ao
pasteurizado termicamente (abaixo
Sumq de 500 _MPa/ dos limites detetaveis). Parish, 1998
laranja 1.5 min .
Armazenamento até 16 semanas sob
refrigeracdo com aumento da
retencao de sabor.
Antimutagenicidade do morango e
Atividade toranja nao foi afetada pelos
; - 400-800 ~
antimutagénica tratamentos com calor e pressao. :
em sumos de MPEY 2 Antimutagenicidade de sumos de Sl G e
50 °C/ 10 g 2006

fruta e
vegetais

cenoura, espinafres e couve-flor foi
sensivel ao tratamento térmico mas
nao a pressao.

min

Neste aspeto, os polifenois estdo particularmente envolvidos nas caracteristicas de
gualidade das frutas e seus produtos processados, influenciando a sua textura, a cor
(principalmente as antocianinas), o sabor, nomeadamente, 0 amargo e o adstringente,
bem como a suscetibilidade ao escurecimento (Duda-Chodak et al., 2010).

Existem evidéncias cientificas de como o processo de alta pressdo pode aumentar o
teor de polifenois em sumos de maca em comparagdo com o sumo fresco (Baron et al.,
2006). No entanto, obtiveram-se melhores resultados para o sumo pasteurizado seguido
do sumo sujeito a altas pressdes. Estes resultados foram explicados com base no grau

de inativacdo da polifenoloxidase (PPO) que foi total, no caso do sumo pasteurizado, e

15



parcial, no caso do sumo tratado por altas pressdes. De acordo com estes dados, pode-
se afirmar que a PPO é uma das principais responsaveis pelas perdas de propriedades
funcionais durante a producgéo e conservagado dos sumos de fruta.

Neste ambito, Buckow et al., 2009 citado por Rastogi, 2013, desenvolveram um
modelo polinomial que demonstrou efeitos sinérgicos da presséo e da temperatura sobre
a inativacdo da PPO na maca a pressdes superiores a 300 MPa e efeitos antagonistas a
pressbes mais baixas.

Husband et al., 2011 citado por Rastogi, 2013, verificaram que a combinacao de alta
pressdo e processamento térmico reduz, de forma eficaz, a alergenicidade em magas.
Todos estes resultados revelam a multiplicidade de atuactes da Tecnologia HPP, que
contribuem, maioritariamente, para a manutencdo da qualidade dos produtos

hortofruticolas.

1.5. Tarefas desenvolvidas no ambito do estagio

1.5.1 Controlo de qualidade nas linhas de producdo da empresa Frubaca
Crl.

Durante os 9 meses de estagio, tive oportunidade de ajudar no acompanhamento do
controlo de processo e controlo de qualidade de todos os produtos produzidos na fébrica,
enguanto desenvolvia novas formulas de sumos com adi¢ao de algas.

Os sistemas de qualidade na industria alimentar tém diversas funcfes que vao desde
a gestdo documental até ao controlo dos processos. Estes sistemas englobam um
conjunto de atividades, que garantem o desenvolvimento e comercializacdo dos produtos,
de acordo com os requisitos legislativos, requisitos de clientes e dos consumidores, de

forma a obter um produto final com as caracteristicas esperadas.

1.5.1.1. Controlo de entradas dos produtos hortofruticolas

Aquando da recec¢do, cada matéria-prima é identificada, registando-se de imediato, o
seu lote na respetiva nota de encomenda. De seguida, cada matéria-prima é controlada
de acordo com as suas especificagbes. Inicialmente, existe uma inspecdo das
temperaturas referentes aos produtos refrigerados (em que a temperatura tera que ser
inferior a 8 °C) e aos produtos congelados (onde a temperatura ndo podera superar os -
18 °C). Estes sao, também, sujeitos a uma inspecéo visual, de forma a poder-se verificar
se estao proprios para consumo e/ou armazenamento. Caso apresentem um numero de

produtos deteriorados superior ao limite maximo admitido, sdo devolvidos ao fornecedor.
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Todas as amostras de frutas e vegetais vao, inicialmente, para o laboratério da
fabrica, onde séo determinados o pH e o teor de sélidos soluveis (TSS), expresso em
‘Brix, de cada uma delas. Todos estes dados sdo anotados em fichas préprias e
arquivados, corretamente, de acordo com os procedimentos da empresa.

No que respeita a rececdo de citrinos, nomeadamente, limdes, laranjas e limas, para
além dos procedimentos anteriormente referidos, € retirada uma amostra inicial e é
levada para o laboratério da fabrica. Em seguida, regista-se 0 seu peso e espreme-se 0
contetdo. Por fim, pesa-se o sumo obtido para, depois, se calcular o rendimento do

respetivo lote.

1.5.1.2 Acompanhamento de processos nas linhas de producgéo

A Frubaca CRL apresenta 2 linhas de enchimento de sumos, de acordo com o
volume das garrafas. Uma delas enche garrafas de 750 ml e a outra enche os restantes
volumes (125 ml, 250 ml e 400 ml). O esquema de producdo dos sumos elaborados na
empresa é apresentado no Anexo |.

Existe uma outra linha onde se faz o enchimento dos purés de fruta.

Em toda a area de producdo, € necessario realizar o controlo do processo no
decorrer das linhas para verificar se os produtos estdo a ser produzidos conforme as
especificacBes exigidas. Os controlos sdo realizados diariamente, no inicio e no final de
cada lote, onde se faz o controlo da passagem dos produtos pelo detetor de metais e a
medi¢do volumétrica do sumo A medicdo dos sumos € realizada em provetas de vidro,
onde se confirma se o enchimento perfaz a capacidade volumétrica esperada. S&o
também realizadas as restantes analises fisico-quimicas, como o pH, TSS, cor, sabor e

homogeneidade.

1.5.1.3 Analise das amostras de referéncia

A qualidade de um produto é avaliada segundo a percecao das caracteristicas fisicas
e sensoriais. Por sua vez, estas caracteristicas estao relacionadas com as expectativas
dos clientes/consumidores em relacdo a seguranca do produto, suas caracteristicas
nutricionais e as propriedades sensoriais como sabor, textura e cor/aspeto geral.

Deste modo, existem alguns parametros relativos aos sumos comerciais que devem
ser controlados para garantir a conformidade dos produtos no que diz respeito a
gualidade e seguranca.

De forma a satisfazer os requisitos de qualidade e seguranca alimentar, sdo

retiradas, diariamente, duas amostras de referéncia de cada lote produzido para serem
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analisadas, a nivel sensorial, registando-se a cor, textura, sabor e homogeneidade e a
nivel quimico, com o registo do pH e do TSS (expresso em °Brix). (Figura 1.9). Os dados
obtidos séo introduzidos em folha propria, denominada de ficha de producéo, onde ficam,
também, discriminados outros dados desse lote, entre 0s quais uma amostra do respetivo
rétulo, a sua composicao, a quantidade de cada ingrediente, a dosagem das garrafas e
0s parametros de pressao e tempo aos quais cada lote de amostras € sujeito.

Figura 1.9 — Analises laboratoriais das amostras de referéncia.

A — Andlise do pH; B e C — Analise do TSS (°Brix) das amostras de sumos.

De seguida, as amostras sdo reservadas na zona de producdo e vao a tratamento,
juntamente com as restantes amostras de referéncia dos lotes seguintes. Seguem,
depois, para a camara de refrigeracdo onde ficam armazenados em local destinado ao
efeito, durante o seu tempo de vida util. No final do prazo de validade de cada lote, é
realizado novo controlo de todos os parametros sensoriais e quimicos. Estes dados ficam

armazenados em dossier, de forma a facilitar a rastreabilidade dos produtos.

1.5.2. Desenvolvimento de novos produtos

Durante o decorrer do estagio participei, também, no desenvolvimento de novos
produtos, nomeadamente, de formulacdes de sumos de fruta e vegetais, de sumos com
infusdes, de polpas de fruta, de caldas com diferentes tipos de fruta e de diferentes
formulacdes de gaspacho. Também se procedeu a elaboracdo de varias formulagdes de
bebida de améndoas que serviram de base para a realizagdo de smoothies.

Para cada novo produto elaborado, é aberta uma ficha, na qual se descrevem todas
as suas caracteristicas, nomeadamente, o tipo de produto, ingredientes principais, tipo de
embalagem, entre outros (de acordo com a legislacdo aplicavel). O produto final é
armazenado com a finalidade de se efetuarem diferentes testes de ensaio e tempo de

prateleira.
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Os testes piloto sdo realizados de acordo com a legislacdo/bibliografia. Neste &mbito,
faz-se a identificacdo das matérias-primas, a analise e avaliacdo dos perigos (fisicos,
guimicos e biolégicos), a elaboracdo da férmula, as alteragdes do processo (em case de
necessidade). De seguida, é realizado um teste, utilizando um equipamento industrial
“série zero”, no qual se faz uma simulacdo da produgéo industrial do novo produto. Este
teste € realizado com o objetivo de se poder analisar todo o processo, desde o corte e
descasque das frutas e vegetais, passando pelo trajeto ao longo do processo produtivo,
até ao enchimento. Desta forma, consegue-se analisar in loco a eficacia e eventuais

limitagBes no fabrico do novo produto em questao.

1.5.3. Realizacéo de outras tarefas

Tive ainda oportunidade de ajudar na analise de legislacao especifica, de forma a
adaptar todos os rétulos e respetivas alegac6es nutricionais e de saude ao regulamento
1169/2011, aplicavel a partir de 13 de Dezembro de 2014.

Também participei na realizacdo de encomendas nacionais e internacionais, onde é
necessario escolher garrafas intactas, verificar a presenca dos roétulos e se todos
apresentam prazos de validade adequados para a expedicdo, colocar prazos de validade
na maquina rotuladora ou fazer etiquetas para amostras de novos produtos que, até ao

momento, nao tenham ainda um rétulo definido.

1.5.4. Desenvolvimento de um novo produto — Adicdo de algas marinhas

em sumos naturais

Para dar resposta as exigéncias do mercado, de forma continuada, as empresas
procuram desenvolver novos produtos que sejam saudaveis, de facil transporte,
preparacdo e consumo. Desta forma, os novos produtos fornecem um meio para que
industria alimentar se mantenha competitiva.

O sucesso das inovagdes depende da aceitacdo, por parte dos consumidores, de
novos produtos e tecnologias. Neste contexto, € fundamental conhecer as suas
necessidades e preferéncias, através de uma melhor comunicagdo entre os principais
intervenientes no processo de inovagdo de alimentos (EUFIC, 2014).

Nas Ultimas duas décadas, o numero crescente de artigos cientificos que
demonstram uma correlagdo direta entre a forma como nos alimentamos e algumas
doencas crénicas, tém levado a um enorme interesse, por parte dos consumidores e da

industria alimentar, por produtos que promovem a saude e bem-estar (Plaza et al., 2008).
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A crescente procura por ingredientes de origem natural em detrimento das
substancias quimicas, tem contribuido para uma grande expansao da industria dos
hortofruticolas e tem atraido o setor das bebidas para o mercado de determinados
alimentos, nomeadamente, os alimentos funcionais (Gruenwald, 2009).

Gracas aos resultados de diversas pesquisas que demonstram os beneficios da
utilizacdo da tecnologia HPP, as bebidas a base de frutas, sujeitas a esta tecnologia, com
um preco competitivo e alta qualidade nutricional, tém vindo a registar um aumento
consideravel do seu consumo nos mercados mundiais, especialmente na Europa e na
Australia. Assim, é de todo o interesse o desenvolvimento de novos produtos alimentares
a base de frutas e horticolas, que possam constituir uma op¢éo saudavel.

Hoje em dia, uma das principais areas de pesquisa em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos prende-se com a extracdo e caracterizacdo de novos ingredientes naturais
com atividade bioldgica, nomeadamente, atividade antioxidante, antiviral, entre outras,
gue podem contribuir para o bem-estar do consumidor, como parte integrante de novos
alimentos funcionais (Plaza et al., 2008).

O conceito de “alimento funcional” foi criado e introduzido, primariamente, no inicio
dos anos 80, no Japao.

Um alimento funcional é, geralmente, definido como qualquer alimento ou
constituinte alimentar com eventuais beneficios na promoc¢do da salude e prevencao de
doenca, independentes da sua funcao energética e nutricional (Herrero et al., 2005).

Existem diversos compostos que podem ser usados como potenciais ingredientes
funcionais, nomeadamente, carotenoides, polifenois, acidos gordos polinsaturados, fibras,
entre outros (Diplock et al., 1999; Plaza et al., 2009).

Nos ultimos anos, diversos estudos cientificos tém demonstrado o enorme potencial
das algas como fonte de componentes bioativos, sendo consideradas uma nova e
ilimitada fonte de novos ingredientes para o desenvolvimento de produtos alimentares
com potenciais beneficios para a saude (Brownlee et al., 2012; Cofrades, et al., 2013;
Plaza et al.,, 2009). Hoje em dia, as algas ja adquiriram o conceito de um nhovo
“superalimento” (El Din and EI-Sherif, 2012). Além disso, a utlizacdo de algas é
suscetivel de aumentar, tendo em conta a necessidade de recursos alimentares
adicionais que possam dar resposta ao crescimento populacional (Cofrades et al., 2013).

Algumas organizagdes governamentais e comerciais em Franca tém vindo a
promover o consumo de algas na restauragdo e para uso doméstico, com algum sucesso
(McHugh, 2003).

Uma forma de promover a ingestao de algas sera utiliza-las como um ingrediente em
produtos alimentares de consumo frequente. Neste caso concreto, estas poderdo ser

adicionadas aos sumos naturais, processados por HPP, a fim de se tirar proveito das
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suas propriedades nutricionais, funcionais e tecnolégicas. (Cofrades et al., 2013; Yan,
1998).

Nos ultimos anos, foram publicados varios trabalhos e registadas diversas patentes,
no que respeita ao fabrico de bebidas com a adicao de algas, que oferecem beneficios
para a saude (Cofrades, 2013; Gruenwald, 2009; Nagai and Yukimoto, 2003).

1.5.5. Algas: definicdo, ocorréncia e caracteristicas gerais

A ficologia ou algologia é o estudo das algas. O termo ficologia deriva do grego
phycos que significa alga marinha (Lee, 2008).

As algas constituem um grande e diversificado grupo de espécies autotroéficas, isto €,
produzem a energia necessaria ao seu metabolismo, através da fotossintese. Possuem,
em comum, o pigmento clorofila a, sdo considerados organismos talofitos (ou seja, nao
sdo diferenciados em raizes, caules e folhas), e apresentam estruturas reprodutoras
simples (Dawes, 1998; Lee, 2008). Apresentam uma ampla distribuicdo geografica,
colonizando diferentes meios, sempre associados a presenca de agua. Podem ser
encontradas sobre as rochas humidas, flutuantes na agua, sobre outras plantas ou em
associacdo com outros organismos, homeadamente, os fungos, formando os liquenes.
(Almeida, 2007; Barsanti and Gualtieri, 2006; Pereira, 2010)

As algas funcionam, na maioria dos habitats, como produtores primarios na cadeia
alimentar, produzindo material organico a partir da luz solar, diéxido de carbono e agua
(Lee, 2008). Incluem formas procariontes, sem uma verdadeira membrana nuclear e com
0s pigmentos fotossintéticos dispersos no citoplasma e formas eucariontes, com uma
verdadeira membrana nuclear e realizam a fotossintese usando organelos denominados
cloroplastos. Estas classificam-se em microalgas e macroalgas, consoante as suas
dimensdes (Dawes, 1998). As algas ndo possuem caracteristicas mais evoluidas das
plantas como a existéncia de flores ou de cones nem apresentam sistemas para o
transporte interno de nutrientes (Almeida, 2007).

