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Resumo

A maca, sendo um dos frutos com maior producdo em Portugal, detentor de elevado valor
nutricional, apresenta um potencial comercial e industrial elevado. O consumo de sumo de maca
natural, ndo pasteurizado e estabilizado por hiperpressdo, esta em franca expansao, sendo muito
apreciado pelo consumidor. No entanto, o seu tempo de prateleira € consideravelmente curto,
apresentando um escurecimento enzimatico acelerado. Aspecto que é considerado indesejavel pelo
consumidor.

Equacionando as propriedades antioxidantes e antimicrobianas do quitosano, um
polissacarido proveniente da quitina, neste trabalho caracterizou-se a accdo de duas formas de
adicdo desta entidade quimica (em solucdo com acido ascérbico e em p6) e trés concentracées (0,6
g/L, 0,7g/L e 0,8g/L) no sumo de maca. Verificou-se uma reducao do escurecimento enzimético do
sumo apds a adicao das formas e concentra¢des de quitosano, mantendo o mesmo, uma cor mais
clara, quando comparado com o sumo de mac¢d que j4 existe no mercado. Grande parte das
caracteristicas do sumo foram mantidas com a adigdo do quitosano, ndo existindo diferengas entre
concentracdes ou entre formas de adicdo. De acordo com resultados obtidos por um painel de
provadores nédo treinados, a aceitacdo em parametros como a cor, sabor e dogura persistiu. Ainda
assim, verificaram-se ligeiras variacdes em pardmetros como o pH, acidez titulavel e no teor de &cido
ascorbico. Apesar de levar a uma reducao do escurecimento enzimatico, ndo ocorreu um aumento do
periodo de conservacdo do sumo de maca, pois mesmo com adicdo do quitosano as contagens
microbiolégicas persistiram elevadas para as diferentes concentracbes e formas de quitosano

adicionadas.

Palavras chave: Conservagéo, Escurecimento Enzimético, Maca, Sumo, Quitosano.
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Abstract

Apple is one of the fruits that in Portugal has the the highest production, having a high
nutritional value, along with a strong commercial and industrial potential. The natural apple juice, non
pasteurized and hiper-pressure stabilized is a product in expansion, being its characteristics
appreciated by the consumers. However its shelf time is considerably small, revealing a fast
enzymatic browning undesired by the consumer.

Following the antioxidant and antimicrobial properties of chitosan, a polissacharide extracte
from chitin, in this study the action mode as two different ways of chitosan addiction (in solution with
ascorbic acid and in dust) and three different concentrations (0,6 g/L, 0,7g/L e 0,8g/L) to apple juice.

It was found a decrease in the juice’s enzymatic browning after addition of the different forms
and concentrations of chitosan, yet the lighter color persisted when compared with the existent juice in
the market. A great part of the juice’s characteristics where also preserved with the addition of
chitosan, independently of the concentrations and the ways of the addition. Data obtained by a non
professional tasting panel, approved color, taste and sweetness parameters. Though there were found
slight variations in the pH, total acidity and levels of ascorbic acid. Despite leading to an enzymatic
browning reduction it also didn’t extended the conservation period of the apple juice, because even
with the addition of chitosan persisted high microbiologic counting’s for the different concentrations

and ways of chitosan adicioned.

Key Words: Apple, Chitosan, Enzymatic Browning, Juice, Preservation.
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l.Introducéao

1.1 Macéa

Em Portugal, a maca representa um importante sector na produgédo agricola, sendo a espécie com
maior peso na producgédo de frutos frescos, no Continente, sobretudo nas regides de Lisboa (Ribatejo
e Oeste), Porto e Norte (Tras-os-Montes) e Centro, correspondendo a sua producdo a 26,5% do
volume total [11].

A maca é um fruto importante numa alimentacdo saudavel, fornecendo fibras, vitaminas, sais
minerais, substancias antioxidantes e fitonutrientes. Pobre em gordura e equilibrada em frutose, pode
ser utilizada em dietas de emagrecimento, ser comida entre refeicdes ou no final das mesmas (fresca
e em sobremesas). Pode ainda constituir um ingrediente nos mais variados pratos

Existem diversas variedades de macd. Em Portugal as variedades que se cultivam em maior
quantidade em Portugal sdo as Golden Delicious, Royal Gala, Red Delicious/Starking, Jonagold e
Jonagored, Reineta e Bravo de Esmolfe. Além destas sdo também produzidas, ainda que em menor
guantidade, a Riscadinha de Palmela, Casa Nova de Alcobaga, Granny Smith e a Pink Lady.

Em Portugal existem zonas diferenciadas que sdo de enorme importancia, pois levam a uma
melhor organizacdo dos produtores e a conquista de novos mercados. A maca retne em Portugal
uma Denominacdo de Origem Protegida (DOP) — Mag¢d Bravo de Esmolfe, e quatro Indicacdes
Geograficas Protegidas (IGP) — Mac¢a da Beira Alta, Macd da Cova da Beira, Mac¢a de Portalegre e
Maca de Alcobaca, sendo esta Ultima a mais famosa das macas portuguesas IGP. Qualificada pela
Unido Europeia e pelo Ministério da Agricultura em 1994, esta maca possui caracteristicas Unicas.
Segundo o Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas, em 2003 existiam 747
exploragbes produtoras deste tipo de maca, que ocupavam uma area de 812 hectares e uma
producéo de 862 toneladas de maca certificada (cerda de 10% do volume total de macé certificada
produzida nesse ano). Assim, a zona na qual a mac¢a IGP de Alcobaca é produzida, esta localizada
entre a Serra dos Candeeiros e 0 Oceano Atlantico (figura 1.1), sendo uma das regiées de produc¢éo

mais a sul na Europa [11,12].


http://www.proveportugal.pt/gastronomia/porto-e-norte
http://www.taste-portugal.com/gastronomia/centro
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Figura 1.1- Area geogréfica de producédo da maca de Alcobaca [11].

1.2 Sumo de macga e agentes antioxidantes

Segundo o Codex Alimentarius (2005) [37], um sumo de frutas é considerado um liquido, natural
ou fermentado, obtido essencialmente através da parte edivel de frutos maduros e frescos. Os sumos
de frutas séo preparados através de determinados processos tecnoldgicos (filtracdo, fermentacéo,
entre outros) que devem assegurar a manutencdo das caracteristicas fisicas, quimicas,
organolépticas e nutricionais. O valor nutricional, sensorial e funcional do sumo de magd (Pyrus
malus) actualmente é considerado elevado. Este, tal como a polpa da macd, deve apresentar, entre
outras propriedades, uma tonalidade amarela, caracteristica da frescura do produto [23].

A produgcdo mundial de sumo de macd tem aumentado gradualmente desde 2003, atingindo
valores, em 2005, de cerca de 1,3 milhdes de toneladas e sendo a China seguida da Poldnia,
Argentina, Alemanha, Hungria e Italia os principais produtores. Os dados sobre o consumo de sumos
de fruta, indicam que, em 2006, o consumo de sumo de macd na Alemanha anualmente se
encontrava ja nos 12L por pessoa, sendo 30% desse valor relativo ao consumo de sumo de maca
ndo pasteurizado [36].

Os sumos de frutas apresentam, em geral, boas caracteristicas nutricionais e, por isso, podem
constituir adequados complementos alimentares. Devido aos elevados teores de fitoquimicos,
designadamente polifenéis e fibras, apresentam, por acréscimo, efeitos benéficos para a saude
humana. O teor caldrico do sumo de fruta pode variar entre 45 a 71kcal por cada 100g de fruto. Os
sumos de macd, constituidos em regra por diversas variedades de maca, apresentam valores

nutricionais diferenciados [36].
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As variedades de maca com maior expresséo, produzidas no Oeste (Golden Delicious, Granny
Smith e Fuji), constituem a matéria-prima base, do sumo ndo pasteurizado usado neste trabalho.
Para uma conveniente caracterizacdo e fixacdo das propriedades destes sumos é fundamental
proceder a uma avaliacdo da qualidade da fruta utilizada na elaboracdo dos sumos. Para tal existem
diversos parametros que devem ser tidos em conta na determinacdo da qualidade do fruto, pois
podem condicionar, de modo significativo, a qualidade final do sumo tratado por hiperpresséo (Figura
1.2).

VARIEDADES DE MAGA
Golden Delicious Granny Smith Fuji
Humidade (%) NP EN 12145. 84.814+0.057 84.451+0.100 80.100+0.041
Proteina Bruta (%) NP 2030. 0.236+0.007 0.330+0.020 0.184+0.009
Fibra (%) NP 1005 2.191+£0.255 0.792+0.148 0.697+0.145
Gordura Total (%) NP 1613 adaptada. 0.037+0.003 0.039+0.012 0.026+0.004
Cinza Total (%) NP 1615 adaptada 0.302+0.051 0.210+0.003 0.410+0.045
Hidratos de Carbono (%) TCAP (G. Ferreira, 1961) 12.408+0.326 141770155 18.583+0.109

Figura 1.2- Composicao nutricional de algumas variedades de mac¢é produzidas na regido Oeste de Portugal

(6].

A industria alimentar, atenta as necessidades e exigéncias do consumidor, vem equacionando, de
forma acrescida, o desenvolvimento de novos produtos, com utilizacdo de tecnologias que se
pretendem inovadoras. Neste contexto, os sumos de frutas ndo pasteurizados, tratados com recurso
a pressoes elevadas e estabilizados em atmosferas modificadas, vém sendo aperfeicoados nos
sistemas de producdo. No entanto, um dos principais problemas com que a industria dos alimentos se
confronta € o rapido escurecimento destes sumos, apds a sua extrac¢ao, o que reduz drasticamente
0 respectivo periodo de comercializacdo. Assim, para se promover um aumento do periodo de
conservagdo dos produtos, had que diminuir a ac¢do do escurecimento enzimatico. Para tal séo
normalmente adicionadas substancias antioxidantes [23].

Entre eles os mais utilizados séo os sulfitos, contudo estes comecam a ser questionados por se
considerar que tém efeitos adversos na saude dos consumidores. Em alternativa, verifica-se uma
tendéncia crescente para substituir esses agentes antioxidantes por outros que ndo sejam tao
prejudiciais a saude (nomeadamente agentes redutores). Entre estes encontram-se o acido ascérbico
e respectivos analogos, destacando-se o glutatido e a L-cisteina. Além desses redutores também sao
considerados inibidores enzimaticos, agentes quelantes, acidulantes, complexantes e diversas
enzimas [23].

A actuacdo dos agentes antioxidantes esta direccionada essencialmente para 3 tipos de
substancias: enzimas (polifenoloxidase) e respectivos substratos e, colateralmente, para produtos
decorrentes da reaccdo de escurecimento.

Entre os produtos das reaccdes de escurecimento enzimético encontram-se as quinonas,

compostos bastante reactivos que podem ser facilmente reconvertidos em fendis ou ficar

-7-



complexados pela adicdo de corantes. Alguns dos agentes que irdo actuar nesses compostos séo a
L-cisteina, B-ciclodextrina e os acidos ascoérbico, cinamico e sorbico. Destes, a L-cisteina é a que se
considera melhor antioxidante para este tipo de sumos [23].

1.3 Estabilizacdo por hiperpressao

Os sumos de frutas que ndo apresentam tratamento térmico ficam mais susceptiveis as accdes
microbiana e enzimatica e, por isso, degradam-se a uma taxa muito mais rapida do que aqueles que
sdo submetidos a temperaturas elevadas (exemplo da pasteurizag&o). Apesar disso, sdo os produtos
alimentares minimamente processados e sem aditivos que tém cada vez maior aceitagdo e procura
por parte do consumidor. Como tal, torna-se necessario, promover o desenvolvimento de outras
técnicas de conservacdo que ndo alterem as caracteristicas organolépticas dos sumos frescos e
prolonguem o periodo de conservagéo, evitando assim a sua rapida degradacao.

Os tratamentos de hiperpressdo (High Hydrostatic Pressure-HPP) nos sumos de fruta fresca
revelaram ser uma alternativa eficaz para a inactivagdo enzimética e microbiolégica. Esta técnica
utiliza combinag¢des de pressdo-tempo-temperatura que sdo varidveis de acordo com diversos
factores, nomeadamente o tipo de microrganismo, a enzima que se pretende inactivar e o tipo de
sumo.

Nestes tratamentos, o produto é embalado num recipiente flexivel (normalmente uma garrafa de
plastico) e colocado huma camara cheia com um fluido que permite transmitir a presséo. Esse fluido
normalmente é agua pressurizada que vai transferir o0 aumento de pressdo para a garrafa e,
consequentemente, para o alimento. Essa pressdo € normalmente aplicada durante cerca de 3 a 5
minutos, e uma vez que € transmitida em todas as direc¢Bes uniformemente nédo existe deformacgéo
da garrafa. Com esta tecnologia ndo é aplicado aumento de temperatura e, por isso, as
caracteristicas sensoriais e nutricionais ndo séo alteradas. Finalmente, a embalagem é retirada da
camara estando apta para comercializagéo [22].

As vérias espécies de microrganismos, potenciais contaminantes dos sumos, apresentam
diferentes graus de resisténcia a pressao utilizada. Em geral, as células na fase estacionaria sdo mais
resistentes ao aumento de pressdo do que as células na fase exponencial e as bactérias Gram-
negativas também s&o mais sensiveis que as bactérias Gram-positivas [3].