As microalgas fazem parte de um grupo muito heterogéneo de organismos. Vivem em
suspensdao, sao predominantemente aquaticas e geralmente microscépicas unicelulares,
podendo formar coldnias, e apresentar pouca ou nenhuma diferenciacdo celular (Figura
1.10) (Pereira, 2010).

Figura 1.10 — Diferentes espécies de microalgas fitoplanctonicas. (Jahn & Kusber, 2002).
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A classificacdo mais comum entre a comunidade cientifica divide as microalgas em
dois grupos distintos consoante a sua estrutura celular. Assim, as microalgas
procariéticas pertencem as Divisdes Cyanophyta e Prochlorophyta, enquanto as
microalgas eucaridticas sdo agrupadas nas Divisdes: Chlorophyta, Euglenophyta,
Rhodophyta, Haptophyta (Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillariophyceae,
Chrysophyceae, Xantophyceae, entre outras), Cryptophyta e Dinophyta (Derner et al.,
2006).

As microalgas sao plancténicas, uma vez que constituem o fitoplancton, o qual se
encontra na base da cadeia alimentar dos ecossistemas aquaticos. O fitoplancton
constitui a principal fonte de producao de matéria organica na agua e serve de alimento a
organismos de maiores dimensdes. Encontra-se, maioritariamente, em aguas doces e
salgada (Dawes, 1998; Tomaselli, 2004).

As macroalgas sao seres eucaridticos (com uma verdadeira membrana nuclear) que
realizam a fotossintese usando organelos denominados cloroplastos. Estas apresentam
uma construcdo multicelular e fixacdo firme ao substrato. Por estarem sujeitas as mais
variadas condi¢cbes ambientais, por vezes extremas, as algas biossintetizam diversos
metabolitos secundéarios sendo, alguns deles, compostos ativos com propriedades
benéficas para a salde. Esta particularidade confere as algas um grande potencial para a
extracdo de compostos bioativos ou como ingredientes em alimentos funcionais (Holdt
and Kraan, 2011).

As macroalgas podem ser classificadas como algas vermelhas (Rhodophyta),
castanhas (Heterokontophyta, Phaeophyceae) ou verdes (Chlorophyta), dependendo da
sua composicao quimica e consequentemente nutricional (Figura 1.11) (Barsanti and
Gualtieri, 2006; Paiva et al., 2014).

Figura 1.11 — Da esquerda para a direita: Palmaria palmata (alga vermelha); Saccorhiza

polyschides (alga castanha); Ulva rigida (alga verde). (The Seaweed Site: information on
marine algae, 2000-2015).

No caso particular das algas vermelhas, estima-se que existam entre 4000 a 6000

espécies descritas, num total superior a todos os outros grandes grupos de algas
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marinhas. Apresentam um tamanho médio, entre alguns milimetros a algumas dezenas
de centimetros e raramente sdo unicelulares. Incluem, maioritariamente, formas marinhas
e as restantes, aproximadamente, duzentas espécies, sdo de agua doce (Lee, 2008).

As algas vermelhas apresentam um tipo de amido que forma gréos citoplasmaticos
(amido florideo) e uma auséncia total de células flageladas.

Os cloroplastos das algas vermelhas possuem clorofila a e d, ficobilinas, xantofilas e
carotendides, o que lhes confere tonalidades diferentes consoante a predominancia
relativa de cada um.

A capacidade que as algas vermelhas apresentam para viver em maiores
profundidades no oceano, podendo atingir até 200 metros de profundidade, esta
relacionada com a funcdo dos seus pigmentos acessorios denominados ficobilinas. Séo
pigmentos hidrossoluveis, de coloracdo azul ou vermelha, presentes nas divisbes
Rhodophyta, Cyanobacteria e Cryptophyta. Dividem-se em ficoeritrina, ficocianina e
aloficocianina, e permitem ampliar a faixa de luz que pode ser utilizada na fotossintese
(Barsanti and Gualtieri, 2006; Lee, 2008; O'Carra, 1980).

A ficoeritrina é a mais abundante ficobillina nas algas vermelhas. Para além de serem
utilizados como corantes naturais a nivel alimentar e de cosmética, estes pigmentos
também sdo usados como marcadores fluorescentes, aplicados em ensaios
imunolégicos, microscopicos e de ligacdo ao DNA. Simultaneamente, apresentam
atividade antioxidante, anti-inflamatéria, neuro e hepatoprotetora, antiviral, anti tumoral,
entre outras (Cardoso et al., 2014; Holdt and Kraan, 2011).

As paredes celulares das algas vermelhas sdo constituidas por celulose e por
mucilagens, nomeadamente, mananas, Xilanas e galactanas, de onde se extrai 0 agar-
agar utilizado no fabrico de gomas, laxantes e como meio de cultura para bactérias
(Cardoso et al., 2014; McHugh, 2003). Apresentam talos com diferentes morfologias,
nomeadamente, unicelulares, filamentosos e pseudoparenquimatosos (Barsanti and
Gualtieri, 2006).

Quanto a espécie abordada neste trabalho, a Gelidium corneum, é uma alga que
pertence ao sub-reino Thallophyta, Classe Rhodophyceae (algas vermelhas), Ordem
Gelidiales e familia Gelidiaceae. Esta alga possui um talo cartilaginoso, extremamente
duro e forte que se fixa a rocha por um sistema radicular semelhante a raizes,
denominado rizéide. Estende-se a uma profundidade de 1 a 3 m, encontrando-se, muitas
vezes, nas pogas debaixo de outras algas. Os seus ramos apresentam dimensdes entre
20 a 35 cm de comprimento (Figura 1.12) (Pereira, 2007).

No que respeita a sua distribuicdo, a alga Gelidium corneum, pode ser encontrada
desde a Europa até ao Norte de Africa e do Mediterraneo, bem como na Australia, Nova

Zelandia e no Caribe (Seaweed Industry Association, 2014).
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Figura 1.12 — Alga Gelidium corneum, apanhada na praia de S&o Martinho do Porto. (Companhia
das Algas Atlanticas, 2014).

Em Portugal, forma densas populacées no patamar infralitoral da zona centro da
costa portuguesa e no horizonte inferior do patamar médiolitoral da zona costeira entre

Lisboa e o Algarve (Pereira, 2007).

1.5.5.1 As algas na industria alimentar

Desde a antiguidade que as algas fazem parte da alimentac&do da grande maioria dos
povos da Asia Oriental. O seu uso é conhecido desde o século IV no Jap&o e desde o
século VI na China, constituindo, atualmente, cerca de 10% da dieta dos japoneses. O
volume de producdo de algas aquaticas aumentou em taxas anuais médias de 9,5% em
1990 e 7,4% na década de 2000, equivalente a producdes de 3,8 milhGes de toneladas
em 1990 e 19 milhGes de toneladas em 2010 (Patarra et al., 2014). De acordo com as
estatisticas da FAO, a Coreia do Sul, a China e o0 Japao apresentam o0s paises com 0s
maiores niveis de consumo de algas, sendo o consumo diario de 46, 22 e 4g per capita,
respetivamente (Maehre et al., 2014).

Ao contrario do que acontece na Asia Oriental, o Ocidente utiliza, essencialmente, as
algas marinhas como uma fonte de ficocoldéides homeadamente, carragenanas, agar e
alginatos (Brownlee et al., 2012). Estes compostos sao formados por polissacarideos que
fazem parte das paredes celulares e espacos intercelulares de diversas algas. As
carragenanas e o agar encontram-se, fundamentalmente, em algas vermelhas e os
alginatos, em algas castanhas. Estes ficocolbides apresentam propriedades espessantes,
gelificantes e estabilizantes, que sdo amplamente utilizados na industria alimentar (Burtin,
2003; Mchugh, 2003; Pereira, 2011; Melo, 2002; Rupérez, 2002). Estes compostos
também promovem a aceitagdo de determinados produtos alimentares pelos
consumidores, bem como o alargamento do seu prazo de validade (Brownlee et al.,
2012).
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As macroalgas marinhas sao responsaveis por uma percentagem importante da
producédo primaria no territério nacional. A sua apanha e utilizac&do foi descrita no século
XIV, sendo a apanha de sargaco uma atividade que ainda € exercida no norte do pais,
tendo sido regulamentada em 1308 pelo rei D. Dinis (Melo, 2002; Pereira, 2007; Santos e
Duarte, 1991). A apanha e utilizacdo de algas marinhas foi constante até ao Século XX,
em que a falta de agar, no Japéo, deu origem ao aparecimento de uma indUstria de agar
portugués com expressdo nos mercados mundiais. (Pereira, 2007).

A existéncia da espécie Gelidium sesquipedale (Clem.), hoje denominada Gelidium
corneum, muito semelhante as agarofitas usadas no Japao, foi detetada, em Portugal, no
inicio de 1942 e desde ai, iniciou-se o desenvolvimento de metodologia para extracéo
laboratorial do agar. Estas algas obtiveram a designacdo genérica de limos e foram
apanhadas da costa centro para sul, tendo como destino principal, a exportagdo (Melo,
2002; Pereira, 2007; Santos e Duarte, 1991). Embora seja uma espécie perene, a época
mais propicia a sua apanha, na Baia de Sao Martinho do Porto, é entre Julho e
Novembro. E de salientar que as algas desta regi&o séo, cientificamente, tidas como as
melhores do pais e constituem um recurso econémico de interesse para a populacao
local (Figura 1.13) (Pereira, 2007).

Figura 1.13 — Apanha e secagem de Gelidium corneum na costa portuguesa. (Companhia das
Algas Atlanticas, 2014).

A - Embarcac¢éo usada na apanha das algas; B - Mergulhador semi-autonomo, dependente do
compressor do barco; C - Saco cheio com algas é colocado num guincho e recolhido para bordo;
D — As algas sdo espalhadas pelos campos para secagem rapida. (Companhia das Algas
Atlanticas, 2014).
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A apanha destas algas, em Portugal, é feita normalmente por mergulho, sendo esta
atividade legislada desde 1967 através do Decreto n° 48 008 de 27 de Outubro (Melo,
1998; Melo, 2002).

Em 1971, Portugal tinha 6 fabricas de agar, tornando-se num dos maiores produtores
mundiais deste ficocoldide, produzindo cerca de 806 toneladas por ano (Santelices,
1988).

Todavia, devido a incapacidade de diversificar, de apostar na qualidade e a situacéo
desfavoravel a nivel internacional, esta industria foi perdendo o seu poder (Tabela 1.2),
restando hoje, apenas uma empresa, a Iberagar (Cardoso et al., 2014; Melo, 2002;
Pereira, 2007; Santos e Duarte, 1991).

Tabela 1.2 — Producgdo de agar-agar e carragenatos. Adaptado de: Vieira & Santos, 1995.

Nome da Empresa Local da Atividade Estado Atual
Ala-Ala Hangra do Heroismo Encerrou a atividade
Biomar Porto Encerrou a atividade
Sicomol Paido, Figueira da Foz Encerrou a atividade
Unialgas Setubal Atual Iberagar
Camelo Alverca Encerrou a atividade

Recentemente, algumas jovens empresas, nomeadamente, a Algaplus, a
Wedotech, a Algafuel, entre outras estdo a iniciar a sua atividade, a fim de explorar o

potencial biotecnoldgico da flora marinha ibérica (Cardoso et al., 2014; Pereira, 2007).

1.5.5.2 Valor nutricional das algas

A nivel mundial, sdo usadas cerca de 221 espécies de macroalgas, 145 (66%) das
quais sdo utilizadas diretamente na alimentacdo (79 rodoficeas, 38 feoficeas e 28
cloroficeas) (Pereira, 2007).

Apesar da abundancia de algas na costa portuguesa, 0 uso destas na alimentacéo
ndo tem grande tradicdo em Portugal, exceto para algumas comunidades costeiras nos
Acores (Pereira, 2007).

No que respeita ao valor nutricional, as algas fornecem uma grande variedade de
minerais, com valores cerca de dez vezes superiores ao encontrado nos vegetais

terrestres, oligoelementos e diversas vitaminas. E de salientar que as algas podem ser
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uma fonte importante de iodo na dieta. Este mineral exerce um papel fundamental na
regulacéo da glandula tiréide, responsavel pela manutencdo do metabolismo.

As algas também sao ricas em proteinas, geralmente, de alto valor bioldgico, por
conterem todos os aminoacidos essenciais. Possuem acidos gordos 6mega-3 e
polissacarideos que se comportam, na sua grande maioria, como fibras que ndo séo
totalmente digeridas pelas enzimas intestinais humanas, o que as torna num alimento
muito equilibrado a nivel nutricional e com poucas calorias (Pereira, 2007; Rupérez, 2002;
Dhargalkar, 2014).

A Gelidium pertence a um género de alga que possui um contetdo elevado em fibras
hidrossollveis, sais minerais e oligoelementos, apresentando, desta forma, efeitos
laxantes e adelgacantes (Pereira, 2010).

E dela que se extrai o agar, um ficocoldide com propriedades gelificantes,
constituido por dois polissacarideos: a agarose e a agaropectina, que devido as suas
propriedades ndo podem ser digeridos nem assimilados pelo organismo (Pereira, 2007).
A sua utilizac&o teve origem na Asia, onde foi consumido durante varios séculos, como
alimento basico nas dietas tipicas de inUmeros povos (Cardoso et al., 2014; Iberagar,
2010; Mchugh, 2003).

Cerca de 90% do agar produzido globalmente é usado na industria alimentar. O agar
apresenta excelentes qualidades como espessante, estabilizante e gelificante, sendo um
ingrediente fundamental na preparacédo de geleias, conservas de carne, gomas de fruta,
pastilhas, sopas, e produtos de confeitaria, permite substituir a gordura em derivados
lacteos, patés e molhos, atua como agente clarificador na producéo de cervejas, vinhos e
café, para além de ter um papel fundamental na regulacéo do transito intestinal (Pereira,
2007; Pereira, 2010).

As suas principais caracteristicas sdo a auséncia de sabor, cheiro e cor, sdo sollveis
na agua e séo conciliaveis com a maioria dos alimentos.

Os restantes 10% s&o, atualmente, usados em aplicagdes biotecnologicas,
nomeadamente, na elaboragcdo de meios de cultura de bactérias, microalgas, tecidos,
entre outros (Pereira, 2007; Pereira, 2010).

Diversos estudos realizados nas Ultimas décadas tém demonstrado diversas
propriedades terapéuticas das algas. As suas fibras demonstraram ser eficazes na
reducdo da obesidade, do colesterol sanguineo, da diabetes, do cancro do célon, entre
outros (Pereira, 2010).