A estabilizacao por hiperpressdo apresenta um papel essencial na inibicdo enziméatica, com efeito
irreversivel dependente de diversos factores, homeadamente a presséo, temperatura, tempo, pH,
estrutura enzimatica e tipo e concentracdo de solutos e enzima. As lipoxigenase, lactoperoxidase,
pectinesterase, lipase, phoshatase, catalase, polifenoloxidase e peroxidase sdo exemplos de enzimas
susceptiveis a inactivacdo pelo aumento de pressdo (sendo a peroxidase, a mais sensivel e a
lipoxigenase, a mais resistente a este tipo de inactivacao).

z

Nos sumos de frutas ndo pasteurizados € necessario inibir o escurecimento enzimatico que
ocorre devido a accdo da polifenoloxidase na fase pés colheita e durante o processamento. Em
sumos de macdas verificou-se que aplicacdes de pressbGes a partir de 600 MPa, a temperatura

ambiente, eram suficientes para inibir a polifenoloxidase, impedindo a oxidagc&o enzimatica dos fendis

-8-



em quinonas. Note-se que este processo ocorre devido a libertagdo destes compostos e subsequente
contacto com a enzima, durante o processamento dos frutos [34]. Ja& para outros frutos,
nomeadamente a péra e a uva, poderdo ser necessarias pressdes até 900MPa para a inactivacéo da
polifenoloxidase, o que demonstra as diferencas de sensibilidade existentes para enzimas de origens
diferentes.

Este é pois um processo de conservacao eficaz, que deve continuar a ser estruturado para se
conseguirem combinag¢des de pressfGes e temperaturas mais baixas, de modo a evitar elevados

gastos energéticos.
1.4 Quitina e quitosano

O quitosano € uma substancia que também pode substituir os sulfitos no efeito antioxidante de
sumos de frutas ndo pasteurizados [30]. E uma forma molecular de baixo teor em grupos acetil e
composto essencialmente por glucosamina, 2-amino-2deoxi-3-D-glucose, também denominado 1,4-2-
amino-2-deoxi-D-glucose (Figura 1.3).

CH,OH

CH,OH NH
AR "ﬁj‘/\itj
HO 0 o H

HHE CH,0H NH,

Figura 1.3- Estrutura molecular do quitosano [30].

O quitosano provém da desacetilagao alcalina da quitina, através da utilizagdo de NaOH, a
temperaturas elevadas (cerca de 110°C), em varias fases e durante longos periodos de tempo (Figura
1.4). Segundo Moura et al. (2006) [19], a desacetilacdo pode originar diversos tipos de quitosano, de
acordo com o peso molecular do biopolimero e o grau de desacetilacdo. Grande parte do quitosano
produzido pode ser adquirido comercialmente, apresentando um grau de desacetilagdo superior a

70% e um peso molecular que pode oscilar entre 100 e 1200 kDa [28].



Quitina seca

Dissolucéo

Centrifugacéo

Precipitacio

Centrifugacéo

Figura 1.4- Fluxograma simplificado relativo a produgdo do quitosano [19].

Este polissacarido tem origem numa das formas mais abundantes de glicidos, a quitina, que
depois da celulose é o segundo biopolimero mais abundante. A quitina provém essencialmente do
exoesqueleto de crustaceos com destaque para o camardo e o caranguejo [18,36]. E um polimero
natural, insollvel em agua, solventes orgéanicos, acidos diluidos e alcoois. A quitina € uma molécula
de estrutura linear e constituida pela unidade monomérica, B-1,4 N-acetilglucosamina. Apresenta
forma soélida, cristalina ou amorfa e 0 seu teor nos exoesqueletos varia com a espécie, podendo
chegar a 12% da massa corpérea total ou até 42% da massa da casca [8]. Além disso, existe sobre
trés formas: a-quitina, p-quitina e y-quitina. A forma mais abundante na natureza, e também mais
estavel, é a a-quitina que apresenta cadeias poliméricas em disposi¢do antiparalela, o0 que confere
uma maior rigidez ao exoesqueleto dos artrépedes. A forma [B-quitina apresenta cadeias em
disposicdo paralela, sendo a y-quitina uma mistura dos dois tipos de cadeia. Estas formas
apresentam assim um maior grau de flexibilidade, sem que a resisténcia se perca [25].

O quitosano apresenta essencialmente trés tipos de grupos funcionais: um grupo amina, e
dois grupos hidroxilo priméario e secundario, que estao respectivamente na posi¢cao C-2, C-3 e C-6.
[30]. Esses grupos funcionais, na presenca de solu¢cdes &cidas vao adquirir carga positiva,
possibilitando a existéncia de reac¢Bes quimicas. Neste contexto, 0 quitosano pode apresentar
propriedades diversas.

O quitosano é uma base fraca, insollvel em agua, sendo sollvel em solugbes fracas dos
acidos acético, férmico, sucinico, lactico e malico [26]. J& as suas formas conjugadas (com acetato,

malato e lactato) sdo solUveis em agua [21]. A sua solubilidade esta directamente relacionada com a
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guantidade de grupos amina que se encontram protonados. Um maior nimero destes grupos vai
levar a uma maior repulsdo das cadeias (devido ao nimero elevado de interacg8es electrostaticas), o
que permite uma maior solvatacdo em agua [25]. Devido a sua grande biodegradabilidade, caracter
nao téxico, permeabilidade selectiva e capacidade de quelacéo (de ies como o ferro, cobre, cadmio
e magnésio) e adsortiva, os polimeros compostos por quitosano tém sido alvo de aplicacbes
industriais. Segundo Martin-Diana et al. (2009) [18], este polimero pode ter fun¢des de imobilizagdo e
purificacdo de enzimas e ainda de aditivo para desenvolvimento de novos produtos alimentares,
alterando as propriedades gelificantes, estabilizadoras e de espessamento, entre outras. Uma das
propriedades mais importantes deste polimero decorre da respectiva capacidade para quebrar
ligacdes lipidicas através da sua carga ionica positiva.

O quitosano, com este largo espectro de funcdes, pode apresentar diversas aplicacdes,
destacando-se o aumento da conservacdo de diversos alimentos, pela diminuicdo da deterioracédo
microbiana através da sua utilizagdo em biofilmes, purificagdo da agua e ainda clarificacdo e
desacidificac@o de sumos de frutas (Figura 1.5).

l Quitosano
FUNGAO DE ADITIVO EMBALAGENS ACTIVAS OUTRAS FUNCOES
ORGANICO
Antlb?c. 4no Formagio de Recuperacio de
> Conservante ©3nffingico «—  piompnes ———— subprodutos  *—
— Estabilizante Reducio da taxa +—— Purificacio de «+—
respiratoria em agua
Controle da +— frutos
—+ Antioxidante oxidagdo lipidica Barreira a perda «—— Clarificacio de «+—
Prevengio do de humidade sucos de frutas
escurecimento™ |
—* Emulsificante enzimatico Reduc;zlo da o Encapsulagio +—
producio de de aromas
etileno e
poligalacturonase
em frutos
Manutencioda +——
COT por mais

tempo

Figura 1.5- Diversas aplicagfes do quitosano na indUstria alimentar [8].

Ao longo de varias décadas, o consumidor foi alterando as suas necessidades e prioridades
em relacdo aos produtos de origem alimentar. Os objectivos da indastria alimentar focam-se
essencialmente no aumento de conservagdo dos produtos, tentando prolongar o periodo para o qual
as caracteristicas do alimento se mantém inalteradas. Actualmente, além da seguranca e da
qualidade alimentar, que sao parametros essenciais na escolha do tipo de produtos a consumir,

existe também uma procura elevada de produtos alimentares cada vez mais naturais e sem adi¢éo de
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corantes e conservantes. Neste enquadramento, o quitosano sendo uma substancia de origem
natural, pode incrementar a conservacdo de sumos n&o pasteurizados, sem que as suas
propriedades e caracteristicas organolépticas sejam significativamente alteradas.

Neste contexto, o quitosano é considerado um aditivo alimentar com uma funcéo essencial na
conservacdo (agente de clarificacdo ou floculacdo e antioxidante), impossibilitando ou atrasando a
deterioracdo microbiana ou enzimatica do alimento [8,37]. A sua utilizacdo como conservante é
bastante recomendada, pois apresenta niveis de toxicidade muito reduzidos. Sabe-se que a glicose
tem uma dose letal que ronda as 8 a 12g por kg de massa corporal (em mamiferos), enquanto que o
quitosano numa concentracdo de 18g por kg de massa corporal ndo apresenta sinais de toxicidade e
menos ainda de mortalidade. De acordo com Fai et al., (2008) [8], o Unico sinal indicando efeitos
secundarios, provenientes de doses excessivas de quitosano, € a desidratacdo gastrica. De facto, o
aumento da ingestdo de fibra natural, a qual o organismo nao tem capacidade de digerir, induz um
aumento do seu volume (é expandida devido aos baixos valores de pH existentes no estdmago), o

que posteriormente gera um aumento do desconforto intestinal.

1.5 Propriedades antioxidantes do quitosano (inibicdo do escurecimento de sumos)

Para inibir o escurecimento dos sumos torna-se necessario recorrer ao uso de agentes
antioxidantes, grupo que inclui a polivinilpirrolidiona e os taninos. O grau de acastanhamento depende
de diversos factores, designadamente da concentracdo, de oxigénio no meio de processamento, da
presenca de substancias redutoras, de ides metélicos, do pH, da temperatura, e da actividade de
diversas enzimas, essencialmente da polifenoloxidase [17]. O quitosano, como apresenta uma carga
positiva parcial, vai contribuir, de forma bastante eficiente, para a reducdo do escurecimento e da
acidez destes sumos, através da capacidade de quebra de ligagdes entre acidos. Segundo Shahidi et
al. (1999) [30], uma concentragdo de 0,8g/L de quitosano € suficiente para obter uma turbidez
aproximadamente nula nos sumos. No entanto, no caso dos sumos de frutas ndo pasteurizados, a
turbidez do sumo é considerada um factor positivo, indicador da sua origem natural, devido a
presenca de particulas sélidas provenientes da ruptura das células e tecidos dos frutos. Além dessa
actividade clarificante, o quitosano apresenta ainda uma elevada afinidade para os compostos
fendlicos, nomeadamente catequinas, proantocianidinas e acido cindmico que, se complexados

podem evitar ou reduzir 0 escurecimento enzimatico.

Além do quitosano extraido do exoesqueleto dos crustaceos, é também conhecida outra origem
deste polimero, que pode apresentar menores custos. E possivel obter, de forma mais rentavel, o
quitosano a partir de fungos, uma vez que estes crescem muito rapidamente e apresentam uma
elevada taxa de producédo de biomassa [29]. Esta via pode considerar-se da maior importancia, pois
existem diversas limitacbes no processo de producdo do quitosano a partir dos crustaceos,
nomeadamente a sua adaptabilidade ao clima, a sazonalidade, e os locais de confinamento. Acresce
ainda que o processamento em larga escala pode dar origem a residuos indesejados provenientes da
conversédo quimica da quitina em quitosano [8]. Nos fungos a sazonalidade nao é relevante, sendo a

guantidade extraida apenas dependente de factores intraespecificos e nutricionais.
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Existem diversas espécies de fungos capazes de produzir este biopolimero, nomeadamente
Saccharomyces cerevisiae, Absidia spp., Mucor rouxii, Mucor spp., Neurospora crassa e Rhizopus
spp. Rungsardthong et al. (2006) [29] determinaram a eficacia do quitosano na clarificagdo de sumos
de maca, utilizando quitosano proveniente do exoesqueleto do camarédo e do crescimento de fungos.
Neste estudo verificou-se que tem de existir uma boa e permanente homogeneizacdo do meio de
cultura para que os fungos apresentem um crescimento elevado. Esta pratica impede a limitacdo do
teor de O,, e assegura uma distribuicdo uniforme do teor nutritivo do meio. Ainda segundo
Rungsardthong et al. (2006) [29], comparativamente ao exoesqueleto de camardo, os fungos
apresentam um maior grau de desacetilacdo do quitosano (70 para o exoesqueleto de camardo e
85% para a Absidia glauca var. paradoaxa respectivamente). Essa diferenca, nos valores de
desacetilacdo, é essencial na clarificacdo dos sumos de maca, porque, para 0 mesmo intervalo de
concentragdes, existe maior poder clarificante, nos sumos com adicdo de quitosano de origem

fangica (Figura 1.6).

Temp Concentracdo de (g/L) Quitosano (fungo) Quitosano {camarda)

(°C) guitosano I I*

30 0.1 0.68 4+ 0.23 2.53 4+ 0.04
0.5 9.59 + 0.16 6.58 + 0.08
0.7 9.83 + 0.09 6.94 + 0.06
1.0 731 +£0.12 6.35 4+ 0.05

35 0.1 1.18 £ 0.26 223 £ 038
0.5 0.60 + 0.29 6.52 + 0.08
0.7 10.11 £+ 0.30 6.84 4 0.05
1.0 7.84 4+ 0.25 5.45 +0.73

40 0.1 0.64 + 0.14 2.51 £ 0.03
0.5 9.60 + 0.25 6.38 + 0.06
0.7 9.86 + 0.05 6.65 + 0.21
1.0 7.00 + 0.13 3.11 4+ 0.01

Figura 1.6- Efeitos da concentracdo de quitosano proveniente de fungos e crustaceos (camardo) e da variagdo
da temperatura nos valores de luminosidade (L) em sumos de fruta [29].

O mesmo estudo revelou também que para uma concentracdo de 1g/L de quitosano, ndo se
verificava nenhum efeito evidente na diminuicdo da turbidez, o que pode indicar que haja uma
saturacao dos locais de adsor¢édo do quitosano e, por isso, a concentragdo adequada de 0,7g/L para
um aumento da clarificacdo dos sumos.

No caso dos sumos de fruta ndo pasteurizados, estabilizados por hiperpresséo, pretende-se
que o sumo mantenha a sua turbidez natural e, por isso, deve evitar-se a utilizacdo de quitosano
numa concentragcéo que estabilize a clarificagéo.

Além da origem, é possivel que outros factores tenham uma accdo importante no poder
antioxidante do quitosano. Um desses parametros € a massa molecular do polimero que, segundo
Chien et al., 2007 [5], vai afectar a actividade biolégica desta molécula. Considera-se que 0 quitosano

de baixo peso molecular (entre 5-20kDa) apresenta efeitos benéficos face a progressao de doengas,
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nomeadamente a diabetes mellitus, porque a afinidade para com os lipopolissacaridos é superior face
a do quitosano com elevado peso molecular (140kDa). Demonstrou-se ainda que o quitosano com
baixo peso molecular tem uma maior accao bactericida e antioxidante.

O sumo de maca apresenta um elevado valor nutricional e inibe essencialmente a oxidacéo
das lipoproteinas de baixa densidade [5]. O reforco dessas propriedades antioxidantes, quando se
adiciona quitosano aos sumos, depende essencialmente do peso molecular do biopolimero. Diversos
trabalhos confirmaram a accdo antioxidante do quitosano no sumo de macé, propiciando a inibicdo
dos radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), superoxido e peroxido de hidrogénio, a par do efeito
quelante do quitosano. Em todos 0s casos ocorreu uma percentagem de inibicdo dessas substéncias
na ordem dos 90% para o0 quitosano de baixo peso molecular, contra percentagens inferiores para o
quitosano com maior peso molecular (massa molecular média e alta). Esse efeito pode resultar de
uma estrutura menos compactada do quitosano de baixo peso molecular e do efeito das ligagdes de
hidrogénio intramoleculares serem menores, quando comparadas com as for¢as de ligacdo das
moléculas de elevado peso molecular. Desta forma, para o quitosano de mais baixo peso molecular
existe um menor enrolamento da cadeia, 0 que permite um acesso mais facilitado aos radicais livres,
e com isso um maior grau de inibicdo [35]. Para o caso especifico do radical superéxido, que reage
com os grupos hidroxilo e amino livres do quitosano de baixo peso molecular, apresenta um efeito

antioxidante superior ao de maior peso molecular (Figura 1.7).

a 1004

Ffeito Antioxidante (%)

04 0.6 08 1.0 0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0
Concentragdo (ma/mL) Concentragio (mg/mL)

Figura 1.7-— Efeito do quitosano, com diferentes pesos moleculares, no radical superoxido, comparado com
4cido ascorbico (a) e no sumo de maca (b). Acido ascérbico -e, quitosano com peso molecular elevado - o, com
peso molecular médio - ¥ e com peso molecular baixo-V [5].

Por outro lado, No et al., (2007) [21] referem que os sumos de macd, a semelhanga de muitos
outros, podem beneficiar de um aumento do periodo de conservagdo pela utilizacdo deste

biopolimero. A sua aplicacao, numa forma sollvel em agua (com 7% de &cido acético), revelou uma
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accao mais eficiente na diminuicdo do escurecimento de sumos de maca, uva, liméo e laranja face a
outros agentes nomeadamente gelatinas e mineral bentonito.

Uma maior turbidez e escurecimento enzimatico podem ser normalmente evitados através da
utilizacdo de diferentes técnicas, nomeadamente filtracdo ou centrifugacdo. No entanto, também se
verificou que uma adi¢cdo do quitosano pode ser benéfica nesse tratamento. No et al, (2007) [25]
indicam ainda que uma concentracdo minima deste composto (na ordem de 200ppm) pode levar a
reducdo do escurecimento enzimatico em sumos de maca e péra. Isso provavelmente porque a
enzima que promove esse escurecimento, a polifenoloxidase, é inibida pelo quitosano, pois este ao
ligar-se as particulas existentes em suspensdo no sumo, impede a respectiva ac¢do enzimatica [22].
Essa reaccdo de escurecimento enzimatico deve-se ao contacto iniciado pela polifenoloxidase com
acidos fendlicos, na presenca de oxigénio. A mesma ocorre essencialmente devido a alteracdo da
compartimentacdo celular originada com a maceracdo dos frutos, permitindo que os substratos
entrem em contacto com essas oxidases [27]. Também Martin-Diana et al. (2009) [18] verificaram
uma diminuicdo do escurecimento enzimatico, neste caso em sumos de laranja, considerando a sua
actividade antioxidante semelhante & dos compostos fendlicos, o que explica esta inibicdo oxidativa.
Ainda nesse trabalho foi verificado um aumento da intensidade da cor, que é explicada pela
diminuicdo do escurecimento, ndo diminuindo a luminosidade bem como a cor laranja forte tipica do
sumo conservado em boas condigdes.

Assim, a polifenoloxidase que contém um atomo de cobre no seu centro activo, vai formar
guinonas reactivas (através da hidroxilagdo de monofendis para dihidroxifendis), que se polimerizam
com polifendis para formar compostos oxidados, as melanoidinas, que dao origem a cor castanha,
com 0 consequente escurecimento dos sumos. Para 0s antioxidantes que apresentam pelo menos
um grupo hidroxilo ou fendlico na sua estrutura molecular, a respectiva capacidade de inibicdo dos
radicais livres depende da proporcdo do nimero desses grupos moleculares. Tendo o quitosano dois
grupos hidroxilo e um grupo amina parcialmente acetilado, pode explicar a sua capacidade inibitéria
[35]. Estes autores propdem que o quitosano iniba esta reaccdo essencialmente mediante o bloqueio
da ligacdo da enzima a esses compostos (no caso dos sumos) ou pela utilizagcdo de atmosferas
modificadas e biofilmes (nas frutas intactas), que impedem a utilizag&o do oxigénio, necessario para a
reaccao de escurecimento enzimatico.

Uma vez que 0 quitosano é um composto policatibnico presente na natureza, essa sua
efichcia como agente coagulante sobre particulas em suspensdo, bem como o0 seu caracter nao
téxico e biodegradavel, levaram a que seja tido em conta como um agente alternativo de conservacao

7

de sumos de fruta. No entanto, é importante ndo esquecer que o quitosano apresenta reduzida
solubilidade em &gua, e por isso é necessdria a sua conjugagdo com acido acético [4]. Como é
possivel verificar na figura 1.8 e ja anteriormente tinha sido referido, quando comparado com outros
agentes, nomeadamente as gelatinas e os bentonitos, em diferentes sumos este agente vai ter uma

muito maior reducdo da absorvéncia e, com isto, uma clarificagdo muito mais acentuada [4].
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Figura 1.8- Efeito de agentes clarificantes na turbidez de sumo de maga (A), uva (B), liméo (C) e laranja (D).
Controlo- [, Bentonito- e, Gelatina- 0, Quitosano- V¥ [4].

Foi feita, além de uma analise espectofotométrica, uma analise aos teores totais de proteinas,
sélidos solaveis, a acidez e ao teor de aguUcares, para determinar a accao destes agentes na
diminuicdo do teor nutritivo dos sumos. Apenas o teor proteico diminuiu substancialmente, uma vez
que, tendo o quitosano um teor catiénico em solucdes acidas, pode levar a uma maior quebra das
ligagBes proteicas. No entanto, o teor proteico no sumo néo € elevado, ndo sendo o teor de aglcares
e acidos organicos alterado.

Além desse efeito benéfico na alteracdo das caracteristicas organolépticas do produto, a
quitina e os seus derivados podem apresentar propriedades antimicrobianas inibindo o crescimento

de microrganismos (como é o exemplo de fungos e bactérias).

1.6 Propriedades antimicrobianas do quitosano

Além das propriedades antioxidantes do quitosano, destacam-se ainda as suas
caracteristicas antimicrobianas. Nos efeitos inibidores em fungos e bactérias, a sua accao é mais
imediata nos fungos [26]. Segundo Shahidi et al. (1999) [30], a actividade antimicrobiana esta
relacionada com um dos trés grupos funcionais existentes na molécula de quitosano. Assim, a carga

positiva existente no carbono 2 do monémero de glucosamina (a pH inferior a 6), faz com que a sua
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solubilidade aumente, apresentando elevados valores de actividade antimicrobiana. Como o
guitosano apresenta um pK, proximo de 6.3, a quantidade de grupos amina carregados
positivamente, vai aumentando consoante o decréscimo de pH, e diminuindo a medida que aumenta
0 pH. Neste contexto ocorre uma diminuicdo da solubilidade do quitosano e também a uma menor
actividade antimicrobiana [16]. Essa estrututra policatiénica vai ser essencial para a actividade
microbiana, pois uma elevada carga positiva leva a interac¢cdes electrostaticas muito fortes [15]. Essa
actividade surge da interaccdo entre as cargas positivas do quitosano com as membranas celulares
microbianas que apresentam cargas negativas. Existe entdo formagdo de complexos polielectroliticos
que incrementam a permeabilidade da membrana, fazendo com que exista uma perda de
componentes intracelulares e, consequentemente, a inibicdo da actividade microbiana. No entanto,
essa accao vai sofrer influéncia de outros factores, extrinsecos, nomeadamente o grau de
desacetilacdo, a massa molecular e também nutrientes, condigbes do meio, substratos quimicos
disponiveis aos microrganismos. No que concerne aos factores intrinsecos, as caracteristicas de
hidrofobicidade podem igualmente condicionar a ac¢do do quitosano. Também podem ser associados
factores como as concentracfes das solucdes utilizadas [8], o tempo de exposicdo dos
microrganismos a essas solu¢des (além das membranas que variam de espécie para especie).
Colateralmente, também pode estar associado a factores intrinsecos aos microrganismos, como a
idade das células e a espécie microbiana [15].

No conjunto alargado de ac¢des do quitosano, considera-se também a existéncia de uma
func@o activadora dos processos de defesa do organismo e inibidora de diversas enzimas. O
guitosano vai desempenhar papéis de inactivagdo de processos de traducdo proteica. Essa accgao
antimicrobiana verifica-se essencialmente em bactérias Gram-negativas, porque um quitosano de
menor massa molecular, penetra mais facilmente na célula e com isto vai ter maior interferéncia no
DNA [8]. Em bactérias Gram-positivas pensa-se que o efeito esta associado a absor¢céo de nutrientes
por parte do microrganismo, € com iSso a sua actuac¢ado vai ser melhor quanto maior for a massa
molecular (criagdo de um maior filme a volta da bactéria que inibe o seu crescimento).
Liu et al. (2001) [17] verificaram que n&o eram necessarias concentragfes muito elevadas deste

agente para ocorrer uma importante ac¢ao antimicrobiana (Figura 1.9).
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Bacteria MIC (ppm)

Agrobacterium tumefaciens 100
Bacillus cereus 1000
Corinebacterium michiganence 10
Erwinia sp. 500
Erwinia carotovora subsp. 200
Escherichia coli 20
Klebsiella pneumoniae 700
Micrococcus luteus 20
Pseudomonas fluorescens 500
Staphylococcus aureus 20
Xanthomonas campestris 500
Fungi
Botrytis cinerea 10
Fusarium oxysporum 100
Drechstera sorokiana 10
Micronectriella nivalis 10
Piricularia oryzae 5000
Rhizoctonia solani 1000
Trichophyton equinum 2500

Figura 1.9- Actividade antimicrobiana do quitosano, expressa na concentracdo minima inibitéria do crescimento
microbiana (MIC) para diversos fungos e bactérias [17].

Shahidi et al. (1999) [30] indicam que uma concentracéo superior a 0.005% (m/v) é suficiente
para inactivar completamente a Staphylococcus aureus. J& para a Bacillus cereus esta concentragdo
¢ ligeiramente maior (cerca de 0.02% (m/v)), e para a E.coli um valor oscilando em torno de 0,0075%
(m/v). No entanto, também a inactivagdo microbiana pode estar associada & massa molecular do
guitosano, pois um maior grau de desacetilagdo pode ser menos eficaz. As diferencas da actividade
antibacteriana do quitosano na E.coli foram ainda estudadas por Liu et al. (2001) [16]. Estes autores
observaram actividades distintas para quitosanos com diferentes massas moleculares, graus de
desacetilagcdo, concentracédo e valores de pH. O controlo do pH é essencial uma vez que s6 em
condic¢des acidas (pH inferior a 6,5) € que o quitosano vai apresentar essa ac¢ao inibitoria, devido ao
aumento de solubilidade, bem como a exposigdo dos grupos amina. Relativamente a massa
molecular, com o aumento desta, existe uma diminuicdo da inibicdo bacteriana por parte do
quitosano. Esta accdo pode estar directamente relacionada com um aumento das ligagBes cruzadas
da estrutura molecular do quitosano de elevada massa molecular, apresentando ligacbes de
hidrogénio intramoleculares muito fortes e impedindo os grupos amina de estarem disponiveis para
atacar a superficie bacteriana. J& um aumento da desacetilagdo leva a uma maior exposicao dos
grupos amina, aumentando com isso a actividade antibactéria do quitosano. Relativamente ao factor
concentracao, regista-se um aumento da inibicdo do crescimento de E.coli directamente proporcional
ao aumento da concentracéo.

Também a solubilidade do quitosano vai ser importante na acgao antimicrobiana. Sendo o
quitosano uma substancia que apresenta uma reduzida solubilidade em agua, € necessério proceder,
em muitos casos, a modificagcdes quimicas, que podem incluir acilacdo, alquilagdo, quaternizacao e
metalizacdo, para aumentar essa solubilidade. Segundo Kong et al. (2010) [15] (os derivados de
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quitosano, originados por quaternizacdo, podem originar uma maior actividade antibacteriana. Assim,
para o quitosano e os seus derivados, a alteragdo das caracteristicas hidréfilas e hidr6fobas pode
afectar também a capacidade antimicrobiana.