Auxiliam na remineralizacéo 0ssea, por serem das maiores fontes vegetais de calcio,
apresentam um efeito positivo na regulacdo mineral do organismo e na regulagdo arterial,
possuem atividade antioxidante, auxiliam na eliminacdo de radiacdo nuclear do

organismo entre muitos outros beneficios. (El Din and EI-Sherif, 2012).
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2. ENQUADRAMENTO, OBJETIVOS E DESENHO EXPERIMENTAL

2.1. Enquadramento

O presente trabalho surge no ambito do estagio profissional para a conclusao do
Mestrado em Gestdo da Qualidade e Seguranca Alimentar ministrado na Escola Superior
de Turismo e Tecnologia do Mar de Peniche e resultou de uma proposta feita pela
Frubaca para o desenvolvimento de um novo sumo processado por HPP, com adicéo de
uma alga tipica da regido de S&o Martinho do Porto, concelho de Alcobaga.

Ao longo dos ultimos anos, tem havido um interesse crescente pelas algas
marinhas como fonte de ingredientes bioativos, com varias aplicagdes no processamento
de alimentos mais saudaveis e fornecendo novos compostos com diversas propriedades
funcionais. Contudo, as algas presentes na costa portuguesa encontram-se muito pouco
exploradas e caracterizadas, havendo pouca tradicdo no seu consumo.

Assim sendo, este trabalho, incidiu do desenvolvimento de um produto, que tem
como base, o sumo de maca, ao qual foi adicionado um teor especifico da alga Gelidium

corneum.

2.2. Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivos gerais o desenvolvimento de um novo
produto alimentar, englobando duas variedades de sumo a base de fruta e produtos
horticolas com a adicdo da macroalga Gelidium corneum, de forma a incrementar o0 seu

valor nutricional, bem como, o controlo de qualidade de produtos hortofruticolas.

2.2.1. Objetivos especificos

O presente trabalho teve como obijetivos especificos:

- Valorizagé@o e promogao da alga Gelidium corneum, como recurso marinho existente
na costa portuguesa.

- Avaliagdo nutricional da alga Gelidium corneum, nomeadamente, potencial
antioxidante, teor de cloretos, teor de cinzas e fibra total.

- Avaliacdo do efeito da adi¢do da alga Gelidium corneum a duas variedades de sumo
de fruta elaborados com a tecnologia HPP, nos diferentes parametros de qualidade,
nomeadamente, nos parametros fisico-quimicos, microbioldgicos e sensoriais.

- Comparacao dos parametros de qualidade das duas variedades de sumo com algas

em relagdo aos sumos controlo (sem algas).
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2.3. Desenho experimental

12 Fase: Recolha e preparacdo das amostras da alga Gelidium corneum

12 recolha: Lavagem,
a?%?lg%c?;o novembro de embalamento e Liofilizagéo e
I\Q/JI artinho do 2014, 22 congelacao das trituracéo das
Porto recolha: janeiro amostras a -80 amostras.
de 2015 °C.
22 Fase - Otimizacdo da producéo de extratos de algas:
4 ) L A
Adicdo de 4
. x solventes organicos: Analise dos
Trltugggﬁgrggitzlgas metanol, polifendis totais e
P < diclorometano, n- capacidade de
I|of|(l;gf§d§r$], a(tje € hexano e reducéo do radical
PO agua+etanol DPPH.
(25:75).
\. J J

32 Fase — Avaliacdo guimica aos sequintes parametros das algas utilizadas no

estudo:

e Teorde Cinza

e Teor de Fibra Bruta

e TeordeClo

retos

42 Fase — Desenvolvimento de sumos naturais com adicdo de algas

4 ) 4 ™ r N 4 N
Ensaios Obtencéo de
preliminares - dois protoétipos Processo de
formulacdo de o apos fabrico dos
diversos %??%gigﬁgs? avaliagcao dois novos
sumos com fimas usadas sensorial por sumos com
adicao de P parte da adicéo de
diferentes direcédo da algas.
ingredientes. empresa.
. J . y, \. J \. J
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52 Fase — Adicao das algas aos sumos de fruta

Adicdo das algas em po,

na proporcdo de 1% ~

(sumg (g)e %ramboesa) (g Tempo de exiracdo de uma
; —>| hora com posterior filtragéo

2% (sumo de espinafres) com coador

do volume de cada tipo de :

sumo.

engarrafamento em Tratamento por HPP e

garrafas PET de 250 ml e |—>| armazenamento a

respetiva capsulagem. temperaturas entre 2 a 4 °C.

62 — Caracterizacao fisico-quimica e microbiolégica dos produtos finais (ao longo do

tempo de armazenamento (1 més)

Os novos produtos (sumo de framboesa e sumo de espinafres com adicdo de

algas) e o produto controlo (respetivos sumos sem algas) foram alvo das seguintes

analises:
Parametros fisico - quimicos Parametros microbioldgicos **
-pH - Microrganismos totais a 30 'C
- Teor de Solidos Solaveis - Escherichia coli
- Acidez titulavel* - Salmonella spp
- Cor - Bolores
- Quantificagéo total de polifendis* - Leveduras
- Capacidade de reducdo do radical

DPPH*

- Teor de proteina bruta*

- Teor de minerais e oligoelementos*
- Teor de vitaminas (A, B1,B2e C) *

72 — Avaliacdo sensorial das amostras (no tempo final de producao - tz)

*Estes parametros foram, apenas, avaliados no tempo final de producao (t30)

**Todos os parametros microbiolégicos foram avaliados ao t0 (apds producéo), t15 e t30.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Recolha e preparacédo das amostras da alga Gelidium corneum

Numa primeira fase, foi recolhida uma amostra da alga em estudo para se proceder a
sua avaliagcdo taxondémica. A espécie foi identificada, na ESTM, por professores e
investigadores em biologia marinha, com o auxilio de guias de identificacao.

A recolha das algas foi realizada na Baia de Sao Martinho do Porto, Portugal (Figura
3.1), em novembro de 2014, por mergulhadores que usam embarcacdes destinadas ao
efeito. Esta baia foi um dos principais portos do pais até finais do século passado.

Atualmente, € um importante porto de recreio e centro de recolha de algas marinhas.

Figura 3.1 — Baia de S&o Martinho do Porto. (http://www.skyscrapercity.com)

As amostras foram, posteriormente, lavadas em laboratério, com agua do mar, de
forma a remover organismos invertebrados, areias e detritos. Apds a lavagem, as algas
foram pesadas, embaladas e congeladas, durante duas horas, a -80°C (Thermo, Electron
Corporation). De seguida, estas foram colocadas num liofilizador (SupplyLab, Cacém,
Portugal) durante dois dias e, por fim, foram trituradas numa picadora Moulinex A320R1

de forma a obter-se um pé que foi, posteriormente, incorporado no fabrico dos sumos.

3.2. Avaliacdo quimica aos seguintes parametros das algas utilizadas no

estudo

3.2.1. Teor de Cinzas

O teor de cinzas foi determinado segundo o método adaptado da NP 2032:1988 para

determinacgéo do teor de cinza em pescado. O teor de cinzas de um alimento é o nome
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dado ao residuo inorganico que permanece apds a carboniza¢do da matéria organica,
entre 525°C e 550°C, e a evaporacao da agua e substancias volateis, dando origem a
CO,, H.0O e NO.. Desta forma, as cinzas de um alimento servem de base para a andlise
de minerais especificos. Para tal, pesaram-se 3g + 0,001g de amostra de algas para
cadinhos de porcelana e levou-se a secar na estufa (Memmert) a 105 + 2°C durante a
noite. Os cadinhos foram colocados no exsicador, deixaram-se arrefecer e voltaram-se a
pesar. ApoOs este processo, os cadinhos foram transferidos para uma mufla (Nabertherm
B170 Controller) £ 525°C durante 14 horas (rampa de 3 horas, e secagem de 11 horas)
para que toda a matéria fique incinerada. No final, colocaram-se os cadinhos no
exsicador até verificacdo de peso constante. Esta técnica foi realizada em triplicado. A

guantificacéo do teor de cinzas total recorre a seguinte férmula:

M3
M2

-M1
[ i =
)% Cinza — x100

Sendo que m; correspondente a massa inicial da capsula (g), m. corresponde a massa
da capsula com amostra inicial (g) e ms corresponde a massa da capsula e da cinza (g)

depois da incineracao.

3.2.2. Teor de fibra alimentar total

A determinacdo do teor de fibra alimentar total foi realizada tendo por base o
método AOAC 985.29 (enzimatico-gravimétrico), com o auxilio de um Kit comercial (Total
Dietary Fiber, Merck) (Anexo Il). N&o foi necessario fazer, inicialmente, uma remocéao de
gordura da amostra, uma vez que esta continha um teor de gordura inferior a 5%. Numa
primeira etapa, procedeu-se a hidrélise do amido através da a-amilase, na etapa
seguinte, a hidrélise da proteina pela acdo da protease e, por ultimo, & hidrolise da
amilose por adicdo da amiloglucosidase. A fibra soltvel foi precipitada com etanol 95%. O
residuo total foi filtrado e sucessivamente lavado com etanol 78%, etanol 95% e acetona.
Apb6s secagem, o residuo foi pesado. Um dos duplicados foi usado para a determinacao
da proteina e o outro para a determinacdo da cinza. Todas as analises foram realizadas

em triplicado e o teor de fibra alimentar total foi determinado pela seguinte equacao:

mR —mP —mA —mB
Teor de fibra total = — x 100

Em que mr corresponde a média da massa do residuo (mg), me corresponde a

massa de proteina no residuo (mg), ma corresponde a massa de cinzas no residuo (mg),
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mg & massa do residuo do branco (mg) e m corresponde a média da massa da amostra

inicial (mg).
3.2.3. Teor de cloretos

A determinacéo do teor de cloretos foi realizada em conformidade com o decreto
de lei 25/2005, artigo 11 anexo |. Neste método, entende-se por teor de cloretos a
guantidade total de ibes de cloro expressa em percentagem em massa de cloreto de
sédio. Esta determinacao é feita pela solubilizacéo dos cloretos numa solucdo aquosa, e
uma posterior precipitacdo por excesso de nitrato de prata (0,1N) na presenca de uma
solucdo de &cido nitrico puro. Posteriormente, procede-se uma titulacdo deste excesso
com uma solugao de tiocianato de amoénio (0,1N) na presenca de uma solucao saturada
de alimen férrico.

O teor de cloretos da amostra é expresso em percentagem em massa de

cloretos de sodio, através da seguinte formula:

5845 x (V1 —-V2)x N o
m

100

% Teor de Cloretos =

Onde Vi corresponde ao volume, em centimetros culbicos, da solucdo de
tiocianato de amonio gasto na titulagdo do branco, V. corresponde ao volume, em
centimetros cubicos, da solucdo de tiocianato de amodnio gasto na titulagdo da amostra,
m corresponde a massa inicial, em gramas, da amostra analisada e N a concentracao,

expressa em normalidade, da solucdo de tiocianato de amonio.

3.3. Otimizac&o da producgao de extratos de algas

3.3.1. Preparacgéo dos extratos das amostras das algas

O método de preparagdo dos diferentes extratos de algas foi adaptado a partir do
trabalho realizado por Pinteus, 2011.

As algas, previamente congeladas e liofilizadas, foram trituradas, obtendo-se um pé
ao gual se adicionaram solventes organicos de diferentes polaridades, nomeadamente
metanol, diclorometano, n-hexano e agua:etanol (25:75). Pesou-se 5g do pé obtido a
partir da trituracdo da alga Gelidium corneum e colocou-se, em agitacdo num gobelé,
com 300 ml de metanol (> 99%, Fisher Scientific, Reino Unido) durante 12 horas

protegido da luz sendo, posteriormente, filtrado e colocado numa ampola de decantacéo,
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a qual se adicionou 300 ml de n-hexano (95%, Lab-Scan analytical Sciences, Pol6nia) e
procedeu-se a uma extracao liquido — liquido.

De seguida, a biomassa retida no filtro adicionou-se 300 ml de diclorometano (99,8%,
Fisher Scientific, Reino Unido) ficando em agitacdo durante 12 horas protegido da luz,
sendo de seguida filtrado. Para a preparacéo do extrato da alga com agua:etanol (25:75)
adicionou-se 5g da alga acima referida a 75ml de agua e 225 ml de etanol, mantendo o
gobelé em agitacdo durante 12 horas, protegido da luz.

Os extratos obtidos apos a filtragdo foram concentrados através da utilizacdo de um
rotavapor Laborota 4000 (Heidolph) a 40°C, obtendo-se, no final, a biomassa de cada
uma das quatro fracdes. Estas foram dissolvidas em DMSO (Dimetilsulféxido) (299.9%,
Sigma, Alemanha) e mantidas a -20 °C até posterior utilizacéo (Figura 3.2).

Figura 3.2 — Preparacéo dos extratos das amostras de algas.

A: Biomassa algas liofilizada e triturada; B: Extracdo no solvente organico, metanol; C: Extracdo
em agua:etanol (25:75); D: Filtracdo a vécuo, com funil acoplado a quitasato; E: Ampola de
decantagdo com metanol (apéds filtracdo da alga) e n-hexano para extracdo liguido-liquido; F:
Concentragdo dos extratos obtidos, em rotavapor, a 40 °C; G: Biomassa da fracdo agua:etanol

(25:75). (Fotografias de Ana Teresa Marques)

3.3.2. Métodos de avaliagdo da capacidade antioxidante

Os fitoquimicos constituem o maior grupo de compostos potencialmente bioativos,
com capacidade antioxidante, que impedem alguns dos processos envolvidos no
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desenvolvimento de doengas cronicas, nomeadamente, do cancro, doencas
cardiovasculares e certas doencgas degenerativas (Palafox-Carlos et al., 2011).

A capacidade antioxidante total (CAT) est& associada a propensdo dos compostos
fitoquimicos para a defesa dos constituintes celulares contra os danos oxidativos
resultantes das reacdes que envolvem espécies reativas de oxigénio (ROS) (MacDonald-
Wicks et al., 2006).

O interesse em empregar antioxidantes provenientes de fontes naturais para
aumentar a vida Util dos alimentos é consideravelmente reforcado pela preferéncia dos
consumidores por ingredientes naturais e preocupacfes sobre os efeitos toxicos dos
antioxidantes sintéticos.

Nos ultimos anos, muitos recursos marinhos tém atraido a atencao na busca de
compostos bioativos para o desenvolvimento de novos medicamentos e alimentos
saudaveis (Kuda et al., 2005). Por este motivo, tém sido desenvolvidos diversos métodos
de analise com o objetivo de determinar a atividade antioxidante das mais diversas
matrizes alimentares, incluindo as algas marinhas (MacDonald-Wicks et al., 2006).

E de salientar que ndo é possivel realizar, apenas, um método de avaliacdo da
capacidade antioxidante, visto ndo refletir, exatamente, a complexidade das interacdes
entre antioxidantes in vivo (MacDonald-Wicks et al., 2006).

Estes métodos diferem entre si relativamente aos mecanismos e condigbes de
reacdo, oxidantes e espécies alvo/marcadores, o que pode dar origem a resultados
variaveis para os mesmos tipos de alimentos (MacDonald-Wicks et al., 2006).

A capacidade antioxidante da alga em estudo e, posteriormente, dos sumos
elaborados, foi efetuada utilizando o ensaio da inibicdo do radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo (DPPH) e o teor total de compostos fendlicos foi determinado utilizando um

ensaio com o reagente de Folin-Ciocalteu (FC).

3.3.2.1. Quantificagao total de polifendis

A Quantidade Total de Polifenéis (QTP) foi realizada segundo o método de Folin-
Ciocalteu, adaptado a partir do trabalho realizado por Yu e colaboradores (2002).

Este método baseia-se numa reacéo colorimétrica promovida pelo reagente de Folin-
Ciocalteau e é quimicamente suportado pela transferéncia de eletres, em meio alcalino,
de compostos fendlicos e outras espécies redutoras para o molibdénio, dando origem a
complexos azuis. Estes complexos podem ser monitorizados espetrofotometricamente
entre 750-765 nm (Karadag et al., 2009).
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Numa microplaca de 96 pocos, adicionou-se 158 pl de &gua destilada, 2 ul de
amostra e 10 pl de reagente de Folin-Ciocalteu. Ciocalteu (Fluka Biochemika, Sigma
Aldrich, Suica).

Apoés 2 minutos, adicionou-se 30 ul de carbonato de sodio, Na,COs; a 20% (p/v)
(Merck, Darmstadt, Alemanha). A reacao foi incubada a temperatura ambiente, no escuro
durante 1 hora, ap6s a qual se mediu a absorvancia, a um comprimento de onda de 755
nm, num leitor de microplacas (Synergy H1 Multi-Mode Microplate Reader, BioTeK®
Instruments, U.S.A)).

Para a construcdo da curva padrao, foram elaboradas quatro solucbes de acido
galico (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemanha) a partir de uma solucao de acido galico de
1mg/ml. A QTP foi expressa em miligramas de equivalentes de acido galico por grama de

extrato. Todas as amostras foram analisadas em triplicado.

3.3.2.2. Avaliacdo da capacidade de reducédo do radical DPPH

A capacidade de reducdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (Sigma,
Steinheim, Alemanha) pelas amostras em estudo foi avaliada a partir da adaptacdo do
método descrito por Duan et al. (2006). Este método baseia-se na capacidade que este
composto tem em mimetizar os radicais livres presentes no organismo humano.

O radical DPPH na presenca de compostos antioxidantes é reduzido, perdendo a sua
cor original, violeta, passando para amarelo palido, com consequente diminuicdo da
absorvancia, a 517 nm.

Para a execucdo deste método, preparou-se, previamente, uma solucdo de DPPH
0,1 mM em metanol (Sigma Aldrich, Germany). Numa microplaca de 96 pocos, adicionou-
se 2 pl de cada amostra a 198 ul de DPPH (Figura 3.3). Incubou-se 30 minutos no escuro
a temperatura ambiente.

Os resultados foram obtidos espetrofotometricamente num leitor de microplacas
(Synergy H1 Multi-Mode Microplate Reader, BioTeK® Instruments, U.S.A.) a um
comprimento de onda de 517nm. A capacidade de reducéo do radical DPPH foi calculada

através do uso da seguinte equacao:

% Reducao= [1'( Absamostra'AbSbranco)/AbScontrolo] %100
Onde:
AbScontrolo = absorvancia da solugdo de DHHP + 2 pl de DMSO;
AbSamesra = absorvancia da solu¢éo de DPPH + 2 pl de amostra;

AbSbranco = @absorvancia da amostra (198 ul de metanol + 2 pl de amostra).
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Figura 3.3 — A: Solucdo de DPPH; B: Microplaca de 96 pogcos com a adicdo das diferentes
amostras ao DPPH e respetivos brancos (Ultimos 3 pocos de cada coluna). (Fotografias de Ana
Teresa Marques)

3.4 Desenvolvimento de sumos naturais com adi¢c&o de algas

3.4.1 Ensaios preliminares

Para a formulacdo e producdo do produto em estudo, foram utilizadas amostras de
sumo de maca produzido pela Frubaca CRL - Cooperativa de Produtores de Fruta e de
Produtos Horticolas, estabilizado por hiperpressdo. O objetivo inicial seria utilizar,
apenas, sumo de macéa, ao qual se adicionaria a alga vermelha, da espécie Gelidium
corneum. No entanto, esta pratica tornou-se inviavel, devido ao facto da alga utilizada ter
um sabor particularmente intenso, o que fez como que se tivessem de adicionar outros
ingredientes, de forma a tornar o novo produto mais agradavel.

Foram testados alguns sumos com misturas de diversas matérias-primas, em
diferentes proporgdes, nomeadamente, a maga, a framboesa, o abacate, os espinafres, o

gengibre, a horteld, a alga Gelidium corneum e a microalga espirulina (Figura 3.4).

Figura 3.4 — Formulagdes testadas com diferentes percentagens de diversas matérias-primas.
(Fotografias de Ana Teresa Marques)
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Pelo facto da espécie Gelidium corneum se tratar de uma macroalga, ndo foi possivel
incorpora-la, totalmente, no sumo, uma vez que esta ndo tem a capacidade de dissolucéo
das microalgas, como é o caso da espirulina. Por este motivo, fez-se uma extracdo da
alga no sumo, ou seja, incorporou-se a alga Gelidium corneum, em propor¢des que
variaram entre 0,5% e 2% do sumo, com tempo de espera de 30 minutos e de uma hora
tendo sido, posteriormente, filtrada com o auxilio de um coador.

As melhores formula¢des (num total de cinco) foram pré-selecionadas através de
avaliacdo sensorial. Para tal, recorreu-se a um painel de provadores semi-treinado,
composto pelos cinco elementos da direcdo, que deram o seu parecer.

Com a realizacdo destes pré-ensaios, foram obtidas duas variedades do sumo, para
dar continuidade ao trabalho.

Os sumos foram processados a partir das variedades de mac¢éd Golden Delicious,
Granny Smith e Jonagold, sendo a maca o seu constituinte principal. Foram, também,
adicionados em menor percentagem outros hortofruticolas, como a framboesa, os
espinafres, o gengibre e a horteld. De seguida, os sumos foram acondicionados em
embalagens PET (politereftalato de etieno), com capacidade de 250 ml.

Até a sua utilizacdo, os espinafres, o gengibre e a hortelda foram mantidos em
condicbes de refrigeracao (2-4°C) tendo a framboesa sido mantida a -18°C.

As algas formam armazenadas num frasco de plastico destinado ao efeito e vedado
com pelicula parafilme até serem utilizadas.

As andlises de pH, teor de sélidos soltveis e cor foram realizadas diretamente na

amostra de sumo, apés homogeneizacao.

3.4.2. Matérias-primas

As matérias-primas utilizadas neste trabalho foram a maca, a framboesa, os
espinafres, o gengibre e a hortela.

Pelo facto de se tratar do principal género alimentar, controlado pela empresa, desde
0 seu cultivo até ao seu processamento, € dado um especial destaque a maca,
concedendo-lhe um subcapitulo na introdugéo.

A framboesa, que constitui o segundo componente de um dos sumos elaborados,
pertence a familia das Rosacea, género Rubus. Embora a sua cultura em solo portugués
ainda seja reduzida, tem havido um aumento significativo na sua producéo nos ultimos
anos, ja que os frutos produzidos em Portugal comegaram a ter uma maior procura para
exportacao.

Estes frutos sdo ricos em fibras e vitamina C, para além de conterem teores

importantes de &cido fdlico, vitamina Bl, B2 e também alguns minerais (magnésio,

40



potéssio, cobre e ferro). S&o uma excelente fonte de compostos fendlicos, incluindo
estilbenos, taninos, acidos fendlicos e flavonoides. Dentro destes ultimos, destacam-se
as antocianinas, importante para a avaliacdo da maturidade dos frutos e responsaveis
pela cor vibrante das framboesas (Freitas, 2011).

O espinafre € um produto vegetal valorizado pelo seu elevado teor vitaminico,
especialmente em acido ascdrbico, a-tocoferol, vitamina K, carotenos e vitamina A. E um
grande fornecedor de magnésio e calcio, dois nutrientes essenciais a manutencao da
saude Ossea. No entanto, este vegetal acumula &acido oxalico, um composto anti-
nutricional, que pode reduzir a biodisponibilidade de alguns minerais, como é o caso do
ferro, magnésio e célcio. O espinafre contém uma fonte importante de carotenoides,
como o betacaroteno e a luteina, que sdo pigmentos lipossollveis, com coloracdo
amarela-alaranjada. A sintese destes pigmentos esta intimamente ligada a sintese da
clorofila, estando o0s seus niveis positivamente correlacionados. No entanto, o0s
carotenoides podem ser menos visiveis devido a presenca de clorofilas a e b, cuja sua
cor verde predomina (Lima, 2012).

O gengibre é um rizoma da espécie Zingiber officinale utilizado como condimento
comum para varios alimentos e bebidas. Como planta medicinal, o gengibre é uma das
mais antigas e populares do mundo e tem sido, tradicionalmente, utilizado numa ampla
gama de doencas, que incluem artrite, dores musculares, indigestdo, dores de estémago,
diarreia e nduseas. Alguns constituintes presentes no gengibre apresentam uma potente
atividade anti-inflamatoria, antioxidante e anti-cancerigena (Shukla, 2007).

A hortela-verde (Mentha spicata), também conhecida como hortela-vulgar, hortela-
das-hortas, hortela-comum ou simplesmente horteld, é uma planta herbacea perene,
nativa da regido do mediterraneo, muito cultivada no pais. E utilizada como tempero em
culinaria, como aromatizante em certos produtos alimentares ou para a extracao do seu
6leo essencial. Também é usada como planta medicinal, funcionando, maioritariamente,
como estimulante gastrico e carminativo. O 6leo essencial e os flavonoides sdo os
responsaveis pela sua agdo antissética, espasmolitica e estimulante das secrecfes
gastricas (Cunha, 2006).

3.4.3. Formulagao de protdtipos
Os dois protétipos foram elaborados com 0os mesmos ingredientes de base, diferindo
apenas num deles e na percentagem de alga adicionada. As respetivas formulagbes

assim como a percentagem dos ingredientes utilizados estdo apresentados na Tabela
3.1.
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Tabela 3.1 — Formulacdes e percentagem de ingredientes de cada um dos prot6tipos.

Prototipo Sf_a

Ingredientes

Percentagens (%)

Maca 86

Framboesa 10
Gengibre 2
Gelidium corneum 1
Hortela 1

Prot6tipo Se_a

Ingredientes

Percentagens (%)

Maca 88

- Espinafres 7
Gengibre 2

Gelidium corneum 2

Hortela 1

3.4.4. Processo de fabrico

O processo de fabrico do sumo de macé tem inicio com a lavagem das macés em
agua hiperclorada. Esta etapa tem como objetivo a remocédo de pequenas sujidades e
sélidos grosseiros presentes na superficie da matéria-prima, além de reduzir, de forma
consideravel a carga microbiana. O processo de lavagem utilizado na empresa é
realizado por imerséo, no qual toda a superficie da fruta entra em contacto com a agua
de lavagem (Figura 3.5).

Segue-se a etapa da selecdo das macas, onde se separam, cuidadosamente, as
gue estdo firmes das extremamente maduras, estragadas, atacadas por lagartas e outros
danos. O equipamento empregue consiste numa passadeira larga, ao longo da qual, os
funcionarios se posicionam.

Apoés a selecdo, as macas sdo novamente lavadas, passando por um chuveiro e
escovagem seguindo depois, diretamente, para 0 moinho de trituragdo. Na fase de
trituracdo obtem-se uma pasta/polpa de fruta. Para se extrair o sumo, € utilizada uma

prensa pneumatica, de esteira continua (belt press) (Figura 3.6)
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Figura 3.5 — Lavagem das macds em Figura 3.6 — Prensa pneumatica de
agua hiperclorada (Fotografia de Ana esteira continua (belt press) (Fotografia

Teresa Marques) de Ana Teresa Marques)

Apés ser filtrado pelas passadeiras, o sumo segue para um outro filtro onde sao
retiradas grande parte das fibras em suspenséo, ou seja, remocao de sementes, polpa de
fruta ou algumas impurezas que possam ultrapassar as barreiras. Seguidamente, o sumo
€ armazenado em tanques de forma cilindrica, que conservam 0 sumo a uma
temperatura entre 3°C a 4°C, sendo esta refrigeracdo feita com agua e glicol. O sumo
segue para a linha de enchimento onde € engarrafado e capsulado em garrafas de
polietileno. As maquinas de enchimento apresentam um processo de lavagem das
garrafas que consistem em inverté-las, de modo automatico, sendo-lhes injetado um jato
de agua no seu interior que vai garantir a inocuidade das garrafas. Apds esta lavagem, as
garrafas seguem em direcdo ao enchimento onde € introduzido o sumo, sendo
capsuladas de imediato (Figura 3.7). Posteriormente, estas passam pelo detetor de
metais, que tem a funcéo de detetar pequenas particulas metalicas que possam estar a
contaminar o produto (Figura 3.8). De seguida, as garrafas sdo rotuladas
automaticamente, com rétulos diferentes, consoante a empresa a que se destinam.

Uma vez rotuladas, as garrafas sdo armazenadas em caixas resistentes a
compressao, 0 que possibilita o transporte de grandes pesos. Nesta fase, o sumo segue
para as maquinas de alta pressdo (HPP) onde sofre tratamento. No processo de
embalamento, a quantidade de sumo embalado varia consoante a encomenda do cliente/
consumidor. Depois desta etapa, as garrafas sdo colocadas em caixas e armazenadas
em camaras frigorificas, a temperaturas entre os 2 a 4° C. Nao podera ser expedido

produto com mais de 25 dias.
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Fig. 3.7 — Maquina de enchimento e Fig. 3.8— Detetor de metais (Fotografia de
capsulagem (Fotografia de Ana Teresa Ana Teresa Marques)
Marques)

Para a elaboracao dos dois prot6tipos (A e B), foi utilizado sumo de maca acabado
de fazer. De seguida, este sumo foi levado para o laboratério da fabrica, onde se
procedeu a elaboracdo dos sumos com a adicao de algas.

O protétipo A é constituido por maca (86%), framboesa (10%), gengibre (2%), alga
Gelidium corneum (1%) e hortela (1%) e o protétipo B contém maca (88%), espinafres
(7%), gengibre (2%), alga Gelidium corneum (2%) e hortela (1%), tendo sido adicionado a
ambos os sumos, 0,1% de acido ascoérbico.

Os dois sumos foram sujeitos a trituracdo com uma maquina (Philips HR 2095,
China) de forma a se obter duas bebidas homogéneas. As algas foram incorporadas, logo
de seguida, nos sumos, com um tempo de espera de uma hora, sendo, posteriormente,
filtradas com o auxilio de um coador. Prosseguiu-se com o engarrafamento em garrafas
PET de 250 ml e respetiva capsulagem. Os sumos foram sujeitos ao tratamento por HPP
e, por fim, foram armazenados a temperatura entre 2°C a 4 °C até a sua utilizagao.