A accéo antifungica do quitosano, assim como o seu modo de accédo, ainda ndo é totalmente
conhecida, no entanto Roller et al. (1999) [28] sugerem um efeito quelante, para impedir a
disponibilidade de nutrientes essenciais ao crescimento dos microrganismos. A sua ac¢éo depende
essencialmente do tipo de fungos, podendo apresentar inibicdo em concentragdes minimas de 0.075
g/L e ndo evidenciar qualquer tipo de actividade quando em concentracdes de 10 g/L para certos
fungos filamentosos. Pensa-se que a accdo fungicida do quitosano ocorra a nivel nutricional,
impedindo a disponibilidade de calcio e de outros nutrientes. Também é considerada a hipétese de o
quitosano criar distdrbios na parede celular fingica. Esta accdo aponta, essencialmente, para a
existéncia de grupos reactivos no quitosano que podem reagir com grupos aniénicos da superficie da
parede celular [28].

A funcéo antifingica do quitosano esté associada a sua utilizacdo como biofilmes, que inibem
0 crescimento de inimeros tipos de fungos a uma concentracdo de 1mg/mL. Exceptuando-se neste
caso 0s Zygomycetes, pois 0 maior constituinte da sua parede celular é o préprio quitosano [26]. Este
polimero ir4 ter assim uma dupla funcdo, que interfere no crescimento fangico e com a activagéo de
diversos processos de defesa, que incluem a acumulagdo de quitinases, sintese de inibidores de
proteinases e ainda lenhificacdo e inducao da sintese de calos quando aplicado em folhas de trigo
com lesdes. A sua accdo estd relacionada com a desorganizacdo molecular em fungos
fitopatogénicos, nomeadamente Fusaruim oxysporum, Sclerotio sclerotiorum, Rhizopus stolonifer,
Penicillium digitatum, Colletotrichum gloesporioides e Aspergillus niger [8].

Por oposicdo a outros microrganismos, as bactérias lacticas apresentam um aumento da taxa
de crescimento e desenvolvimento apés adicdo de quitosano no meio de cultura [8], hnomeadamente
na produgdo de queijo mozarella. Essa adi¢do inibe compostos do grupo dos Coliformes e
Pseudomonas spp, porém estimula a multiplicagdo de bactérias lacticas, e incrementa shelf-life neste
tipo de produtos lacteos. As bactérias probidticas, com destaque para as Bifidobacteria e
Lactobacillus, também apresentam um crescimento mais acentuado na presenca de peliculas de
quitosano (neste caso de baixa massa molecular), aumentando a sua viabilidade.

Com todas estas propriedades, o quitosano tem diversas aplicacdes, sendo uma delas a sua
utilizacdo em biofilmes ediveis para a proteccdo de frutos. Essa utilizacdo pode prolongar o tempo de
vida Gtil do produto, quer este esteja intacto, minimamente processado, congelado ou transformado. A
sua utilizacdo como biofilme visa essencialmente diminuir as perdas por transpiracdo bem como o
atraso no amadurecimento dos frutos. Os filmes de quitosano sdo caracterizados pela elevada
flexibilidade, resisténcia e elasticidade, sendo muito dificeis de quebrar. Estes apresentam valores
variaveis de permeabilidade a 4gua, o que permite uma maior conservacao de produtos com elevado

A,, (aspecto que se verifica nos frutos).
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1.7 Valor nutricional do quitosano

Além das propriedades antioxidantes e antimicrobianas, 0 quitosano podera conduzir a um
valor nutricional acrescentado nos produtos onde foi aplicado. Segundo Shahidi et al. (1999) [30] a
grande vantagem nutricional deste polissacarido é a sua ac¢cdo na reducdo da hipercolesterolemia.
Diversos estudos em animais concluiram que uma alimentacdo enriquecida em quitosano levava a
diminui¢&o dos valores de colesterol e triglicéridos no sérum. Também em galinhas, foram detectados
valores elevados de lipoproteinas de elevada densidade (HDL) quando a alimentacdo destas era
enriquecida com quitosano. O efeito na hipocolesterolemia parece decorrer do facto deste
polissacarido ser uma fibra, e como tal o organismo nao ter capacidade para o digerir. A incapacidade
de digestdo do quitosano no tracto gastrointestinal, a elevada viscosidade, a natureza polimérica e a
pouca solubilidade em agua fazem com que esse efeito de hipocolesterolemia se acentue. Devido ao
seu caracter i6nico tem também capacidade para formar pontes i6nicas (a pH éacidos), levando a
quebra de acidos gordos livres. O quitosano pode induzir a formacdo de micelas com o colesterol
(enddgeno ou colesterol proveniente da dieta) através dos fluidos alcalinos existentes no intestino
delgado. Isso provoca a diminuicdo da absorcéo do colesterol e um aumento da concentracdo de
acido cdlico no figado. Esta ac¢éo vai induzir posteriormente, a diminuicdo da concentracdo de
colesterol na corrente sanguinea. Os microrganismos existentes no intestino também tém a
capacidade de secretar quitosanases que, ao digerir essas micelas, formam acidos biliares e esterois

gue, serdo excretados nas fezes. [30].

1.8 Objectivos

Equacionando-se as propriedades do quitosano enquanto agente antioxidante e
antimicrobiano, neste estudo infere-se a sua ac¢do enquanto agente conservante do sumo de macéa
ndo pasteurizado e estabilizado por hiperpressdo. Efectua-se a sua adicdo em concentragdes
crescentes, evitando-se um aumento consideravel da clarificacdo para ndo alterar as caracteristicas

nutricionais e fisico-quimicas do sumo de magca.
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2.Materais e Métodos

2.1 Analises preliminares

2.1.1 Ensaios de solubilidade do quitosano em solu¢cdes aquosas de acido ascorbico 1% e
0,5% e acido acético 5%

Prepararam-se solu¢des aquosas de acido ascoérbico 1% e 0,5% (v/v), e de acido acético 5%,
e aferiu-se o pH inicial das mesmas. Posteriormente, foram utilizadas para preparar diferentes
solucdes de quitosano com concentracfes de 9g/L e 12,5g/L, respectivamente. O pH final foi ajustado
para 3,5. As solugBes foram conservadas a 4°C (durante 2 dias), verificando-se diariamente a cor,
transparéncia e formacéo de precipitado. Seguidamente, essas solu¢bes foram utilizadas para adicao

ao sumo de maca néo pasteurizado.

2.1.2 Ensaios de solubilidade do quitosano em sumo de macéa

Estudaram-se duas modalidades para a incorporacdo do quitosano ao sumo, adicdo em po e
adicdo em solucdo concentrada. Inicialmente, realizou-se um ensaio no qual foi adicionado quitosano
em p6 ao sumo de maca (50mL); concentragdo final de 0,6g/L, 0,7g/L e 0,8g/L; como controlo
utilizou-se sumo de maca sem adicdo de quitosano. Noutro ensaio foram feitas solu¢cdes de 50mL de
sumo, que além da adi¢édo de quitosano em po6 (nas trés concentragdes determinadas), tinha também
incorporagdo de acido ascorbico (em po), para ficar com uma concentracdo final de 1% (w/v).
Posteriormente foi feita a adicdo de quitosano em solucdo (concentra¢des finais de 0,6g/L, 0,7g/L e
0,8g/L). Para tal, foi utilizada uma solugcdo concentrada de 9 g/L de quitosano, inicialmente preparada
em 1% e 0,5% (w/v) de acido ascérbico. Todas as solu¢des foram colocadas a 4°C durante 15 dias,

para analise da cor, cheiro, pH e precipitacéo.

2.2 Incorporacéo do quitosano nos sumos e avaliacdo da respectiva ac¢cdo

2.2.1 Matéria-prima

O sumo de macad utilizado neste trabalho foi cedido pela Frubaga-Cooperativa de
Hortofruticultores CRL, cediada em Evora-de-Alcobaca, Leiria. Este sumo provém directamente da
trituracdo da macd, ndo apresentando adicdo de &gua, aclcar e quaisquer outros corantes ou

conservantes, sendo 0 seu processamento caracterizado pelos seguintes passos:
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Escolha da fruta

Lavagem

Separacéo automatica de pedunculo e carogco
Trituracdo

Homogeneizacgéo

Engarrafamento

N o g M DB

Tratamento por hiperpresséo

Para permitir um maior periodo de conservacdo este sumo foi estabilizado a frio por um
tratamento por hiperpessao (4600 bar durante 115 segundos), apdés a embalagem do produto,
levando a uma inactivacdo dos microrganismos e impedindo a sua posterior contaminacao. Apos a
elaboracao e até chegar ao consumidor o sumo foi mantido a 4°C.

Para a producdo do sumo de macgd foram utlizadas diferentes variedades de macéa
produzidas no Oeste (Granny Smith, Golden Delicious e a maca Fuji). A propor¢cdo com que foram
utilizadas as diferentes variedades de macés, ndo é necessariamente sempre a mesma, variando de
acordo com a colheita, condi¢cdes climatéricas, maturacdo e época do ano. Isso pode levar a
variagdes de lote para lote em alguns pardmetros do sumo. Um dos exemplos é o pH que pode variar
com a utilizacdo de diferentes propor¢cées de macgéds Granny Smith, Golden Delicious ou Fuji, que

apresentam um pH de 3,56, 4,19 e 4,04, respectivamente [6].

2.2.2 Quitosano

Para os diferentes ensaios utilizou-se quitosano de origem animal (proveniente do
exoesqueleto de camardo) com baixo peso molecular (Sigma-Aldrich, Ref 448869) e um grau de

desacetilacdo de 92,2%.

2.2.3 Tratamento

Para estudar a influéncia do quitosano na conservagdo de sumos de maca tratados por
hiperpresséo, foi feita a adicdo deste composto, em camara de fluxo laminar: na forma de solugéo
concentrada, 9 g/L de quitosano em &cido ascoérbico 1%, ou em p6é com adicdo, também em po, de
acido ascorbico 0,5%, 0,06%, 0,07% e 0,08%. O estudo da adicdo em p6 € muito importante, pois
industrialmente € uma das formas mais praticas de adicionar este componente ao sumo durante a
sua preparacao.

Aplicaram-se trés concentra¢des de quitosano, 0,6 0,7 e 0,8g/L evitando-se desta forma a
clarificacédo e evolucao de sabores associados ao quitosano no sumo de maca.

O esquema dos ensaios (com n=3, com numerac¢do indexada em cada tratamento) foi o0 seguinte:
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1° ensaio

Tabela 2.1- Esquema representativo da estratégia utilizada para o primeiro ensaio.

Solucao Solugaode Acido Quitosano em
Variaveis de acido | acido ascérbico | ascérbico 6
indexadas ascorbico 1% com em po (Cf P
1% quitosano 0,5%)
06 07 0,8 06 07 0,8
g/L g/L g/L g/L g/L g/L
B X
C1l X X
€ 2 x X
(n=1-3)
c3 X X
Al X X
A2 X X
A, A3 X X
(n=1-6) A4 X X X
A5 X X X
A6 X X X

Para o segundo ensaio a estratégia foi semelhante, tendo apenas sido alterada a quantidade
de acido ascorbico em po a adicionar, de forma a ficar no sumo uma concentragéo final semelhante

as das modalidades com o acido ascorbico adicionado em solugéo.

2° ensaio

Tabela 2.2- Esquema representativo da estratégia utilizada para o segundo ensaio.

Acido
Solucgao Solucaode ascorbico
Variaveis de acido | acido ascérbico em pé Quitosano em pé
indexadas ascorbico 1% com (Cf 0,06;
1% quitosano 0,07;
0,08%)
0,6 0,7 0,8 06 07 08
g/L g/L g/L g/L g/L g/L
B X
C1l X X
Cn c2 X X
(n=1-3)
C3 X X
Al X X
A2 X X
A, A3 X X
(n=1-6) A4 X X X
A5 X X X
A6 X X X

Para ambos o0s ensaios, na altura de preparacdo das diferentes modalidades de estudo,

foram retiradas amostras para a determinacao dos diferentes parametros a avaliar, bem como para a
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caracterizacdo do lote. Existiu sempre um controlo para a caracterizacdo do lote (CL) que se
caracterizava por ser apenas sumo de macd embalado sem qualquer adicdo de quitosano e que
pretendia avaliar o estado inicial do sumo para os diversos parametros analisados.

Posteriormente, foram retiradas amostras para as diferentes andlises, aos 15, 21, 28 e 35 dias apds o
inicio do ensaio.

2.3 Avaliacao do efeito da adicdo de quitosano ao sumo de macéa

2.3.1 Determinagéao de s6lidos soluveis totais

O teor de solidos sollveis totais € um indicador do estado de maturacéo dos frutos e pode ser
determinado por refractometria. Os valores expressam-se em °Brix (grau brix) ou gramas de sacarose
por 100g de peso fresco.

Para a determinacéo dos SST colocou-se uma amostra de sumo (aproximadamente 0,5ml) no
leitor do refractometro analdgico manual (Atago ATC-1E), & temperatura ambiente, e procedeu-se a
leitura do °Brix.

2.3.2 Determinacéo do pH

Para a medicdo do pH foram retirados 10mL de amostra de sumo e colocados num copo de
precipitacdo em agitacdo. Posteriormente, com o potenciémetro (Hanna instruments, Jenway 350 pH
meter) correctamente calibrado, foi feita a leitura do pH a 25°C.

2.3.3 Determinacédo da acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada com recurso a volumetria acido-base e expressa em gramas
de acido malico por litro de sumo. Para tal, diluiram-se 20mL da amostra de sumo em 20mL de agua
destilada e procedeu-se a medi¢do do pH inicial da amostra sob agitagdo. Seguidamente, procedeu-
se a titulagcdo com solugdo de hidroxido de soédio (0,1N), adicionando gota-a-gota, até que o pH
atingisse e persistisse durante aproximadamente 10 segundos no valor de 8,20. Posteriormente
procedeu-se ao calculo da acidez titulavel, utilizando um factor de correc¢éo conhecido (0,67).

Acidez titulavel= Volume de NaOH adicionado x 0,67

2.3.4 Determinacé&o da Cor

A cor do sumo foi caracterizada com base nas coordenadas crométicas, Luminosidade (L),
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Croma (a e b) e Tonalidade. Para tal procedeu-se a calibracdo do colorimetro (Minolta CR-300
chormameter, Data Processor 301) com o padrdo (placa de ceramica branca). As leituras foram
realizadas por aproximacdo do sensor a amostra, com 3 repeticdes para cada amostra. Através da
utilizacdo das coordenadas do modelo de CIELAB determinou-se o angulo e caracterizou-se a cor da
amostra.
Posteriormente, para determinar a tonalidade aplicaram-se as seguintes equacdes:
[ m*crg—: |

=2 2 /360

6.2832 ,sea*>0eb*>0;

2.3.5 Determinacédo da turbidez

Efectou-se uma diluicdo de 1:10, com volume final de 50mL, das diferentes amostras e
controlos. Foi calibrado o turbidimetro (Merck Turbiquant 1500 IR) com 3 solu¢des padrdo e

seguidamente foi lida a turbidez das amostras.

2.3.6 Determinacédo acgucares por HPLC

A metodologia para a extraccdo dos aclcares das diferentes amostras foi adaptada de
Hudina and Stamper (2000) [13]. Colocaram-se 20mL de agua desionizada fria em copos de
precipitacdo de 50mL e foram adicionados 5mL de sumo de maca. Estas etapas foram realizadas
com o0s copos sempre mantidos em gelo.

Transferiram-se os 25mL da amostra para tubos de centrifuga e centrifugou-se a 15000xg,
durante 15 min a 4°C (Centrifuga Blofuge 28 RS Heraeus Sepatech). O sobrenadante foi recolhido
para um baldo volumétrico e filtrado com seringas e filtros Millipore de 0,45 um. Procedeu-se entdo a
respectiva congelacao (-20°C).

O método para analise das amostras por HPLC foi adaptado de Pais et al. (2008) [24].
Efectou-se uma solucdo padrdo com sacarose, glucose, frutose e sorbitol, para proceder a

construcdo da curva de calibracdo. Injectaram-se 30 pL num sistema HPLC (Waters binary HPLC),
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equipado com um detector de indice de Refraccéo (IR) (Waters 2414) com coluna de fase reversa
Sugar-Pak | (300x6,5mm; Waters) em forno a 90°C. O eluente utilizado foi agua pura com 50ppm de
EDTA-Ca, com um fluxo de 0,5mL/min. Apés descongelacdo e homogenizacdo, procedeu-se a

injeccdo (automatica) de 30 pL da amostra.

2.3.7 Determinacdo compostos fenélicos

O método para a determinagdo de compostos fenodlicos foi adaptado de Vieira et al. (2009)
[32]. A curva padrao foi elaborada com solugdes de acido galico (50, 100, 150, 250 e 500 mg/L) e a
absorvéncia foi lida a um comprimento de onda de 760nm (UV-visible recording spectrophotometer
UV-160? Shimadzu).

Para extrair os compostos fenolicos, colocou-se 1mL de sumo em 9mL de solugdo de acetona
80%, num banho de ultra-sons (Sonope RK31 Badelin Electronic), durante 15 minutos.
Posteriormente, procedeu-se a centrifugacdo das amostras a 1000xg, durante 10 minutos a 5°C e foi
recolhido o sobrenadante. Todos os extractos foram efectuados em triplicado.

Para quantificagdo de composto fendlicos, colocou-se num baldao volumétrico de 10mL, 2,5mL
de 4gua desionizada e 0,1mL de uma diluicdo conhecida do extracto. Em seguida adicionou-se 0,5mL
do reagente de Folin-Ciocalteu a solugdo e deixou-se reagir durante 5 minutos. Colocou-se 1,5mL de
carbonato de sddio a 20% no baldo volumétrico e perfez-se o volume com agua desionizada até
10mL. A leitura da absorvéncia foi efectuada duas horas depois durante as quais amostras
permaneceram na auséncia de luz. A absorvancia das amostras foi efectuada a 760nm.
Compararam-se as medic6es com as obtidas na curva padrdo preparada com solu¢des de acido
galico e os resultados foram expressos em mg de equivalentes de &cido gélico por 100mL +/- desvio

padréo de sumo de maca.

2.3.8 Determinacdo de 4cido ascorbico

A determinacao de &cido ascorbico foi realizada de acordo com Albuquerque et al. (2005) [1].
Foi preparada uma solucdo de acido metafosforico 6% e 4mL de sumo foram adicionados a 6mL
deste &cido.

Essa solucdo foi centrifugada a 15000xg, durante 15 minutos, a 4°C. Posteriormente
procedeu-se a filtragdo com um filtro Millipore de 0,45um. Até a analise por HPLC as amostras foram
congeladas a -80°C. Posteriormente foram injectados 20puL num HPLC da Beckman (modelo 126)
com coluna Spherisorb ODS-2 da Waters (250x4,6mm) e detector a 254nm. Utilizou-se uma fase
movel aquosa acidificada a pH 2,2 (280mL de H,SO, 95-97% por Litro de agua), com uma velocidade
isocritica de 0,4mL/min a temperatura ambiente, Cada corrida demorou aproximadamente 13

minutos.
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A identificagcdo do ascorbato foi realizada com um padrdo de &cido L-ascérbico de

concentracao conhecida, usando para quantificagdo a area dos picos nos cromatogramas.

2.3.9 Anélises microbioldgicas

Foram feitos trés ensaios microbiolégicos para verificar a existéncia de mesdfilos e psicrofilos.
Inicialmente, em camara de fluxo laminar, foi retirado cerca de 1mL de amostra de sumo e foram
feitas diluicGes de 1:10, 1:100 e 1:1000 numa solucdo de &gua de peptona 0,1% (w/v), pH 7 para
bactérias. Posteriormente foi inoculado 1mL de cada diluicdo em placas de petri com meio PCA (5g
triptone, 2,5g extracto de levedura, 1g glucose, 15g agar, dissolvidos em 1L de agua; pH final
ajustado a 7) para a determinacao de mesdfilos e psicréfilos. As placas foram a incubar, dois dias a
30°C para quantificagdo de meséfilos e dez dias a 4°C para quantificacdo de psicroéfilos. A contagem

de unidades formadoras de coldnias foi expressa em UFC/mL.

2.3.10 Anéalise sensorial

Para a analise sensorial utilizou-se um painel de provadores néo treinado. Cada provador
recebeu trés amostras de sumo (aproximadamente 50mL por amostra) em copo de plastico, bolachas
de agua e sal e um copo de agua para eliminar sabores entre as amostras (figura 2.1). Todas as
amostras apresentavam um cédigo aleatério de trés digitos e foram entregues segundo a seguinte
ordem: primeiro o sumo de macd sem adi¢cdo de quitosano, posteriormente o0 sumo de macgd com
adicao de quitosano em solucéo de &cido ascorbico 1% com concentracao final no sumo de 0,8g/L e

por ultimo o sumo com o &cido ascoérbico e quitosano 0,8g/L adicionado em po.

Figura 2.1- Cabine de provas para a analise sensorial dos sumos maga.
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Posteriormente, numa escala de 1 a 5 (em que 1 e 5 significavam “ndo gostei nada” e “gostei
muito”, respectivamente) pediu-se aos provadores para fazer o julgamento da amostra em relagéo
aos seguintes parametros: cor, cheiro, sabor, docura e adstringéncia, e para atribuir uma avaliacdo

para a classificacéo global (folha de prova em Anexo |).

2.3.11 Anéalise estatistica

Aplicou-se o teste ANOVA (P<0,05) para avaliagdo de diferengas nos resultados. Com base
nos resultados obtidos com o teste ANOVA aplicou-se o teste de Tukey para comparacdo de médias
(considerando um intervalo de confianca de 95%). Letras diferentes indicam diferencas significativas
para um grau de confian¢a de 95%.

Para estudo da andlise sensorial procedeu-se a aplicacao de uma andlise multivariada com o
programa Statistica 6.0 (Software Copyright Statstoft Inc.).
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3. Resultados e discussao

3.1 Ensaios de solubilidade

Uma vez que o quitosano ndo € solivel em solu¢des aquosas (23) foi necessario proceder a
determinacgéo da sua solubilidade em &cidos fracos, como o acido ascorbico e o acido acético.

Prepararam-se solug@es de 9g/L de quitosano em &acido ascérbico 0.5% e 1% e 12,5g/L de
guitosano em &cido acético 5%. O pH inicial destas solu¢des foi de 3,68 e 3,94 para as solucdes em
acido ascorbico, e 3,08 para a solugdo em 4cido acético. Ajustou-se o pH das mesmas para um valor
final de 3,5. As solugdes foram conservadas a 4°C durante 2 dias. Observou-se que, nas condi¢des
testadas, o quitosano se dissolve completamente apds 10min de agitacdo vigorosa. Apds 2 dias de
armazenamento, as solugGes apresentaram um indice de precipitagdo residual.

Estas solugBes concentradas, preparadas 24 horas antes e conservadas a 4°C, foram
posteriormente utilizadas para adicionar ao sumo e verificar se existiam alteracbes visuais
significativas. Deste modo verificou-se, para o caso do acido acético, a formacédo de um precipitado

viscoso com dificil dissolucao.

Figura 3.1.1- Da esquerda para a direita: amostras de sumo sem adi¢do de solu¢éo e amostras de sumo com
adicdo de 4 concentragBes de quitosano em solucdo de &cido acético 5%: 0,3g/L, 0,5g/L, 0,8g/L e 1g/L,

respectivamente.

Apesar do sumo ja apresentar visualmente precipitado, com a adi¢do da solucéo de quitosano
em acido acético observou-se uma clarificacdo do sumo, efeito que para um sumo de magd com

polpa nao é desejado pelo consumidor (Figura 3.1.1).
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Nos sumos com adigdo de quitosano em solugéo de acido ascorbico essa clarificagdo nao foi
tdo evidente, evoluindo um aspecto em tudo semelhante ao sumo existente no mercado (Figura
3.1.2).
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Figura 3.1.2- Solubilidade de solucéo de quitosano em acido ascérbico 0,5 e 1% em sumo de magad. As amostras
correspondem, respectivamente, a um branco s6 com sumo, controlo com solugdo de acido ascoérbico 0,5% e 3
baldes com solucéo de quitosano e acido ascorbico 0,5% na concentracao 0,6g/L, 0,7g/L e 0,8g/L e um controlo
de &cido ascorbico 1% e mais 3 balées com concentracdes de quitosano semelhantes.

O mesmo foi feito para a adi¢cdo do quitosano em p6 com igual adicao de &cido ascorbico em

po, sendo os resultados semelhantes aos do ensaio de solubilidade do quitosano em solucgéo.

3.2 Efeito da adi¢do de quitosano em sumo de maca

A adicao das diferentes formas de quitosano foi acompanhada pela andlise de diversos
parametros que sdo essenciais para a comercializacdo e aceitagdo do sumo de maca pelos
consumidores. Neste contexto procedeu-se a analise de parametros fisico-quimicos (pH, a cor,
acidez, turbidez), e do valor nutricional do sumo (teor de acucares, compostos fendlicos e acido
ascorbico). Também foram tidos em conta valores microbiol6gicos, considerados essenciais a
seguranca do consumidor.

ApOs adigdo das solugdes e do quitosano em po verificou-se a formagédo de um precipitado
em todas as amostras (bem como nos controlos e nos brancos), sendo que para as amostras em que
ndo tinha sido adicionado nem acido ascorbico, nem quitosano evoluem uma tonalidade
acastanhada, Paralelamente, os controlos com ascdrbico e as amostras com quitosano apresentaram
uma tonalidade mais clara (amarelha-alaranjada) (Anexo 2).

Uma vez que o sumo de mac¢é nao pasteurizado estabilizado por hiperpressédo tem um prazo
de validade de aproximadamente 4 semanas (devendo ser conservado a 4°C), os ensaios decorreram
durante 5 semanas apés adicdo das diferentes formas de quitosano ao sumo, sendo que o0 sumo
apresentava ja uma semana desde a altura da confec¢éo e embalagem.
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Passadas essas 5 semanas, como adiante se vera, existiram parametros que apresentaram
maior variagdo com adigdo de quitosano nas amostras, outros pelo contrario apresentaram uma

maior estabilidade com a introducéo da fibra ao sumo.
3.2.1 Efeito no pH

O pH foi um dos parametros que apresentou ligeira variagdo com a adicdo de ambas as
formas de quitosano, sendo notada uma diminuicdo significativa de pH logo ao tempo zero para o
primeiro ensaio, com as amostras que continham acido ascorbico e quitosano em po (Tabela 3.2.1.1).
Tal ocorreu porque a concentracdo elevada de acido ascérbico (0,5%, w/v), mesmo com pH a 3,5,
provoca uma ligeira diminuicdo de pH. Ao longo das 5 semanas em todas as modalidades ocorreu
uma quebra no pH, sendo essa diminuicdo menos notdria em relacdo ao branco das amostras com

quitosano adicionado em solucdo (Al a A3) (Figura 3.2.1.1).