Foram, também, elaborados dois sumos idénticos aos protétipos A e B, mas sem a
adicdo da alga Gelidium corneum, que serviram de controlo para as diferentes analises

realizadas.

Figura 3.9 — Da esquerda para a direita: Amostras de sumo de framboesa com algas (sf_a) e
sumo de framboesa controlo (sf_c) seguidas de sumo de espinafres controlo (se_c) sumo de

espinafres com alga (se_a). (Fotografia de Ana Teresa Marques)
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Figura 3.10 - Diagrama de producdo dos sumos de framboesa (A) e de espinafres (B) com

adicdo da alga Gelidium corneum (os sumos controlo ndo tiveram adi¢éo da alga).
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3.5. Andlises fisico-quimicas dos produtos finais

3.5.1. Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi efetuada diretamente no sumo, sem diluicdes, a
temperatura ambiente e apds calibracdo com duas solu¢des tampdo a pH=4 e pH=7.
Para este procedimento foi utilizado um potenciémetro marca HANNA INSTRUMENTS e
modelo HI 2211 pH/ORP Meter munido de um elétrodo de vidro. A realizacdo do
procedimento e a apresentacdo dos resultados foram elaboradas de acordo com a NP
EN 1132:1996.

3.5.2. Determinacédo do Teor de Sélidos Soluveis (°Brix)

O indice refratométrico quantifica a percentagem de residuo seco sollvel, ou seja,
os solidos dissolvidos que estédo presentes no produto em questao.

O teor de solidos soluveis foi determinado com um refratometro digital marca
HANNA INSTRUMENTS e modelo HI 96801. A amostra foi homogeneizada e verteram-
se algumas gotas de produto para a superficie do prisma no equipamento; foram
realizadas duas leituras da mesma amostra e calculada a média. Os dados sé&o
apresentados em gramas de sacarose por 100g de liquido ou graus Brix (°Brix), com
base na norma NP EN 12143:1999.

3.5.3. Determinacdo da acidez titulavel

A acidez total foi determinada por titulacdo com uma solucao alcalina de hidréxido de
sédio 0,25M em 25 ml de amostra de sumo. O ponto final de titulacdo foi detetado por
potenciometria a pH = 8,11 e os resultados foram expressos em acido malico (g/100 ml
de produto) de acordo com a norma NP EN 12147:1999. Esta analise é de grande
importancia na avaliagdo do estado de conservagdo de um alimento, porque 0 processo

de decomposicéo altera quase sempre a concentragéo de ides hidrogénio.

3.5.4. Determinagao da cor

A colorimetria consiste na medi¢do da cor baseada nos comprimentos de onda das
trés cores primarias. A determinacdo da cor € um indicador do estado de maturacéo do
produto, devido a evolucdo dos pigmentos, que s&o caracteristicos de cada fruto. A
medicdo da cor teve como objetivo avaliar a evolugdo da cor nos sumos com algas, ao

longo do tempo de vida util dos produtos.
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Para a analise instrumental da cor, recorreu-se a utilizagdo de um colorimetro
Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta CR-A503, Japao), previamente calibrado com um
padrdo branco. Foram feitas nove leituras de cada amostra de sumo. Colocou-se 20 ml
de cada amostra num gobelé com capacidade de 100 ml e introduziu-se a abertura do
colorimetro sobre a amostra, sem contactar com a mesma, formando uma linha
perpendicular a base do gobelé. Os resultados foram expressos de acordo com o sistema
de coordenadas CIELab. O eixo L* corresponde a luminosidade que pode variar de preto
(0) a branco (100), o eixo a* varia de verde (-60) a vermelho (+60) e o eixo b* varia de
azul (-60) a amarelo (+60).

3.5.5. Avaliacédo da capacidade de reducdo do radical DPPH

A capacidade de reducdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (Sigma,
Steinheim, Alemanha) pelas quatro amostras de sumo em estudo foi avaliada pelo

método descrito em 3.3.2.2.

3.5.6. Determinacdo da proteina bruta

O teor de proteina bruta dos produtos finais foi determinado recorrendo a norma
portuguesa NP 1986:1991 (ISO 8968-1:2001) que tem como base o método de Kjeldahl.

Os principais processos deste método sdo a digestdo acida, seguida de uma
destilacdo e uma titulacdo. A digestdo inicia-se com a adicdo de &cido sulfdrico
concentrado (Sigma- Aldrich, Alemanha) & amostra juntamente com pastilhas de sulfato
de cobre (Merck, Alemanha), que atuam como catalisador, acelerando a oxidacdo da
matéria organica. Esta etapa é realizada num digestor de Kjeldahl, (Foss, Digestor 2006)
a altas temperaturas (400°C). Apos a digestdo da amostra, procede-se a uma destilacao
da mesma num destilador automatico de Kjeldahl (Foss, Kijeltec™ 2100), onde é
adicionado NaOH (AnalaR Normapur, Alemanha) a amostra. Por fim, é realizada uma
titulacdo manual, com recurso a HCI 0,1N (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) como
titulante. A determinacéo do teor de proteina bruta é calculado multiplicando o teor de
azoto por um fator convencional:

[(Va — Vb) x concentracio de acido x 6,25 x 0,014]

% de Proteina = = -~ = X 100

Onde Va corresponde ao volume do titulante usado para a amostra (ml), Vb corresponde

ao volume do titulante usado para o branco (ml) e m a massa da amostra (g).
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Figura 3.11 — Etapa da digestédo, realizada num digestor de Kjeldahl a altas temperaturas (400°C).

(Fotografia de Ana Teresa Marques)

3.5.7. Teor de minerais e oligoelementos

A composicdo em minerais e oligoelementos das amostras de sumo foi avaliada pelo
laboratorio externo Globallab — Ensaios Quimicos e Microbiolégicos SA, Marinha Grande,
Portugal) acreditado. Os minerais quantificados foram o calcio, o sodio, o potassio e o
magnésio. Quanto aos oligoelementos, foram quantificados, o cobre, o0 zinco, o ferro e o
manganés. Avaliaram-se, também, os teores de dois metais pesados, homeadamente,

chumbo e cadmio.

3.5.8. Teor de vitaminas

A avaliacdo do conteudo vitaminico das amostras de sumo foi, também, realizada no
laboratoério externo Globallab.
Foram quantificadas as vitaminas B1, B2 e C (hidrossollveis) e a vitamina A

(lipossoluvel).

3.6. Analises microbioldgicas

Procedeu-se ao tratamento de 5 amostras para cada tempo de analise,
nomeadamente, para o tempo 0 (to), 0 tempo 15 (t15) € 0 tempo 30 (tzp). Para o tempo
zero, além das 5 amostras sujeitas a tratamento HPP, enviaram-se mais 5 amostras sem
HPP, sendo todas analisadas de seguida, a nivel microbiolégico. Para a andlise das

amostras ao longo do tempo, 15 e 30 dias apos producdo (tis e tsp), 0s sumos foram
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armazenados numa camara de refrigeracdo a com temperaturas entre 2°C a 4 ‘C em
garrafas transparentes de polietileno fechadas. O trabalho experimental foi realizado no
laboratério externo Globalab — Ensaios Quimicos e Microbioldgicos SA, Marinha Grande,
Portugal. As amostras de sumo de framboesa com algas e com espinafres, realizaram-se
os seguintes ensaios: contagem de Microrganismos Totais a 30°C (ISO 4833-1:2013),
contagem de Escherichia coli (ISO 16649-2:2001), pesquisa de Salmonell spp (ISO
6579:2002), Contagem de Bolores (ISO 21527:2008), e contagem de leveduras (ISO
21527-2008) (Anexo ).

3.7. Andlise sensorial

A qualidade sensorial de um alimento € determinada por um conjunto de
caracteristicas que sado avaliadas mediante os 6rgdos sensoriais quando expostos a
estimulos fisicos, quimicos e fisico-quimicos. As metodologias desenvolvidas permitem
conhecer os pontos fortes e fracos dos produtos, do ponto de vista sensorial,
nomeadamente, a aparéncia, a cor, o odor, entre outros (Giboreau et al., 2004).

No que respeita aos sumos de fruta, referidos neste trabalho, a cor é um dos
atributos mais importantes na preferéncia do consumidor e tem sido implementada como
parametro de qualidade em diferentes industrias de sumos. Também tem sido utilizada,
em diversos estudos, como um indicador da qualidade nutricional e organolética durante
os tratamentos de processamento/conservagdo e subsequente armazenamento dos
sumos. Em relacdo as restantes caracteristicas sensoriais, tais como, o aroma, a dogura,
acidez, entre outros, os consumidores procuram sumos de elevada qualidade sensorial
gue se assemelhem, o mais possivel, aos frutos em fresco (Barba et al., 2012).

A andlise sensorial fornece respostas numeéricas precisas em trés abordagens
metodoldgicas complementares:

1) Testes discriminativos que permitem a detecdo da presenca ou auséncia de
diferencas sensorial entre produtos;

2) Testes descritivos que quantificam as propriedades sensoriais através de
descritores sensoriais adequadas;

3) Testes afetivos ou hedonicos que medem a valorizagdo dos produtos, por parte
dos consumidores. Estes podem ser classificados em testes, que avaliam a preferéncia
do consumidor perante a comparagdo entre dois ou mais produtos e testes de
aceitabilidade que avaliam o grau com que 0s consumidores gostam ou nao de um

produto.
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O conhecimento das caracteristicas sensoriais requeridas pelos consumidores é um
dos parametros mais importantes na analise sensorial, no que respeita ao
desenvolvimento de novos produtos e no marketing (Giboreau, et al., 2004).

A avaliacdo sensorial foi efetuada na sala de andlise sensorial da ESTM. As
amostras em estudo foram avaliadas, ao vigésimo nono dia de produgéo, por um painel
semi-treinado de 30 provadores. Estas foram codificadas com as letras sf_a e se_a,
sendo sf_a — sumo de framboesa com algas e sf_b — sumo de espinafres com algas.

Foram avaliadas as caracteristicas sensoriais de cada um dos sumos, bem como a
preferéncia e aceitacdo dos novos produtos por parte dos provadores, através da
aplicacdo de uma Folha de Prova Sensorial (Anexo 1IV). Os parametros avaliados foram:
aparéncia, cor, sedimentacao, particulas em suspenséao, aroma, dogura, acidez, amargo,
flavour a produtos do mar, viscosidade, grau de aceitacdo e selecdo da amostra
preferida. Foi utilizada uma escala numérica de 1 a 5, tanto a nivel da aceitabilidade (de
extremamente desagradavel a extremamente agradavel) como a nivel da intensidade (de
pouco intenso a extremamente intenso) de cada uma das caracteristicas dos produtos. O

Anexo V apresenta algumas imagens referentes a prova sensorial das duas amostras.

3.8. Andlise estatistica

Os parametros da cor foram os Unicos sujeitos a andlise estatistica, dado que foram
realizado em triplicado e ao longo do tempo de armazenamento das amostras dos
sumos, logo apads a producéo (to) e no final do tempo de armazenamento (tso).

Aplicou-se o teste da andlise da variancia (ANOVA) com dois fatores, do programa
IBM SPSS 20, para avaliacdo das diferencas significativas e interacdes entre os tipos de
amostras de sumo (com e sem algas) e os tempos de armazenamento (to e tao).

Neste estudo, pretendia-se estudar o efeito ndo sé de cada um dos fatores, mas
também a sua interagdo. Assim, foi determinada a interagéo dos fatores "tipo de sumo”
(tp_sumo) e “tempo de armazenamento” (tempo). Considerando os dois fatores
isoladamente é possivel compreender a influéncia da composicdo da amostra,
independentemente do tempo de armazenamento e vice-versa, nos parametros
analisados. Quando foi encontrado um efeito de interagdo estatisticamente significativo
(tp_sumo x tempo), (p<0,05), os dois fatores foram avaliados simultaneamente utilizando
0 modelo de médias marginais estimadas. O Teste t-student foi utilizado para
comparagdo de médias. Foram consideradas diferengas significativas para p<0,05 (com
um intervalo de confianca de 95%). Os resultados foram expressos em valores médios +

desvio padrao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Recolha e preparagdo das amostras da alga Gelidium corneum

A fase de amostragem é um passo de especial importancia, na recolha de algas
marinhas.

Em relacdo as macroalgas, em geral, as alturas de maior producédo de biomassa, em
Portugal, verificam-se entre junho e setembro. No entanto, a época mais propicia a sua
apanha, em S&o Martinho do Porto, € entre julho e novembro.

Quanto a identificacdo taxonémica das macroalgas, constata-se que o seu aspeto
macroscopico facilita a identificacdo da espécie, com o auxilio de guias de identificacao.
Deste modo, a espécie recolhida na baia de Sdo Martinho do Porto foi identificada com o
auxilio de uma chave de identificacdo, adaptada de Pereira, 2009. Verificou-se que a alga
pertence a divisdo Rhodophyta (alga vermelha), género Gelidium e espécie Gelidium

corneum.

4.2. Otimizacao da producéo dos extratos de algas

Um dos objetivos deste trabalho foi a avaliacdo do potencial antioxidante da alga
Gelidium corneum.

Os métodos escolhidos para a avaliacdo da capacidade antioxidante da alga e,
posteriormente, dos sumos com a adi¢cdo da alga, foram a capacidade de reducédo do
radical DPPH e a quantificacdo total de polifenéis (QTP). A razdo da escolha destes
métodos prende-se com o facto do composto DPPH ser um radical relativamente estavel
e funciona como exemplo do que ocorre com os radicais livres no organismo humano
(MacDonald-Wicks et al., 2006) e porque polifeno6is tém sido descritos como compostos
com elevada atividade antioxidante, tendo capacidade para captar radicais livres e reduzir
outros compostos (Karadag et al., 2009).

Devido a variagdo na polaridade entre antioxidantes, ndo ha apenas um solvente
inteiramente satisfatorio para a extracdo de todos os antioxidantes presentes num
alimento. No entanto, existem estudos que indicam que o metanol é especificamente
eficaz na extragéo de polifendis tendo, este extrato, exibido a maior atividade antioxidante
em muitas espécies de algas (Yildiz, 2014).

A quantificacé@o total de polifendis dos extratos foi realizada através do método de
Folin-Ciocalteu (3.3.2.1.), obtendo-se os resultados em miligramas de equivalentes de

acido galico por grama de extrato (mg EAG/g) (Figura 4.1)
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Tal como pode ser observado pela Figura 4.1, o extrato da alga em metanol € o que
apresenta maior teor em polifendis totais (44,19 mg + 0,14 mg EAG/g) ja os restantes
extratos, apresentam todos valores significativamente mais baixos e muito semelhantes
entre eles. O extrato da alga em diclorometano revela um valor de 4,77 £ 0,09 mg EAG/qg,
em n-hexano o valor é de 4,27 + 0,14 mg EAG/g e em 75% etanol 25% agua, de 4,62 +
0,03 mg EAG/g.
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Figura 4.1 - Quantidade Total de Polifendis (QTP) em mg EAG/g para os diferentes extratos

da alga. Os valores correspondem a média + Erro padrdo da média (SEM) (n=3).