Tabela 3.2.1.1- Variagdo dos valores médios de pH para as diferentes modalidades no 1° ensaio. As letras
traduzem diferencas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de pH (a,b,c,d) e
entre tratamentos (r,s,t,u,v). DP= Desvio Padrédo

Tratamento pH = (DP)

Dia 1 Dia 15 Dia 21 Dia 28 Dia 35
3,76 £0,02
3,67,5%0,01 3,57 b, +0,01 3,53.,+0,01 3,52 ,+0,01 3,52 ¢, +0,02
3,71 5, +0,03 3,583 ,r+0,01 3,53 (0,00 3,51 .,+0,01 3,49 450,01
3,70 4r+0,00 3,583 b +0,01 3,53 ¢r+0,00 3,52 r+0,01 3,50 ¢r,s+0,02
3,53 5, 0,02 3,4 b,:+0,02 3,34 ¢+0,02 3,35¢+0,02 3,32 ¢v+0,04
3,71 5,+0,00 3,58 b, +0,01 3,52 0,01 3,53 ¢,+0,00 3,50 ¢rs+0,01
3,71 4rs%0,01 3,59 b,+0,00 3,53 (0,02 3,54 0,00 3,51 4,+0,01
3,72 4, +0,01 3,59 0,01 3,53 ¢r+0,01 3,53 ¢r+0,01 3,53 ¢r,s+0,01
3,57 4:0,01 3,45 5+0,01 3,397.s%0,01 3,39 ¢s+0,00 3,36 ¢, 0,01
3,58 4:+0,01 3,47 ps+0,01 3,4 (50,02 3,4 ¢s+0,00 3,37 4tu+0,01
3,58 41 0,01 3,47 bs+0,00 3,41 .s+0,01 3,41 .s+0,01 3,39 ¢:#0,01

Neste primeiro ensaio detectaram-se diferencas significativas no pH ao longo do tempo, entre

as amostras com adi¢do de quitosano em solugdo e em po.
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Figura 3.2.1.1- Variagdo do pH ao longo do tempo para as diferentes modalidades no 1° ensaio. As letras
traduzem diferencas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de pH (a) e entre
tratamentos (r,s,t,u,v).

No segundo ensaio, a discrepéncia entre os valores de pH, obtidos nas diferentes semanas
para as amostras com adicdo de quitosano em solucdo (Al a A3) e as amostras em que foi
adicionado em p6 (A4 a A6) ndo foi to elevada (Tabela 3.2.1.2). Neste caso, a concentracao final de
acido ascorbico nas duas formas de adicdo similar. Apés 5 semanas, a variagdo de pH também se
manteve constante para praticamente todas as amostras, controlos e brancos, inclusive para as
modalidades onde tinha sido adicionado quitosano em pé.

Tabela 3.2.1.2- Variacdo dos valores médios de pH no 2° ensaio. As letras traduzem diferencas significativas
para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de pH (a,b,c,d) e entre tratamentos (r,s.t,).
DP=Desvio Padréo

Tratamento

pH = (DP)

Dia 1 Dia 15 Dia 21 Dia 28 Dia 35
3,72 0,01

3,734,001 347452001  3,50.540,01 3,47 q;s:20,00  3,55,,20,01
3,71 ars #0,02 3,50 051 20,01 3,49 (#0,01 3,49 s+0,01 3,55, +0,02
3,72 ars #0,01 3,47 cq: 20,01 3,493 (0,02  3454:,%0,01 3,51 ps +0,03
3,6945+0,00 3,47 ¢ +0,01 3,46 ;0,01 3,43 g, 0,01 3,47 p; 20,01
3,70 ars 0,01 3,48 ;20,00 3,495 cs+0,01 3,48 +0,01 3,51 s £0,02
3,692,50,02 3,48 q+0,01 3,50 pcrst0,12 3,46 g5 0,01 3,52 .6 20,01
3,6925%0,01 3,495 0,02  3,49:5:+0,00 3,47 c;5:#0,01 3,53 s +0,01
3,70 ars #0,01  3,535,#0,01  35.,:30,23  3,48,6:+0,01  3,54,,%0,02
3,70 ars #0,01 3,52 620,01 3,53, 40,12 3,50 per 20,01 3,49 ¢, 20,01
3,71 ars #0,01 3,53 ¢, +0,01 3,51 cars0,00 3,50 g, 20,00 3,55 b, +0,00

-32-



Ocorre uma alteracéo significativa de pH ao longo do tempo. Verifica-se na segunda semana
(dia 15) uma diminuicdo acentuada em todas as modalidades (Figura 3.2.1.2). Nas restantes
semanas essa variacdo ndo é tdo acentuada. Também, ndo se verificam diferencas significativas
entre as concentracdes de quitosano utilizadas em ambos o0s ensaios (tanto em p6 como em

solugdo). Observou-se assim que de 0,6g/L para 0,8g/L a accdo do quitosano no pH n&o ocorre.

4

39
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M Dia 28
m Dia 35
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Figura 3.2.1.2- Variacdo do pH ao longo do tempo para as diferentes modalidades no 2° ensaio. As letras
traduzem diferengas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de pH (a,b,c,d).

3.2.2 Sélidos soluveis totais

Para os solidos solluveis totais existem diferengas significativas, em ambos os ensaios, entre
as modalidades Al a A3, quando comparadas com as modalidades A4 a A6 (P<0,05). No primeiro
ensaio, comparando os valores obtidos para a média do branco, com a média das restantes
modalidades ao longo do tempo, verifica-se que nas amostras A4 a A6 e no respectivo controlo (C3),
0 valor de SST € mais proximo ao do sumo original (Tabela 3.2.2.1), exceptuam-se as duas Ultimas
medi¢des, onde o valor de SST foi inferior ao do branco. Para as restantes modalidades, o valor de
SST ao longo do tempo foi sempre inferior ao branco. No segundo ensaio verifica-se a mesma

tendéncia, embora as diferencias ndo sejam significativas (Tabela 3.2.2.2).
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Tabela 3.2.2.1- Variagdo dos valores médios de sélidos solUveis totais no 1° ensaio. As letras traduzem
diferencas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de sélidos sollveis totais

(a,b,c,) e entre tratamentos (r,s,t,u). DP=Desvio Padrao.

Tratamento
Dia 1
CL 14 £0,00
B 13,934, 0,12
12,8 4u 10,00
13 45410,00
14,27 4,10,12

c1
c2
c3
13,2 45.4+0,00
A2 13,07 asy*0,12
14,13 4,+0,12
A5 14,27 ;40,12

A6 14,2 5,+0,00

Sélidos Soluveis Totais + DP

Dia 15

14 4, £0,00
12,73 a5 £0,12
13 45£0,00
14,2 440,20
13 450,00
12,87 a5£0,23
12,93 45#0,12
14,13 4,%0,12
14 4,£0,10

14,13 4,£0,12

Dia 21

13,93 420,12
12,73 a5 £0,12
13 450,00
14,27 420,12
13 550,00
13 250,00
12,93 45+0,12
14,13 4,#0,12
14,27 440,12

14,2 4,+0,00

Dia 28

13,67 bes +0,23
12,27 b +0,12
12,8 ap£0,00

14 ap,5+0,00
13,07 420,12
13,13 420,12
13 4+0,00
14,2 2,+0,20
14,2 4,£0,00

14,13 5,40,12

Dia 35

13,33 0,50
12,07py 20,12
12,33y, £0,42
13,93p,, £0,12
13,2 420,00
13 40,00
13 40,00
14,134,,4%0,12
14,24,,4+0,00

14,33 ,,0,12

Também para este caso, tal como para o pH, ndo existem diferencas acentuadas para as

diferentes concentracbes de quitosano adicionado. Perspectivando-se assim, mais uma vez, que o

quitosano ndo provocou uma alteracdo significativa dos sélidos sollveis totais do sumo de maca.
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Tabela 3.2.2.2- Variagdo dos valores médios de sélidos solluveis totais no 2° ensaio. As letras traduzem
diferencas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de sélidos sollveis totais
(a,b,c,) e entre tratamentos (r,s,t,u). DP=Desvio Padrao.

Tratamento Sélidos Soluveis Totais + DP

Dia 1 Dia 15 Dia 21 Dia 28 Dia 35
13,9 £0,12
13,93 5 £0,12 13,87 5, %0,12 13,8 4r+0,00 13,93 510,12 13,87 5, 10,12
13,2 45 +0,35 13,13 45%0,42 12,87 apst0,31 13,27 450,70 12,7 bu 0,64
13,07 450,12 13 a5 +0,00 12,983 450,12 13,07 55 0,12 12,8 a4 0,20
14 ,,+0,00 13,934, %0,12 13,87 4, +0,23 13,87 4y 0,23 13,6 a5 20,40
13,2 45 +0,00 13 a5 +0,00 13 a5 0,00 13 a5 0,00 13,135520,12
13,07 a5 £0,12 13,07 35 #0,12 13,13 45+0,12 13,07 550,12 13 atu 20,00
13 45 20,00 12,93 55 0,12 13 45 £0,00 13 45 £0,00 13 4tu 20,00
14 5, +0,00 13,93 5,%0,12 13,874, +0,23 13,87 4r#0,23 13,33 p5,+0,12
13,87 aprs 0,23 13,93 ,,%0,12 13,93 4, +0,12 13,93 5, £0,12 13,47p,s 0,31
14 ,,+0,00 14 5, +0,00 14 5, 0,00 14 5, +0,00 14 5, +0,00

Para todas as modalidades, a variacdo de sélidos soluveis totais ao longo das semanas nao é
significativa (P< 0.05), exceptuando-se a Ultima semana para as amostras C1, A4 e A5.

Para todas as amostras, a variagcao de solidos sollveis totais foi pouco acentuada ao longo
do ensaio, oscilando entre 12 e 14,4. Em geral, para este parametro existem diferencas de acordo
com as variedades de maca utilizada, sendo por exemplo cerca de 17,2 para Fuji, 13.0 para Golden
Delicious e 13,0 para a Granny Smith [6]. O valor mais alto de soélidos sollveis totais referido para a
macéa Reineta é de 15,0 e 0 menor para a Granny Smith de 10,8, apresentando a maior parte das
variedades valores proximos de 13, por exemplo a Starking com 13.2, a Galaxi com 13,3 e a
Jonagored com 13,7 [6]. A ligeira variacdo de SST para as modalidades com a adi¢do do quitosano
encontra-se ainda entre estes valores, verifica-se assim que para este produto, ndo promove, ao
longo do tempo, uma alteracdo significativa dos valores de SST. Chartterjee et al. (2004) [4],
verificaram que a adi¢cdo de quitosano ndo altera significativamente os valores de SST do sumo de

maca, valor que neste caso corresponde 13,24.

3.2.3 Acidez titulavel

Inicialmente verifica-se uma diferenca significativa (P<0.05) na acidez titulavel, em todas as
modalidades com adigdo de quitosano em pé (A4 a A6) e respectivo controlo, relativamente as

restantes modalidades (Tabela 3.2.3.1).
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Tabela 3.2.3.1- Variacédo dos valores médios de acidez titulavel (g de acido malico/Litro de sumo) no 1° ensaio.
As letras traduzem diferencas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de acidez

titulavel (a,b,c) e entre tratamentos (r,s,t,u,v). DP=Desvio Padrao.

Tratamento

Dia 15
9,53 +0,03
9,39 55t 0,21
8,45 5t +0,10
9,08 a5t £0,50
14,19 4, +0,37
8,93 a5t £0,25
7,74 bt £2,66
9,55 410,87
12,93 4, +0,10
12,69 4, +0,14

13,53 o 0,37

Acidez Titulavel £ DP

Dia 21

10,16 4y, +0,58
9,33 1 £0,23
9,62 apt 0,56
14,601 4, +0,10
9,58 410,10
9,19 41 +0,16
9,46 41 +0,12
12,90 4 $0,21
12,76 a5 +0,22

12,43 a,b,s iO, 19

Dia 28

9,19 a0 10,16
8,04, £0,13
8,59 bty 0,43
11,89, +0,46

9,29 45u 20,61
8,12 ap,u 20,39
8,11 apu 0,41

10,29 st 20,16

10,31 p,s 20,12

10,43 ¢, +0,61

Dia 35

9,92 atu +0,41
11,60 a5 %1,63
10,18 au #0,45
13,45 4 £0,70
8,98 auy +0,97
8,92 apuy 0,61

7,95 by +0,30
12,37 415 £0,24
12,13 415 $0,65

11,40 b,c,s,t iO,SO

Neste caso, o controlo das amostras em pd (C3) apresenta um valor elevado de acidez

titulavel devido a elevada concentracdo de &cido ascorbico adicionada (0,5 %(w/v)). Quando

comparados com os resultados do branco (B) verifica-se também que todas as amostras em que a

adicao do quitosano era feita em solugdo de &cido ascérbico apresentam um menor valor na acidez

titulavel, exibindo diferencas significativas para as maiores concentragbes de quitosano (Figura

3.2.3.1). Ainda para o primeiro ensaio, ndo se detectaram diferencas acentuadas entre as trés

concentracdes de quitosano e em ambas as formas de adi¢do do quitosano, verificando-se assim que

para esta gama de concentracfes o quitosano se comporta de forma semelhante na evolugédo da

acidez titulavel.
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Figura 3.2.3.1- Variacdo da acidez titulavel no 1%nsaio. As letras traduzem diferencas significativas para um
grau de confianga de 95% entre diferentes valores de acidez titulavel (a) e entre tratamentos (r).

No segundo ensaio a discrepancia ndo é tdo acentuada entre as diferentes modalidades,
sendo 0 maximo da acidez titulavel cerca de 11,07 g de acido malico/Litro de sumo, por oposi¢do aos
guase 13,5g de &cido malico/Litro, determinados para C3 no primeiro ensaio (Tabela 3.2.3.2). Apesar
das diferencas ndo serem muito acentuadas para A4 e A5, a acidez titulavel apresenta valores
ligeiramente superiores aos restantes nas duas Ultimas medi¢des (Tabela 3.2.3.2). No entanto, é de
notar ainda, que o lote do primeiro ensaio apresentou um valor de acidez titulavel superior ao do
segundo ensaio, sendo um dos factores que provocou um acréscimo da acidez titulavel para todas as
modalidades desse ensaio. Como j& foi referido, a utilizag&o de diferentes variedades de macgéa para a
producdo de sumo podera influenciar a evolu¢do de diversos pardmetros, como € o caso da acidez
titulavel. Assim, de acordo com Domingos de Almeida (2007) [6], a acidez varia com a variedade
utilizada, apresentando a maca Reineta e Granny Smith maior acidez titulavel, com as Golden
Delicious e Starking revelando uma tendéncia oposta. As diferencas de lote do primeiro para o
segundo ensaio podem dever-se a utilizacdo de uma maior quantidade de macéds Granny Smith e

Golden Delicious, respectivamente.
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Tabela 3.2.3.2- Variagdo dos valores médios de acidez titulavel no 2° ensaio. As letras traduzem diferengas
significativas para um grau de confianga de 95% entre diferentes valores de acidez titulavel (a,b) e entre
tratamentos (r,s,t,). DP=Desvio Padréo.

Tratamento

CL

B

C1

C2

C3

Al

A2

A3

A4

A5

A6

Dia 15
8,74 £0,21

8,68 ap, 0,07
8,60 4, +0,38
8,21 b, +0,44
8,89 4,+0,35
8,46 a5, £0,21
8,17 a,0,50
8,42 ap,#0,21
8,92 b, +0,26
8,38 b, 0,06

8,654,r+0,10

Acidez Titulavel + DP

Dia 21

9,34 ;0,21
8,92 a5, %0,16
8,59 ap, +0,17
9,34 ,,+0,11
9,04 ., 0,11
8,71 4,0,13
8,49 ., +0,26
9,04 ,,+0,74
8,74, 20,12

8,91 4, +0,67

Dia 28

8,44 1.5 +0,26
8,17 b5 +0,36
8,20 p.s 0,01
8,58 45 +0,38
8,20 prs+0,11
8,25 ars£0,13
7,65 bs+0,31
9,17 v, +0,54
9,04 p,+0,75

8,27 brs%0,17

Dia 35

8,58 110,36
9,33 120,44
9,16 410,70
9,23 451%0,53
8,61 ap:20,49
8,46 ;0,16
8,26 ap:+0,22

10,21 4,5 +0,83
11,07 a,%0,50

9,08 4:0,61

Tal como ocorreu para o primeiro ensaio, também neste caso se verificou, em praticamente

todas as modalidades, um ligeiro aumento da acidez titulavel ao longo do tempo. Este aumento foi

consideravelmente superior na Ultima semana para as amostras com menores concentracées de

quitosano em p6 (A4 e A5) (Figura 3.2.3.2). Assim, neste caso, e ao contrario do primeiro, detectou-

-se uma possivel influéncia da concentragdo de quitosano no aumento da acidez titulavel do sumo.

Para as mesmas concentracdes de quitosano (0,6g/L e 0,7g/L), quando adicionadas em solucdo essa

progressao nao se verificou.
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Figura 3.2.3.2- Variagdo da Acidez titulavel no 2%nsaio. As letras traduzem diferengas significativas para um

grau de confianca de 95% entre diferentes valores de acidez titulavel (a,b,) e entre tratamentos (r,s,t).

3.2.4 Andlise colorimétrica

A avaliacdo do efeito do quitosano na cor dos sumos foi por colorimetria. Para tal, além da

caracterizagao do lote realizado no inicio do ensaio, foram feitas 4 leituras ao longo do tempo para

cada modalidade. Nestas medicdes determinaram-se as coordenadas de Cielab (L, a e b) para se

determinar a tonalidade da amostra, que é expressa em graus, e que pode ser facilmente convertida

em cores através do diagrama de Cielab (Figura 3.2.4.1).

Verde amarelado

Verde

Verde Azulado

Azul Esverdeado

Amarelo esverdeado Amarelo
Laranja Amarelado

Laranja
(a*b”)

Tonalidade
\) (Angulo)

Laranja Avermelhado

Vermelho

Vermelho Arroxeado

180°

Roxo Avermelhado

Roxo

Violeta

Azul Arroxeado

270°
Figura 3.2.4.1- Diagrama de Cielab (adaptado de 33)
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Inicialmente, na caracterizacdo do lote, verificou-se que o sumo de macé apresentava uma
tonalidade de 112,31°, correspondendo esse valor, segundo o diagrama de Cielab, a uma cor proxima
ao amarelo-esverdeado. No entanto, quando o sumo de macgd entrou em contacto com o ar
atmosférico, oxidou-se rapidamente por accdo da polifenoloxidase, acabando o sumo por adquirir
uma cor laranja acastanhada (aspecto considerado desagradavel pelo consumidor).

O processo de elaboracdo do sumo de maca estabilizado por hiperpressdo nao leva adicédo
de atmosfera modificada. Assim, durante o periodo de conservacdo 0 oxigénio existente nesse
espago acaba por provocar o acastanhamento do sumo, sem que isso signifique a perda de
caracteristicas nutricionais ou a existéncia de uma componente microbiana. O objectivo principal
desta avaliacdo consistiu assim, em retardar ou evitar o escurecimento enzimatico do sumo de maca,
mediante a adicdo do quitosano. Tendo em conta as propriedades antioxidantes do mesmo,
pretendeu-se manter durante mais tempo a cor amarelada tipica dos sumos, prolongando, o tempo
de conservagéo e comercializagdo do produto.

Para o primeiro ensaio verificou-se que tanto o branco (Tabela 3.2.4.1), como o controlo onde
apenas tinha sido adicionada agua, apresentaram uma alteracdo acentuada da tonalidade, tendo
estas adquirido valores inferiores a 100° (indicando a presenca de uma cor alaranjada). Ambos os
controlos com acido ascoérbico apresentaram uma tonalidade proxima a do lote (115° e 118°),
revelando as amostras com quitosano adicionado um aumento da tonalidade amarelada/esverdeada

(120° logo apods o inicio do ensaio).

Tabela 3.2.4.1- Tonalidade média das amostras no 1° ensaio. As letras traduzem diferengas significativas para
um grau de confianga de 95% entre diferentes valores de tonalidade (a,b) e entre tratamentos (r,s,t,). DP=Desvio
Padréo.

Tratamento Tonalidade + DP
Dia 15 Dia 21 Dia 28 Dia 35
112,31 +1,49
76,28 55 0,78 80,76 at £2,02 81,81 55 0,64 89,45 . 0,61
77,62 s +0,15 84,77 apr £1,39 82,76 aps £0,95 88,37 a1 £2,70

115,72 o, 3,81
118,66 4, +2,81
119,24 ., +3,48
122,41 o, +2,86
124,34 ., +1,13
121,09 o, +1,74
122,55 o, +2,28

121,38 o, +2,96

120,76 o, +4,61
123,50 4, +3,60
102,03 ps +18,22
116,53 4 +10,50
126,57 4, 3,19
123,62 4, +0,58
123,74 4, +2,29

123,16 o, £3,07

112,42 4, #5,11
116,771 4, +3,46
115,48 4, +2,02
119,55 4 +2,72
118,77 apy 1,74
116,80 4 +1,41
118,19 o, +1,26

116,63 4, £3,00

122,39 415 5,08
124,09 a, +5,73
84,48 , +1,42
87,40 b, +5,91

110,21 ps 12,93

123,15 ars +1,23

122,01 ars 0,34

120,57 ars 4,46

-40 -



Ao longo do tempo, a maior parte das amostras ndo apresentou variagdes consideraveis na
tonalidade, exceptuando-se as amostras em que foi adicionado um menor teor em quitosano (0,6 e
0,7g/L) em solucdo de acido ascorbico (Al e A2), que na Ultima semana de ensaio apresentaram
valores significativamente inferiores (Figura 3.2.4.2). Ambas as amostras apresentaram valores de
tonalidade proximos de 85°, o que indica a cor acastanhada dos sumos de macgéa. Ja para as mesmas
concentragdes de quitosano, mas para a modalidade em p6 (A4 e A5) essa diminuicdo abrupta ndo

se verificou, mantendo-se os valores de tonalidade préximos de 120°.

140,00

120,00
2 100,00
o
00 .
‘%' 80,00 m Dia 15
5 m Dia 21
= 60,00
S m Dia 28
'—

40,00 m Dia 35

20,00

0,00

Modalidades

Figura 3.2.4.2- Variacado da tonalidade das amostras ao longo do primeiro ensaio. As letras traduzem diferengas
significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de tonalidade (a,b) e entre tratamentos
(r,s.t,).

No segundo ensaio, o lote também apresentou uma tonalidade préoxima do amarelo-
-esverdeado (tendencialmente para a zona do verde no diagrama de Cielab) e as modalidades B e

C1 apresentaram uma tonalidade alaranjada escura (Tabela 3.2.4.2).

-41-



Tabela 3.2.4.2- Tonalidade média das amostras no 2° ensaio. As letras traduzem diferencas significativas para
um grau de confian¢a de 95% entre diferentes valores de tonalidade (a,b) e entre tratamentos (r,s,t,). DP=Desvio

Padréo.

Tratamento Tonalidade + DP

CL

C1

Cc2

C3

Al

A2

A3

A4

A5

A6

Dia 15
122,32 +1,53
83,79 a5 £2,81
83,16 aps +0,88
127,81 ar 1,92
126,03 o 3,21
128,52 o, 0,79
127,97 aps 1,73
129,99 45,,0,80
127,50 4, +0,70
127,59 a; +1,06

127,22 4pr 0,95

Dia 21

79,30 ;2,03
79,96 p; +2,46
132,23 4, 3,66
129,52 oy £3,47
124,54 4 +2,69
131,97 4, +1,15
132,28 o, £3,37
126,99 a5 1,59
129,81 4, 1,59

131,75 4r 2,81

Dia 28

79,84 55 0,38
80,37 s £0,38
128,29 4, +0,57
126,31 4, +3,45
128,59 4 +0,52
128,84 4 £0,59
130,91 g 1,75
127,24 5, +1,43
128,41 5, +1,93

128,46 4, 0,86

Dia 35

82,47 45 +2,39

85,38 a¢ 1,77
127,55 4, +1,56
125,19 4, 3,39
124,26 4, +4,66
125,42 b, 1,71
127,09 b, 0,60
126,49 4, +1,99
126,72 4, £2,91

126,97 b +1,08

As restantes amostras tiveram uma tonalidade préxima de 120°, 130°, indicando uma forte

inibicdo da polifenoloxidase. Comparando os controlos e as amostras com quitosano ndo existiram

diferencas significativas, tal como ocorreu para o primeiro ensaio, verificando-se assim que a accao

antioxidante do acido ascorbico prevalece sobre a do quitosano (Figura 3.2.4.3).

Ao contrario do primeiro ensaio, em que as amostras Al e A2 apresentaram uma alteracéo da

cor, essencialmente na Ultima semana, neste ensaio a tonalidade permaneceu constante, tanto para

esta como para as restantes amostras ao longo das cinco semanas, o que indica ndo existirem

diferencas significativas entre as concentra¢g8es de quitosano.
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Figura 3.2.4.3- Variagdo da tonalidade da amostra ao longo do 2° ensaio. As letras traduzem diferencas
significativas para um grau de confianga de 95% entre diferentes valores de tonalidade (a,b) e entre tratamentos

(r,s).

De uma forma geral, verificou-se que a cor das amostras variou do amarelo para o laranja, de
acordo com a exposicao ao ar e com a adi¢cdo de &cido ascérbico e quitosano. Ndo obstante, a cor do
sumo também varia de acordo com as variedades de macgéas escolhidas para a produ¢do do mesmo.
Dentro das variedades produzidas na zona Oeste e utilizadas para a producdo de sumo encontram-
se a Golden Delicious, Fuji e Granny Smith com tonalidade correspondente a 109.25, 41,30 e 116,31
respectivamente [6]. Neste contexto, pode ocorrer uma ligeira alteracdo da cor do sumo, face a uma
utilizacdo preferencial de macas da variedade Granny Smith, relativamente as macas Fuji. As
diferencas ao longo do tempo entre o sumo sem adi¢cdo de quitosano e com adi¢cdo de quitosano,
decorre essencialmente da presenca de antioxidantes (&cido ascérbico e o quitosano), inibidores da

polifenoloxidase, responsavel pela cor de sumos de fruta, em especial o da maca.

3.2.5 Efeito na turbidez

A turbidez resulta da presenca de particulas em suspensao que interferem com a passagem
da luz através do fluido. No caso dos sumos essas particulas podem ser lipidos, proteinas, pectina ou
celulose, que tiveram origem na ruptura das paredes celulares dos frutos aquando a maceragéo
destes (30). Sendo o0 sumo de maca em estudo proveniente da trituracdo das macas, sem qualquer
adicao de agUcar ou agua, e sem tratamento de filtracao ou clarificacédo, é de esperar que apresente
turbidez elevada.