A capacidade de reducdo do radical DPPH (determinada pelo método descrito em
3.3.2.2.)) demonstrada pelos diferentes extratos da alga em estudo encontra-se

representada na Figura 4.2.
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Figura 4.2 - Capacidade de reduc¢éo do radical DPPH por parte dos diferentes extratos da alga.

Verifica-se que a fracdo metanolica é onde a alga apresenta maior capacidade de
reducéo do radical DPPH (77,49%), seguida da fracdo do diclorometano (60,89%) e do
extrato da alga em n-hexano (24,46%). J& a fracdo de 75% etanol 25% &gua é a que

apresenta a menor capacidade de reducéo do radical (14,79%). Estes resultados indicam
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gue a alga Gelidium corneum revela maior capacidade antioxidante na fracdo polar
(metandlica), seguida da fracdo com polaridade intermédia (diclorometano) (Pinteus,
2011).

Uma vez que o extrato da alga em metanol é o que apresenta, simultaneamente,
maior teor em polifendis e maior capacidade de reducédo do radical DPPH, é possivel
constatar que existe correlacdo entre a quantidade de polifendis e a capacidade de
reducdo do radical DPPH. Esta evidéncia é suportada por diversos estudos que tém
encontrado excelentes correlacdes lineares entre os perfis fendlicos totais e a capacidade
antioxidante determinada pelo radical DPPH (Karadag et al., 2009). Este ultimo ensaio é
um dos mais utilizados para a determinacdo e comparacdo do estado antioxidante de
compostos fendlicos, que podem atuar como dadores de H+, estabilizando, assim, o
radical DPPH.

4.3. Caracterizacdo fisico-quimica das amostras finais

4.3.1.Valores de pH

Na Figura 4.3 estdo representadas as médias (xDP) do pH obtidas para as amostras
nos tempos 0, 15 e 30.

() (b)
4,00 4,20
380 | - 400 | =
360 _ 3,80 - -
= < 3,60
%_ 3,40 sf_a 3,40 se_a
3,20 msf ¢ 3,20 Hse C
3,00 TO T15 T30 3,00 TO T15 T30
sf a 3,77 3,59 3,52 se_al 4,06 3,88 3,88
msfc 3,66 3,51 3,49 Mse c 3,89 3,79 3,66

Figura 4.3 - Valores médios (xDP) do pH das amostras finais, para as amostras de sumo de
framboesa (a) e de sumo de espinafres (b), ao longo do tempo de armazenamento.

Pela andlise da Figura 4.3 verifica-se que a adi¢do do extrato da alga influenciou o
pH dos dois tipos de sumo, observando-se um aumento deste valor. No caso do sumo de
framboesa, existe uma tendéncia de decréscimo do pH, ao longo do tempo, tanto para o
sf_a como para o sf_c, sendo que esta é mais acentuada entre o tp € 0 t;5, para ambos os

SUmos.
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Quanto ao sumo de espinafres, verifica-se uma diminuicdo do pH, até ao tis, tanto
para o sumo com algas como para o seu controlo. Todavia, do tis até ao ts 0 pH do sumo
com algas apresenta-se estavel, enquanto o pH do sumo controlo sofre novo decréscimo.

No entanto, tendo em conta as pequenas alteracdes observadas nos valores de pH,
pode-se afirmar que estas serdo devidas a erros experimentais, nomeadamente, a
calibracdo do equipamento e estabilidade do elétrodo de pH. Por esta razdo, é possivel
afirmar que o pH se mantém, aproximadamente, constante ao longo dos 30 dias de vida
atil dos sumos.

E de realcar que o pH do sumo de framboesa (com e sem algas) é sempre mais
baixo que o pH do sumo de espinafres. Estes resultados estdo de acordo com a
literatura, uma vez que os frutos geralmente apresentam um pH mais acido (< 4,5) em
comparacdo com o pH dos horticolas (> 4,5), devido a presenca de acidos organicos (de
acordo com Tasnim et al., 2010, citado por Mgaya-Kilima et al., 2014).

4.3.2. Valores de Teor de Sélidos Soluveis (°Brix)

Na Figura 4.4 estdo representadas as médias (xDP) obtidas para o °Brix e

comparagéo entre as amostras.
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Figura 4.4 - Valores médios (+DP) do Teor de solidos Soluveis (°Brix), para as amostras de sumo
de framboesa (a) e de sumo de espinafres (b), ao longo do tempo de armazenamento.

Relativamente ao °Brix, verifica-se que, tal como para o pH, os valores aumentam
com a adicdo da alga aos dois tipos de sumo, o que indica a presenca de
monossacarideos na alga Gelidium corneum.

O facto de ter havido passagem de algumas particulas de alga liofilizada para os
sumos, que a etapa da filtracdo n&do conseguiu remover, pode também ter contribuido

para o aumento do “Brix.
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Ao longo dos 30 dias, este parametro revela-se bastante estavel, ndo sofrendo
alteracdes significativas, fator este, necessario para a preservagdo da qualidade dos
sumos de fruta (Bhardwaj and Pandey, 2011, citado por Mgaya-Kilima, et al., 2014).

4.3.3. Valores da acidez titulavel
A Figura 4.5 representa os valores de acidez titulavel das amostras, no entanto, pela

impossibilidade de serem realizados no local de fabrico das mesmas, estes resultados

sdo apresentados apenas para o tso.

(@) (b)
0,64 0,42
g 02 P g 040 ﬁ
S 0,60 8
o= o @ 038
2 S 0,58 =8
>4 €5 036
© = 0,56 ® S
s S S O
2 2 2 = 034
535 054 sE ’
N E N
ool § L.
[s} 'S
< 0,50 - < 0,30 —
sf_a sf_c se_a se_c

Figura 4.5 - Valores médios (xDP) de acidez titulavel, para as amostras de sumo de framboesa (a)
e de sumo de espinafres (b), ao tso.

Apoés a andlise da Figura 4.5 verifica-se que tanto a amostra sf_ a como a se_a
apresentam menor acidez relativamente aos seus controlos. Estes resultados estdo de
acordo com os valores de pH acima referidos, que sdo superiores nos sumos com algas.

Verifica-se, também, que todos os sumos apresentam valores de acidez dentro do
limite estipulado, sendo o intervalo de acidez para o sumo macgé entre 0,36 a 0,80 g de

acido malico/100g (http://www.hannacom.pt/).

4.3.4.Cor

A cor do produto € um parametro de qualidade de grande importancia para a
aceitacdo por parte do consumidor. Contudo, as condi¢Bes associadas ao processamento
e ao armazenamento dos sumos podem levar a varias alteragbes, com perda de
pigmentos e cor dos frutos e horticolas (Keenan et al., 2012).

As representacdes graficas dos resultados sédo apresentadas na Figura 4.6.
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Figura 4.6 - Valores médios (xDP) dos parametros L* (a), a* (b) e b* (c), para as amostras de
sumo de framboesa e de espinafres, ao longo do tempo de armazenamento.

Observando a Figura 4.6 verifica-se que as amostras sf_ a e se_a seguem uma
tendéncia semelhante aos respetivos controlos (sf_c e se_c). No entanto, apresentam
valores diferentes, o que € atribuido a migracdo de compostos das algas durante o
processo de extragdo. Alguns dos compostos provenientes das algas podem ser
compostos fenélicos, pigmentos (clorofilas e carotenoides) entre outros que influenciaram
a cor dos sumos (Nagai and Yukimoto, 2003).

Relativamente ao parametro L*, observa-se que as duas amostras de sumo de
framboesa néo diferem significativamente entre si (p>0,05). Todavia, a interacdo das
amostras ao longo do tempo demonstram diferengas significativas, sendo que para o to, a
amostra sf_c apresenta maior luminosidade e para o tso verifica-se um aumento do valor
de L* na amostra sf a. No caso do sumo de espinafres, verificam-se diferencas
significativas entre as amostras (p<0,05), sendo que a amostra se_c apresenta valores
de L* mais elevados. A interagdo das amostras ao longo do tempo evidencia uma maior

luminosidade da amostra se_c, para o t, (p<0,05). No entanto, no final do tempo de
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validade (ts0), ndo existem diferencas significativas entre as amostras (p>0,05), sendo
gue ambas apresentam valores superiores em relacéo ao to.

No que diz respeito ao parametro a* das amostras de sumo de framboesa, constata-
se que todas as médias foram positivas. Porém, a amostra sf_a apresenta valores de a*
significativamente mais reduzidos que a amostra sf_c, para ambos os tempos, 0 que
indica que o tipo de amostra tem influéncia neste pardmetro. Assim, o facto da amostra
sf_a apresentar uma tonalidade menos avermelhada, deve-se a interagéo dos pigmentos
existentes no sumo com determinados pigmentos da alga Gelidium corneum, tais como a
clorofila a e a ficoeritrina (Pereira, 2004). Verifica-se, também, que o tempo de
armazenamento ndo tem um efeito significativo no valor de a*, apresentando, apenas
uma ligeira reducéo, para ambas as amostras. Este resultado indica que os pigmentos
responsaveis pela tonalidade vermelha se mantiveram minimamente estaveis (tendo em
conta que a reducao no valor de a* se correlaciona, geralmente, com a degradacao das
antocianinas) (Keenan et al.,, 2012). Quanto ao sumo de espinafres, constata-se que
ambas as amostras apresentam a cor verde, visto que o parametro a* foi sempre
negativo. Este resultado ja era esperado, uma vez que as clorofilas presentes nos
espinafres mascaram os restantes pigmentos (Lima, 2012). Neste caso, a amostra se_a
apresenta valores de a* significativamente menos negativo que a amostra se_c, para
ambos os tempos, constatando-se que o tipo de amostra influencia o valor de a*. Este
resultado explica-se, novamente, pela migracdo dos pigmentos da alga para o sumo,
tornando-se a sua cor menos verde e mais amarelada. Ambas as amostras apresentaram
diferencas significativas ao longo do tempo, ficando com uma tonalidade mais verde
(valores de a* mais negativos). Esta acentuacdo da cor verde poderd estar relacionada
com a predominancia das clorofilas presentes nos espinafres, bem como na alga
Gelidium corneum. Estes resultados estdo concordantes com os de Wang et al., 2013,
gue apos submeterem purés de espinafres ao processo de HPP a 600 MPa, verificaram
gue as amostras obtiveram valores de a* mais negativos, teores mais elevados de
clorofila a e diminui¢cdo de atividade da clorofilase e polifenoloxidase, o que permitiu inibir
a degradacdo da clorofila e as reagbes de escurecimento enzimatico, durante o
armazenamento.

Tendo em conta os resultados do parametro b* para as amostras de sumo de
framboesa, verifica-se que estas apresentam valores positivos, ou seja, uma cor
amarelada. Ndo se observam diferencas significativas entre a amostra com algas e a
amostra controlo. Ao analisar a interagdo do tempo com o tipo de amostra, verifica-se a
existéncia de diferencas significativas para o to, com a amostra sf_a a apresentar valores
de b* superiores, no entanto, no tsz, ndo existem diferengas significativas entre as

amostras, sendo que ambas apresentam valores superiores aos do to. Embora as duas
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amostras apresentem diferencas significativas ao longo do tempo, constata-se que a
amostra sf_a apresenta menor variabilidade em relacdo a este parametro. No caso do
sumo de espinafres, também se verifica que ambas as amostras apresentam valores
positivos (amarelos), apresentando variabilidade entre si. Para o to ndo existem
diferencas significativas entre as amostras, enquanto no final do tempo (tz) a amostra
se_c apresenta-se mais amarelada. Ao longo do tempo, ambas as amostras apresentam
diferengas significativas ficando mais amarelas no final do tempo de armazenamento.
Contudo, a amostra se_a apresenta menor variabilidade em relagdo a amostra controlo
(se_c). O facto de ambos os tipos de sumo com algas mostrarem menor variabilidade ao
longo do tempo para o parametro b*, fortemente relacionado com fenémenos de
oxidacdo, podera indicar que os antioxidantes presentes promovem um efeito

estabilizador destes sumos.

4.3.5.Capacidade de reducédo do radical DPPH

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos sumos foi realizada através da medigdo
da capacidade dos mesmos em sequestrar o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e

estd esquematizado na Figura 4.7.
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Figura 4.7 - Valores médios (xDP) da capacidade antioxidante para as amostras de sumo de
framboesa e de sumo de espinafres, para o tso.

Apoés a andlise da figura, verifica-se, no tso, que a amostras sf_a e sf_c apresentam
uma capacidade de reducdo do radical DPPH de 94,51% e 95,10%, respetivamente.
Quanto aos sumos de espinafres, constata-se que a amostra se_a e a amostra se_c
apresentam uma atividade de 92,17% e 95,60%, respetivamente. Embora ndo seja muito
significativa, verifica-se um decréscimo da capacidade antioxidante em ambos os sumos
com algas.

Uma vez que estes sumos sdo constituidos por diferentes matrizes alimentares

gue, por sua vez, conttm uma mistura de compostos bioativos, os resultados desta
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juncéo tanto poderdo ser sinérgicos como antagoénicos. Estudos realizados por Keenan et
al., 2012, demonstraram que 0S sumos compostos por diversos ingredientes, sujeitos ao
processo de HPP, apresentaram comportamentos bioquimicos muito diferentes em
relacdo aos seus componentes individuais, sendo que os primeiros apresentam maior
degradacdo de compostos bioativos. Estes resultados poderao ser justificados pela rutura
do conteudo intracelular, apos a etapa da mistura, o que faz libertar as enzimas dos
diferentes componentes do sumo, promovendo a sua interacdo. Adicionalmente, o
processo de mistura pode levar a degradacao ndo enzimatica, através da introducao de
oxigénio (Keenan et al., 2012).

Porém, enquanto alguns estudos reportam uma diminuicdo na atividade
antioxidante, outros demonstram um aumento, entre as diferentes formulagdes (Keenan
et al., 2012; Oey et al., 2008).

Ha que realcar, também, a reduzida capacidade de reducdo do radical DPPH da
alga Gelidium corneum na fracdo 75% etanol 25% agua (inferior a 15%) comparada com
a capacidade dos restantes extratos utilizados neste trabalho (24,46% para o n-hexano,
60,89% para o diclorometano e 77,49% para o metanol).

E de referir que, dos quatro solventes acima utilizados, o extrato de etanol e agua
seria 0 Unico que apresenta viabilidade para a extragdo no sumo, uma vez que todos 0s
outros solventes sdo toxicos.

Acresce o facto de se ter utilizado, unicamente, a 4gua existente nos sumos como
solvente de extracdo de compostos antioxidantes da alga Gelidium corneum, o que
limitou a existéncia de resultados mais promissores. No entanto, para utilizacdo em
alimentos, os extratos em agua apresentam vantagens Obvias em relacdo a certificacédo e
seguranca alimentar.

Por ultimo, o facto do processo de extracdo ser realizado a frio, reduz a velocidade
de difusdo dos compostos sollveis, dando origem a um extrato mais fraco devido a uma
extracdo incompleta, num intervalo de tempo especificado (Whitehead, 2005).

Atualmente, estdo a ser estudados novos métodos de extracdo capazes de superar
0s inconvenientes acima mencionados, nomeadamente, a extragdo com fluido
supercritico, no qual o fluido é forcado a uma pressdo e temperatura superior ao seu
ponto critico (SFE) e extracdo com agua subcritica, ou seja, com agua quente sob
pressdo (SWE) (Herrero, 2006).

4.3.6.Determinacgao da proteina bruta

Os resultados da determinagdo da proteina bruta pelo método de Kjeldahl estdo

esquematizados na Figura 4.8.
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Figura 4.8 — Valores médios (xDP) do teor de proteina das amostras de sumo de framboesa e de
sumo de espinafres, para o tso.

ApOs observacao do grafico, verifica-se que as amostras de framboesa com e sem
algas apresentam valores de 0,129 e 0,10g de proteina por 100g, sendo que as amostras
de espinafres praticamente néo revelam diferencas (0,159/100g para se_a e 0,14g/100g
para se_c).

Embora o conteldo proteico das algas seja muito superior ao dos vegetais terrestres,
tendo a alga Gelidium corneum registado o maior teor em proteinas (27,65%) num estudo
de El Din e El Sherif, constata-se, neste trabalho, que a quantidade de alga adicionada
(entre 1% e 2%) nao influenciou os niveis de proteina, para ambos os sumos.

As amostras de sumo com espinafres (com e sem algas) apresentam niveis
ligeiramente mais elevados de proteina que as amostras de sumo de framboesa, pelo
facto dos espinafres serem mais ricos neste nutriente, registando 2,6g9/100g de proteina

enguanto a framboesa regista, apenas, 0,99/100g (INSA).

4.3.7.Teor de minerais, oligoelementos e metais pesados

Diversos estudos tém demonstrado uma ampla gama no contedo mineral presente
nas algas marinhas, ndo encontrada em plantas terrestres comestiveis. Este elevado teor
em minerais esta relacionado com fatores como o phyllum das algas, a sua origem
geografica e sazonal, tempo de residéncia no oceano, variagdes ambientais e fisiologicas
(Mabeau & Fleurence, 1993; Rupérez, 2001).

Os minerais exercem inumeras fungbes no corpo humano, desde mineralizagdo
0ssea, regulacdo da presséo arterial, prote¢do contra o stress oxidativo, entre outros. As
necessidades diarias, para seres humanos, podem variar entre alguns microgramas até
niveis superiores a 1 g por dia (Maehre, 2014).

Foram avaliados os teores de macromoléculas como célcio (Ca), sodio (Na), potassio

(K) e magnésio (Mg), nas diferentes amostras de sumo, visto serem 0s minerais que
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estdo presentes em quantidades significativas nas algas marinhas (Nisizawa, 2006 citado
por Khairy and El-Sheikh, 2015).

De acordo com a Tabela 4.1, verifica-se um maior acréscimo de potassio e de sédio
em ambos os sumos com a adi¢éo da alga Gelidium corneum em relacdo aos respetivos
controlos. No entanto, embora as algas, em geral, apresentem teores relativamente mais
elevados de s6dio em comparacao com os teores registados em vegetais terrestres, a
razdo Na/K calculada para os sumos com algas indica valores inferiores a 1,5 (0,053 para
sf_a e 0,095 para se_a) (Rupérez, 2002).

Tabela 4.1 — Teor em minerais, oligoelementos e metais pesados [Ca, Na, K, Mg, Cu, Fe, Mn

(mg/100ml) e I, Pb e Cd (ug/g)] das amostras de sumo de framboesa e de espinafres, para o tso.

| sfa sfc | sea | sec
Minerais
Caélcio (Ca) 4,6 2,4 5,7 6,8
Saodio (Na) 10,0 3,0 20,0 10,0
Potassio (K) 190,0 81,0 210,0 160,0
Magnésio (Mg) 6,3 1,7 7,5 4,8
Oligoelementos
lodo (1) 0,36 <0,10 0,30 <0,10
Cobre (Cu) 0,009 0,008 0,008 0,013
Ferro (Fe) 0,076 0,063 0,074 0,16
Zinco (Zn) 0,012 0,006 0,024 0,034
Manganés (Mn) 0,033 0,026 0,058 0,069
Metais pesados
Chumbo (Pb) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02
Cadmio (Cd) <0,005 | <0,005 | <0,005 | <0,005

Estes resultados sdo interessantes, do ponto de vista nutricional, uma vez que a
ingestdo destes sumos com algas podera ajudar a equilibrar a razdo sodio/potassio, o
gue leva & manutencdo do equilibrio de fluidos corporais (Khairy and El-Sheikh, 2015).
Por outro lado, a ingestao de altas taxas de Na/K tem sido relacionada com um aumento
de incidéncia de hipertensao (El Din and EI-Sherif, 2012; Rupérez, 2002).

A contrastar com os valores apresentados no presente estudo, estao alguns produtos
alimentares tipicos europeus, como as carnes, em geral, e as salsichas, que apresentam
razdes de Na/K entre 2,9 e 7,5 (Khairy and EI-Sheikh, 2015).

Também se verifica um incremento em magnésio para as duas amostras de sumo
com algas. J& os teores de calcio aumentaram, apenas, na amostra de sumo de

framboesa com algas, passando de 2,4 mg/100ml para 4,6 mg/100ml.
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No que respeita aos oligoelementos analisados, verifica-se que todos sofrem um
ligeiro aumento na amostra de sumo de framboesa com algas. No entanto, o sumo de
espinafres com algas ndo sofre praticamente nenhuma alteracdo. Esta situacdo pode
dever-se ao facto dos espinafres apresentarem um conteldo mineral excecionalmente
elevado (20,4%), semelhante ao contetado mineral das algas vermelhas (Rupérez, 2002).

Contudo, € de destacar o teor em iodo, que €& considerado um dos principais
elementos fornecidos pela ingestdo de algas. Em comparacdo com as plantas terrestres
e animais, que contém apenas quantidades vestigiais de iodo (1 ppm), as algas marinhas
apresentam altas concentragdes deste nutriente (500-8,000 ppm) (El Din and El-Sherif,
2012). Analisando a tabela 4.1 constata-se que a adicdo da alga a ambos 0s sumos
torna-os numa fonte de iodo, que era inexistente antes da sua adi¢éo (0,36 pg/g para a
amostra sf_a e 0,30 ug/g para a amostra se_a). O iodo é essencial para a sintese de
hormonas da tiroide, fundamentais na regulacdo do metabolismo, sendo que uma
ingestdo inadequada deste mineral pode levar ao desenvolvimento de distarbios, tais
como bocio e cretinismo. Uma estimativa realizada em 2003 afirma que 35,2% da
populacdo mundial revela uma ingestao insuficiente de iodo e que a prevaléncia de bécio
€ de 15,8% (Meehre, 2014). O desenvolvimento de produtos alimentares com adi¢cdo de
algas marinhas, nomeadamente em sumos naturais, podera dar um contributo
importante, ao nivel da saude publica, para o alcance da dose diaria recomendada deste
nutriente, de 150 pg para adolescentes/ adultos e 200 ug para gravidas/ lactantes (WHO,
2011).

Todavia, para além de compostos desejaveis, as algas também concentram certos
metais pesados, por vezes em niveis considerados superiores aos recomendados. As
concentracdes dos metais pesados dependem do meio circundante e as variacbes
podem ser muito localizadas (Holdt and Kraan, 2011). No presente estudo, pode-se
observar que tanto a amostra de sumo de framboesa como a de sumo de espinafres com
a adicdo da alga Gelidium corneum, e respetivos controlos, apresentaram valores
inferiores a 0,02 ppm para o chumbo e inferiores a 0,005 ppm para o cadmio, pelo que

nao se verifica a existéncia de risco de contaminagéo para o ser humano.
4.3.8.Teor de vitaminas
Regra geral, as algas apresentam uma grande variedade de antioxidantes, incluindo
vitaminas e pigmentos que Ihes servem de protecdo contra a exposi¢cdo solar direta em

meio aquoso (Mabeau and Fleurence, 1993). Grande parte das algas vermelhas contém

guantidades importantes de provitamina A, vitaminas Bl e B2.
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Por outro lado, o conteddo em vitamina C € um parametro nutricional importante no
caso dos sumos de fruta. Embora o sumo de maga apresente uma baixa concentracdo de
acido ascorbico, industrialmente, é pratica comum a sua adi¢do, com o objetivo de inibir o
escurecimento  enzimatico, provocado pela enzima polifenoloxidase (PPO)
proporcionando, ao mesmo tempo, uma fonte adicional de vitamina C (Valdramidis et al.,
2009).

No que respeita ao teor vitaminico, foram avaliadas quatro vitaminas,
nomeadamente, vitamina A, B1, B2 e C. os resultados estdo apresentados na Tabela 4.2.

Apos a observacao da tabela, constata-se que a atividade da vitamina A foi inferior a
50 pg de retinol/100 ml de amostra. Este valor é considerado baixo (<100 mg de
retinol/100 g de porcéo edivel) segundo a classificacdo adotada por Tee and Lim, 1991,
citado por Norziah and Ching, 2000.

Quanto as vitaminas do complexo B, apés observacdo da tabela supracitada,
verifica-se que as amostras analisadas apresentam valores muito reduzidos de ambas as
vitaminas. Assim, enquanto na amostra sf_c o teor de vitamina B1 é inferior a 0,010
mg/100 ml, a amostra sf_a apresenta 0,010 mg/100 ml. No caso das amostras de sumo
de espinafres, ndo se registam praticamente diferencas entre se_a e se_c, com valores
de 0,012 e 0,013, respetivamente.

Tabela 4.2. Teor vitaminico [Vitamina A (ug retinol /100 ml) e Vitamina B1, B2 e C (mg/100 ml)]

presente nas amostras de sumo de framboesa e de espinafres, para o tzo.

sf a sf ¢ se_a se c

Vitaminas
Vitamina A <50,0 <50,0 <50,0 <50,0
Vitamina B1 0,010 | <0,010 | 0,012 0,013
Vitamina B2 <0,010 | <0,010 | 0,011 | <0,010
Vitamina C 114,0 132,0 63,50 135,0

A vitamina B2 é inferior a 0,010 para ambas as amostras sf a e sf c,ja nas
amostras de sumo de espinafres, apresenta um ligeiro aumento para a se_a (0,011) em
relacdo a amostra se_c (<0,010). No que respeita a vitamina C, verifica-se uma redugéo
significativa entre as amostras de sumo controlo (sf_c e se_c) e as amostras de sumo
com algas (sf_a e se_a). Dado que a vitamina C é altamente instavel e sensivel a
oxidagéo, o processo de mistura e de filtracdo e o tempo de extracdo da alga poderéo ter
influenciado o teor final desta vitamina nas amostras de sumo com algas (Norziah and
Ching, 2000).
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4.4, Analises microbioldgicas

Nas andlises efetuadas ao longo do estudo, todos 0os sumos se apresentaram
estaveis do ponto de vista microbiol6gico. Assim, em todas as datas em que foram
analisados, apds o processo de hiperpressao (no proprio dia de fabrico, ao fim de 15 e 30
dias de conservacao sob refrigeracédo) nunca foi detetada a presenca de Salmonella spp.
(Neg./ 25 ml). Os resultados obtidos para a Escherichia coli, foram inferiores a 1 UFC/ml.
No que respeita & contagem de bolores e leveduras, os resultados obtidos foram,
maioritariamente, inferiores a 1x10* UFC/mI, havendo apenas duas réplicas, ao tis, para
sumo de espinafres com algas, com valores entre 30 e 70 UFC/ml.

Na Tabela 4.3 estd apresentada a evolugdo microbioldgica correspondente a
contagem de microrganismos a 30 °C, no dia de fabrico, sem e com HPP, ao fim de 15
dias e 30 dias de conservagao.

Verifica-se que todas as réplicas apresentam resultados satisfatérios, mesmo antes
do processo de HPP, visto ndo se registarem valores superiores a 1x10°. Como se pode
observar, apés o processo de HPP, o tempo de armazenamento, nao influenciou a
evolucdo da carga microbiana, estando os valores compreendidos entre 1,17x102 UFC/ml
(to) € 1,16x10? (t30) para o sumo de framboesa com algas (sf_a) e 1,62x10% UFC/ml (o) e

9,2x10? (t30) no sumo de espinafres com algas (se_a).

Tabela 4.3. Média da contagem de microrganismos totais a 30°C (UFC/g) para os dois tipos de

sumo, ao longo do tempo de estudo.

Microrganismos totais a 30°C (UFC/Q)

Dias de analise sf a se_a
to, sem HPP 1,72x10* 7,88x10*
to, com HPP 1,17x102 1,62x10?
t1s, com HPP 1,18x102 1,21x10?
tso, com HPP 1,16x102 9,20x10?!

Os resultados das presentes analises contribuem para a caracterizacdo destes dois
produtos ao nivel dos diferentes parametros microbiolégicos, nomeadamente, na
pesquisa de agentes patogénicos (Salmonella spp.) na contagem de indicadores de
higiene (Escherichia coli) e de microrganismos tolerantes a meios acidos (como é o caso
dos bolores e leveduras), bem como na contagem de microrganismos a 30°C. E de
salientar que, apesar deste Ultimo parametro ndo estar diretamente relacionado com a

saude do consumidor, ele reflete a qualidade da matéria-prima utilizada e as préticas
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adotadas durante toda a cadeia de producdo, nomeadamente, as condicoes de

processamento, manuseamento e armazenamento.

4.5, Andlise sensorial

A oferta de um produto alimentar adaptado a um determinado mercado alvo é
resultado de um processo complexo de ideias, que tém por base, o estudo cientifico dos
desejos do consumidor. Nesta abordagem, a analise sensorial revela-se um fator
determinante, uma vez que permite medir atributos sensoriais dos produtos, determinar
se o0 consumidor deteta diferencas nos produtos e se 0s mesmos sdo aceites, ou nao,
pelo consumidor (Giboreau et al., 2004).

Tendo em conta a escassez da alga utilizada no fabrico dos sumos, uma vez que a
sua apanha terminaria aguando do inicio deste trabalho, e que o objetivo principal desta
analise foi medir o grau de aceitacdo das duas variedades deste novo produto, foi
realizada somente uma prova, ao 29.° dia de fabrico dos sumos.

Nas Figuras 4.9 encontram-se tracados os perfis sensoriais das duas amostras.

(@) (b)
aparéncia aroma
5
2
viscosidade /\ dogura
flavour a mar ’ acidez
amargo

—— sf_a —Se 3

Figura 4.9 — Perfil Sensorial para as duas amostras, no que respeita a aceitabilidade (a) e a
intensidade (b).

(1 - Extremamente desagradavel; 2 — Desagradavel; 3 — Indiferente; 4 — Agradavel; 5 —
Extremamente agradavel) (a)

(1 — Pouco intenso; 3 — Intensidade intermédia; 5 — Muito intenso) (b)

Ap6s a andlise dos gréficos, ao nivel do parametro da aparéncia, constata-se que 0s
resultados variam entre agradavel (sumo de espinafres) e extremamente agradavel

(sumo de framboesa), o que indica uma boa aceitabilidade por parte dos provadores. Os
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valores da avaliacdo da cor acompanham os valores da aparéncia no caso do sumo de
framboesa, que apresenta uma cor extremamente agradavel para os provadores. Ja no
caso do sumo de espinafres, este parametro foi avaliado como indiferente.

Estes resultados poder-se-do dever ao facto dos sumos verdes serem um produto
recente no mercado nacional, ndo estando o consumidor portugués tao familiarizado com
este conceito.

Em meados de 2014, foram lancadas algumas variedades de sumaos verdes, por
parte da Frubaca, sendo 70% destes sumos exportados para o centro e norte da Europa,
pelo facto destes mercados serem mais recetivos a este tipo de produtos (Freitas, 2014).

Quanto a sedimentacdo, ambas as amostras obtiveram um resultado intermédio
(indiferente), ndo sendo este um parametro significativo nesta avaliacdo. O parametro
das particulas em suspenséao foi o Unico para o qual o sumo de espinafres apresentou
uma maior aceitacéo, relativamente ao sumo de framboesa. Verifica-se que os dois
sumos apresentam um sabor doce de intensidade intermédia e agradavel. Quanto aos
restantes parametros associados ao sabor, nomeadamente, a acidez e o sabor amargo, o
sumo de framboesa apresentou maior aceitabilidade, registando um grau de acidez um
pouco mais intenso em relacdo ao sumo de espinafres. No que respeita ao flavour a mar,
verifica-se que a sua aceitabilidade € maior no sumo onde este parametro apresenta
menor intensidade (sumo de framboesa). Constata-se que ambos 0s sumos apresentam
um aroma intenso, embora o sumo de framboesa obtenha resultados mais aceitaveis.

Foram incluidas duas questdes de caracter hedonico. A primeira teve como
objetivo avaliar o grau de aceitacdo global das amostras e a segunda pretendeu avaliar a
intencdo de compra das amostras por parte dos consumidores.

No gue respeita a aceitacdo global dos produtos, de acordo com a Figura 4.10, é
possivel verificar que o sumo de framboesa foi 0 que apresentou maior preferéncia global
por parte dos provadores. Cerca de 86% destes, consideraram o sumo de framboesa
agradavel e extremamente agradavel. Ja o sumo de espinafres obteve, apenas 31% de
aceitacdo global, sendo que uma grande parte dos provadores (45%) ndo deram uma
resposta conclusiva, monstrando-se indiferentes.

E de notar que entre os dois sumos existe uma diferenca na percentagem de alga
adicionada, sendo que o sumo de espinafres contém o dobro da percentagem de alga
comparativamente com o sumo de framboesa. Para além desta diferenca, acresce o facto
da espécie Gelidium corneum apresentar um sabor intenso e das provas terem sido

realizadas perto do fim do prazo de validade das amostras (ao 29.° dia de produgéo).

66



(a) (b)

3,45% 6,90% 3,45%
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H extremamente desagradavel # extremamente desagradavel
H desagradavel # desagradavel

i indiferente i indiferente

H agradavel H agradavel

i extremamente agradavel u extremamente agradavel

Figura 4.10 — Grau de aceitacdo global das amostras para o sumo de framboesa (a) e sumo de
espinafres (b).

Y

Quanto a intencdo de compra, verifica-se, pela Figura 4.11, que 93% dos

provadores comprariam 0s sumos com algas.

7%

H Compraria

H N3o compraria

93%

Figura 4.11 — Intencao de compra dos dois produtos.
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5. CONCLUSOES GERAIS E PERSPETIVAS FUTURAS

Entre as principais caracteristicas de qualidade dos sumos de fruta, destacam-se a
cor, o grau de turbidez e o valor nutricional. Os parametros nutricionais mais relevantes
sdo a capacidade antioxidante total, as antocianinas, presentes nos sumos vermelhos e o
conteudo de vitamin C (Valdramidis et al., 2009).

Relativamente a cor, conclui-se que a adi¢do do extrato de algas influencia todos os
parametros CIELab das amostras de sumo de espinafres (com e sem algas) e o
parametro a* das amostras de framboesa. As amostras de sumo de framboesa com
algas, ao longo dos 30 dias, ndo apresentam diferencas signficiativas no parametro a*,
sendo que, para o parametro b*, as amostras de framboesa e de espinafres, com algas,
demonstram maior estabilidade em relacdo aos respetivos controlos. No geral, pode-se
concluir que os sumos de framboesa com algas sdo mais estaveis, em relacdo aos
parametros da cor, que os de espinafres.

Quanto ao teor de vitamina C, ao fim de um més de armazenamento, verifica-se uma
reducao significativa em ambos 0s sumos com algas, apontando como causas principais,
a introducao de oxigénio, provocada pelo processo de mistura e de filtracdo bem como o
tempo de extracdo da alga.

No que respeita a capacidade antioxidante, confirma-se que todas as amostras
apresentam valores bastante elevados, superiores a 90%. Apesar das amostras de
sumos com algas apresentarem uma ligeira reducdo da capacidade antioxidante, em
relacdo aos seus controlos, estes valores parecem ser suficiente para estabilizar o
parametro b* da cor.

Os valores de pH apresentam ligeiras reducdes, ao longo do tempo de
armazenamento, para todos os sumos e verifica-se que a adicdo do extrato de algas
promove um ligeiro aumento de pH em relagdo aos sumos controlo. Os valores de TSS
mostraram-se estaveis, sendo muito superiores nas amostras de sumo com algas.

Quanto ao teor em minerais, verifica-se que o0 extrato de algas aumentou o teor de
sédio, potassio, magnésio e iodo, nos sumos, sendo este Ultimo de especial importancia,
j& que se confirma a sua deficiéncia em populac¢des de risco em Portugal, nomeadamente
em gravidas e lactantes.

Através da analise sensorial, constata-se que, em compara¢cdo com 0 sumo de
espinafres, o sumo de framboesa com algas apresenta maior aceitabilidade, tanto a nivel
global, como a nivel dos diferentes descritores. No que diz respeito & intencdo de
compra, 93% dos provadores comprariam estes produtos. Deste modo, verifica-se que os
sumos de fruta com algas poderdo constituir uma alternativa, a nivel de mercado, em

relacdo aos sumos convencionais.
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Como perspetivas futuras, seria essencial a realizagdo das restantes analises
nutricionais, nomeadamente, o teor de polifenois totais, o teor de fibra e a quantificacdo
dos diferentes pigmentos, entre eles, as clorofilas e os carotenoides. O desenvolvimento
deste estudo, bem como a realizacdo de formulagcdes com outras espécies de algas,
seria de grande interesse para uma melhor compreensédo da interacdo dos compostos
bioativos, existente na matriz alimentar.

Seria, também, interessante proceder-se a otimizacdo de certas etapas,
nomeadamente, a homogeneizacao em atmosfera inerte (azoto) ou mistura em vacuo, de

forma a deslocar o oxigénio dissolvido, que contribui para a auto-oxia¢ao da vitamina C.
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7. ANEXOS

Anexo | — Fluxograma de elaboracédo dos sumos por HPP

Tabela 7.1 — Fluxograma de elaborag&o dos sumos por HPP, na empresa Frubaca.
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Anexo Il - Método utilizado na determinac¢é&o do teor de fibra alimentar total

O procedimento efetuado incluiu as etapas a seguir descritas:

Digestdo enziméatica:

Pesou-se, em duplicado, 1g de amostra seca e moida, com a aproximacao de0,1 mg,
gue se transferiu para um copo de 400 mL ao qual se adicionou 50 de tampéao fosfato (pH
6,0). Ajustou-se, sempre que necessario, o valor de pH a 6,0 + 0,2. Adicionou-se 0,1 mL
de a-amilase termoestavel. Em seguida os copos foram tapados com folha de aluminio e
colocados num banho de agua termostatizado (Memmert) a uma temperatura entre os
95°C e 100°C durante 30 minutos, com agitacdo a cada 5 minutos. Ap6s arrefecimento,
até a temperatura ambiente, procedeu-se ao ajuste do valor de pH a 7,5 + 0,2 por adi¢éo
da solucdo de NaOH 0,275N e adicionou-se 0,1 mL a solucdo de protease previamente
preparada (100uL de uma solucéo a 5% (m/v) de protease em tampao fosfato). Taparam-
se, novamente, os copos com folha de aluminio e incubou-se durante 30 minutos a 60°C
com agitacdo continua. Arrefeceu-se a solucao, adicionou-se 10 mL da solucdo de HCI
(0,325M) e mediu-se o pH, tendo sido feito o0 ajuste de modo ao pH final ser 4,0-4,6.
Adiciono se 0,3 mL de amiloglucosidase, taparam-sese 0s copos com folha de aluminio e
incubou-se durante 30 minutos a 60°C, com agitacédo continua.

Por ultimo, adicionou-se 280 mL de etanol 95% pré-aquecido a 60°C e deixou-se

precipitar a temperatura ambiente durante 60 minutos.

Filtracdo e lavagem

Pesou-se, com a aproximacdo de 0,1 mg, um cadinho de placa filtrante com
porosidade 2, previamente lavado e incinerado em mufla durante 1h a 525°C, contendo
cerca de 0,5g de celite, e redistribuiu-se a mesma no cadinho com etanol 78%. Aplicou-
se vacuo, com o auxilio de uma bomba de vacuo (Edwards High Vacuum, England) de
modo a secar a celite sobre a placa porosa do cadinho. Mantendo o vacuo, transferiu-se
guantitativamente o precipitado da digestdo enzimatica da amostra para o cadinho. O
residuo resultante da filtragéo foi sucessivamente lavado com trés porgdes de 20 mL de

etanol 78%, duas por¢des de 10 mL de etanol 95% e duas por¢des de 10 mL de acetona.

Secagem do residuo e pesagem

Procedeu-se a secagem do residuo contido no cadinho, em estufa (Memmert), a
105° C até massa constante. Apos arrefecimento em exsicador, pesou-se o cadinho com

o residuo e a celite, com a aproximacao de 0,1mg, para determinar a massa do residuo.
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Determinacdo da proteina e da cinza da amostra

Para o célculo da fibra total € necessario conhecer o conteudo em proteina e em
cinza do residuo de cada amostra, cuja determinacao foi realizada conforme a seguir se
refere. A determinacdo da proteina foi efetuada num dos residuos dos duplicados de
cada amostra pelo método de Kjeldahl, usando 6,25 como fator de conversao do teor de
N em proteina. O outro residuo, dos duplicados de cada amostra, foi usado na
determinacdo da cinza, para o que foi incinerado em mufla a 525°C durante 5h e, de

seguida, seco em exsicador e pesado com a aproximacao de 0,1mg.

Calculo do teor de fibra alimentar total

O teor de fibra alimentar total referente a matéria seca foi calculado de acordo com

a seguinte expressao:

mR —mP —mA — mB
Teor de fibra total = — x 100
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Anexo lll — Ensaios/Métodos utilizados na avaliagdo microbiolégica das amostras
dos sumos de fruta com algas

Tabela 7.2. — Ensaios e respetivos métodos de avaliagdo microbiologica realizados as amostras
dos sumos de fruta com algas. (adaptado de documento de analises microbioldgicas realizado
pelo laboratério Globalab).

Ensaio/Método Unidades VMR VMA
Contagem de Microrganismos totais a 30 °C ufc/mL
ISO 4833-1:2013
Contagem de Escherichia coli ) 3
SO 16649-2:2001 Ufc/mL  1,0x10 1,0x 10
Pesquisa de Salmonella spp .
1SO 6579:2002 Auséncia em 25 ml
Contagem de Bolores
SO 21527:2008 ufc/ml
Contagem de Leveduras
ISO 21527:2008 ufe/mL

VMR - Valor Maximo Recomendado

VMA — Valor Maximo Admitido

82



Anexo IV — Folha de Prova Sensorial

Tese de Mestrado
IPL “Desenvolvimento de um novo produto:
S racireos marnnas sumo natural com adi¢ao de algas”
Provan?1 Folha de prova
Nome: Data:

AMOSTRA: A

1 — Avalie a amostra que esta disponivel no seu tabuleiro de prova e assinale na tabela qual a
aceitabilidade e intensidade atribuida a cada um dos atributos considerados. Na escala de
avaliacdo da aceitabilidade o valor de 1 corresponde a “Extremamente desagradavel”, 3
corresponde “indiferente” e 5 corresponde a “extremamente agradavel”. Na escala de avaliagdo
da Intensidade o valor de 1 corresponde a “pouco intenso”, 3 corresponde “intensidade
intermédia” e 5 corresponde a “extremamente intenso”.

Aceitabilidade Intensidade
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Aparéncia

Cor

Sedimentacao

Particulas em suspensao

Aroma

Dogura

Acidez e
Amargo e

Flavouraprodutosdomar | | | |[ || J[ | [ J[ JL J[ J[ |

Viscosidade | || J[ [ || | L JLJLJL ][]

83



2- Avalie o grau de aceitacdo global da amostra que esta disponivel no seu tabuleiro de prova. Na
escala de avaliacdo o valor de 1 corresponde a “Extremamente desagradavel”, 3 corresponde
“indiferente” e 5 corresponde a “extremamente agraddvel”.

ujulululs

Observacoes:

AMOSTRA: B

1 — Avalie a amostra que esta disponivel no seu tabuleiro de prova e assinale na tabela qual a
aceitabilidade e intensidade atribuida a cada um dos atributos considerados. Na escala de
avaliacdo da aceitabilidade o valor de 1 corresponde a “Extremamente desagradavel”, 3
corresponde “indiferente” e 5 corresponde a “extremamente agradavel”. Na escala de avaliagdo
da Intensidade o valor de 1 corresponde a “pouco intenso”, 3 corresponde “intensidade
intermédia” e 5 corresponde a “extremamente intenso”.

Aceitabilidade Intensidade
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Aparéncia

Cor

Sedimentacao

Particulas em suspensao

Aroma

Dogura

Acidez e ey
Amargo e e e

Flavour a produtos do mar ‘ | | | | | | | | | I

NENpENRENY
Viscosidade | || J[ || || | [ JLJLJL L]
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2- Avalie o grau de aceitacdo global da amostra que esta disponivel no seu tabuleiro de prova. Na
escala de avaliacdo o valor de 1 corresponde a “Extremamente desagraddvel”, 3 corresponde

“indiferente” e 5 corresponde a “extremamente agraddvel”.

ujujululs

Observacoes:

3- Indique por favor a sua amostra preferida:

Amostra A Amostra B
4- Se estes produtos existissem a venda, compraria?
Sim Nao

Apos terminar a prova certifique-se que deixa o local de prova limpo.
Acenda a luz de presenca para sinalizar que terminou a prova.

Obrigada pela sua colaboragdo!
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Anexo V —Imagens ilustrativas da Prova Sensorial aplicada aos dois sumos

Figura 7.1 — Tabuleiro com as duas amostras de sumo
para Prova Sensorial. Da esquerda para a direita:
sumos de framboesa com algas (sf_a) e sumo de

espinafres com algas (se a).

Figura 7.2 — Entrega dos tabuleiros, junto dos
gabinetes de prova, com as respetivas amostras

para Prova Sensorial.

Figura 7.3 — Preenchimento da Folha de

Prova Sensorial por parte de uma provadora.
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