No primeiro ensaio o branco, a turbidez ao longo do tempo oscilou entre 114 e 133 NTU
(Nephelometric Turbidity Units- Unidades de turbidez nefelométricas). Para as diferentes modalidades
s6 o controlo com agua (C1) e as amostras Al e A3 apresentaram valores de turbidez superiores a
100NTU (Tabela 3.2.5.1).
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Tabela 3.2.5.1- Valores médio de turbidez no 1° ensaio. As letras traduzem diferengas significativas para um
grau de confianca de 95% entre diferentes valores de Turbidez (a,b,c) e entre tratamentos (r,s,t,u). DP=Desvio
Padré&o.

Tratamento Turbidez +DP
Dia 15 Dia 28 Dia 35
“ 114,33, 3,1 114, 3,6 133,33 5, 17,8
c1 109 p, 3,0 112,33, 3,1 143 ., +15,6
Cc2 90,13 55 #2,1 72,43 b1 19,4 89,63 au 19,6
c3 66,7 cr 1,1 78,43 b1 +1,9 89 aru 10,0
Al 122,33 b £2,1 96,37 ¢ s 4,2 139 a1 £2,0
A2 115,33 4, +2,9 94,57 bs +5,5 127 ars #8,5
A3 108,67 ar +1,5 82,3 bt 11,1 106,2 a5 £11,2
A4 77,33 ast 1,3 76,7 a4 £1,0 85,3 atu 13,4
78,07 as £1,9 76,43 a1 £1,4 81,6 au #3,5
76,2 ast 0,1 77,27 ar +1,2 80,47 au 3,3

As amostras com adicdo de quitosano em solucdo apresentaram valores de turbidez
substancialmente superiores aos restantes, verificando-se uma turbidez na ordem de 110 a 140 NTU.
Ao longo das cinco semanas de ensaio existiu um ligeiro aumento da turbidez para as amostras Al a
A3 (Figura 3.2.5.1). J4 para as modalidades com adigdo de quitosano em poé as diferengas ndo foram
significativas, evoluindo os valores de turbidez de forma semelhante ao longo do tempo.

Comparando as modalidades com adicdo de quitosano em solucdo (Al a A3) com o
respectivo controlo (C2), verificou-se um aumento significativo da turbidez decorrente da adi¢do de
quitosano. Entre as diferentes concentragfes de quitosano observou-se uma certa diminuicdo da
turbidez com o aumento da concentracdo de quitosano, que foi muito mais acentuada quando este foi
adicionado em solucéo (Figura 3.2.5.1).
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Figura 3.2.5.1- Variacdo da turbidez das amostras ao longo do 1° ensaio. As letras traduzem diferencas

significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de Turbidez (a,b,c) e entre tratamentos
(r,s,t,u).

Para o segundo ensaio verificou-se um maior valor de turbidez para o lote, muito proximo de
100 (99,5 NTU). Também para as restantes modalidades a turbidez apresentou um valor elevado,
gue no caso das amostras B, C1 e A5 chegou mesmo a 140 NTU (tabela 3.2.5.2).

Tabela 3.2.5.2- Valores médio de turbidez no 2° ensaio. As letras traduzem diferengas significativas para um

grau de confianca de 95% entre diferentes valores de turbidez (a,b) e entre tratamentos (r,s,t,u). DP=Desvio
Padréo.

105,9 b +15,0
107 41 #9,9
138,7 oy 16,2
137,7ars 6,7
108,341 +11,8
138,3 4, 49,1
147 o, +19,8

139,3 o, +11,8

Tratamento Turbidez + DP
Dia 28 Dia 35
99,5 £3,5
144,3 4 £6,5 152 5 2,0
141 4 9,2 143,3 a5t 1,5

174,7 o +0,6
110,5 4 #17,9
123,3 45 5,0
112,3 b, +3,8
96,7 au %5,4
125,7 o5 24,2
122,3 aru 4,5

114 1y +8,0
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Ao contrario do ensaio anterior, praticamente ndo existiram valores de turbidez abaixo de
100NTU, nem foi tdo evidente a diferenca entre o grupo de modalidades Al a A3 e as modalidades
A4 a A6 (Figura 3.2.5.2). Verifica-se sim, essencialmente na Ultima semana, uma diminuicdo da
turbidez com o aumento da concentragcdo do quitosano. Observou-se ainda, uma diferenca
siginificativa entre ambas as modalidades com a concentracdo de quitosano 0,6g/L, sendo
novamente muito mais acentuada nas modalidades com adicdo de quitosano em solucdo. A
clarificacéo de sumo de maca através da adicdo de quitosano em solucao ja tinha sido verificada por
Chatterjee et al. (2004) [4], que para uma concentracdo de quitosano de 2% apresentou resultados
significativos na reducdo da clarificacdo. Também Martin-Diana et al., 2009 [18] verificaram uma
alteracao significativa da turbidez com a adicdo de quitosano. Nesse estudo verificou-se que para
concentracdes inferiores de quitosano existe um aumento da turbidez no sumo de laranja,
acontecendo uma diminui¢do de turbidez para maiores concentragfes de quitosano, o que apoia 0s
resultados obtidos experimentalmente.

180

160

140

120

100
mDial
80
M Dia 28

Turbidez (NTU)

60 .
Dia 35

40
20

CL B C1 Cc2 Cc3 Al A2 A3 A4 A5 A6
Modalidades

Figura 3.2.5.2- Variacdo da turbidez da amostra ao longo do 2° ensaio. As letras traduzem diferengas
significativas para um grau de confiangca de 95% entre diferentes valores de Turbidez (a,b) e entre tratamentos
(r,s,t,u).

3.2.6 Teor de sacarose, glucose, frutose, sorbitol e agUcares totais.

Para a determinacdo dos diferentes aclcares existentes nas amostras de sumo foi necessario
proceder a constru¢cdo de uma curva de calibracdo para cada aclUcar, nomeadamente sacarose,
frutose, glucose e sorbitol. A partir de uma solucdo padrdo concentrada contendo os quatro aglcares,
fizeram-se 7 diluices e injectaram-se 30 UL no HPLC, de forma a obter as rectas de calibracdo que

se apresenta na figura 3.2.6.1.
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Figura 3.2.6.1- Curvas de calibragéo para os diferentes aglcares analisados no sumo (2 réplicas para cada

concentragdo de padrao).

Posteriormente foi determinada a concentracdo dos diferentes aclcares nas amostras,
utilizando-se a equacédo da recta obtida a partir da respectiva curva de calibragdo. Os valores de
concentracdo obtidos foram corrigidos utilizando o factor de diluicdo correspondente e os resultados
foram expressos em gramas de agtcar por 100mL de sumo.

O lote apresentou uma concentracdo de sacarose na ordem de 1,5g/100mL de sumo para o
primeiro ensaio e aproximadamente 1g/100mL de sumo para o segundo ensaio (Tabela 3.2.6.1). Este
parametro esta directamente influenciado pelas variedades de macés utilizadas para sua elaboragéo.
Segundo Drake e Eisel (2005) [7], o sumo de mag¢éa produzido nos Estados Unidos da América sem
qualquer adi¢do de agUcar apresenta um teor em sacarose na ordem de 2,16g/mL. Fuleki et al 1994
[10] indicam que este tipo de sumo pode ter um contelddo de sacarose que varia de 0,66g/mL a 2,93
g/100mL, consoante as macdas sejam procedentes do Japdo ou da Franga, apresentando o sumo de
macas cultivadas em Espanha um teor de sacarose de 1,03 g/100mL. Verificou-se que para a
primeira medicdo ndo existiram diferencas significativas (P<0,05) entre as diferentes modalidades e
em ambos os ensaios. No entanto para o primeiro ensaio verificou-se uma diminuigcéo significativa da
sacarose ao longo do tempo para todas as modalidades, com excepcdo das amostras A4 a A6. A
maior diminuicdo nos teores de sacarose ocorreu para as amostras em que ndo se adicionou
quitosano (Figura 3.2.6.2). Também ndo se observaram diferencas significativas para as distintas
concentracdes de quitosano. Ndo obstante, comparando os valores destas com os dos respectivos

controlos (C2 e C3), a adi¢éo de quitosano reduz a degradacdo da sacarose.
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Tabela 3.2.6.1- Concentragdo média de sacarose (g/100mL de sumo) nas amostras correspondentes ao 1° e 2°
ensaio. As cetras traduzem diferengas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores

de concentragdo de sacarose (a,b) e entre tratamentos (r,s,t,u,v). DP=Desvio Padréo.

Tratamento

Dia 21- 1°Ensaio

1,495 £0,099
1,321 o £0,252
1,135 4, +0,155
1,116 o, +0,181
1,276 o, +0,078
1,1275 4, 0,066
1,165 o, +0,071
1,180 4, +0,012
1,251 4 0,088
1,278 o +0,132

1,289 4, #0,111

[Sacarose] + DP

Dia 35-1°Ensaio

0,727 p,uy 0,118
0,310 b,y 0,475
0,764 v 14y 0,104
0,844 sty +0,103
0,984 st £0,012
0,990 b5 £0,210
1,016 prs £0,022
1,165 ar 0,042
1,095 5 +0,133

1,175 4, +0,039

Dia 21-2°Ensaio
1,077 £0,022
0,949 5 +0,053
0,808 4, +0,118
0,843 4 +0,033
0,913 4, +0,038
0,858 4 +0,052
0,817 4, #0,291
0,795 o +0,422
0,791 4 +0,080
0,928 4 10,043

0,955 4 0,024

Dia 35-2°Ensaio

0,797 b, 0,029
0,635 ps 0,272
0,611 ps 0,082
0,669 b +0,233
0,612 b, 0,148
0,700 ar 0,205
0,751 a, +0,050
0,226 by +0,124
0,433 s +0,018

0,740 p, 0,038

Para o segundo ensaio todos as modalidades apresentaram um menor conteddo de

sacarose. Neste caso, ao contrario que no 1° ensaio, também existiu uma diminuicdo significativa de

sacarose ao longo do ensaio para as modalidades A4 e A6 (Figura 3.2.6.3). Estes resultados

parecem indicar que a combinacdo de uma elevada concentracdo de &cido ascoérbico e quitosano

reduzem a degradacdo da sacarose ao longo do tempo. No segundo ensaio observaram-se

diferencas significativas nos teores de sacarose para as diferentes concentraces de quitosano

adicionado em po (A4 a A6). O aumento de 0,6 para 0,8g/L a de quitosano diminuiu a degradacgéo de

sacarose.
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Figura 3.2.6.2- Variac@o da concentragdo de sacarose para as diferentes modalidades no 1° ensaio. As letras
traduzem diferencas significativas para um grau de confianga de 95% entre diferentes valores de concentragéo
de sacarose (a,b) e entre tratamentos (r,s,t,u,v).
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Figura 3.2.6.3- Variacdo da concentragdo de sacarose para as diferentes modalidades no 2° ensaio. As letras
traduzem diferengas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de concentragao
de sacarose (a,b) e entre tratamentos (r,s,t).

No caso da glucose, a variacdo na concentracdo para os diferentes ensaios e modalidades
ndo é tdo notéria como para a sacarose (Tabela 3.2.6.2). Os dois lotes apresentam uma
concentracdo que ronda os 3 g/100mL. Segundo Eisel e Drake (2005) [7], o sumo de maca de
variedades produzidas nos E.U.A apresenta um teor de glucose de 3g/100mL. Fuleki et al (1994) [10]
referem um teor de 3,319/100mL de glucose para o sumo de magé produzido em Espanha, o que
indica diferencas entre cultivares e variedades de macas. Os valores determinados para os dois lotes

integram-se nesta gama de concentracdes.
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Tabela 3.2.6.2- Concentracdo média de glucose (g/100mL de sumo) no 1° e 2° ensaio. As letras traduzem
diferencas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de concetracdo de glucose
(a,b) e entre tratamentos (r,s). DP=Desvio Padrao.

Tratamento

C1
Cc2
Al

Dia 21- 1° Ensaio
3,006 0,099
3,143 4, #0,252
2,754 4, 0,155
2,667 a5 +0,181
2,915 ., 0,078
2,701 55 0,066
2,784 415 0,071
2,817 ars +0,012
2,873 b,r,s £0,088
2,948 o5 0,132

2,961 4,5 +0,111

[Glucose] + DP

Dia 35- 1°Ensaio

2,929 4 +0,118
2,856 4y £0,475
2,672 as 0,104
2,969 ars +0,103
2,748 4. 0,012
2,763 ays +0,210
2,863 ars +0,022
3,128 o 0,042
2,937 ars +0,133

2,957 ars +0,039

Dia 21- 1°Ensaio
2,992 0,022
3,157 4, +0,053
2,781 a5 0,118
2,902 45 +0,033
3,128 . +0,038
2,938 45 +0,052
2,798 ars #0,291
2,714 ps +0,422
3,033 515 £0,080
3,149 o, 0,043

3,188 4, 0,024

Dia 35- 1°Ensaio

3,138 4, 20,029
2,626 45 0,272
2,612 s 0,082
2,787 by £0,233
2,630 ps 0,148
2,742 a5 +0,205
3,019 4 +0,050
2,843 ¢ +0,124
3,128 4, 0,018

3,171 4, 0,038

Em geral, para o primeiro ensaio, ndo foram observadas diferencas significativas, tanto entre

as modalidades como ao longo do tempo, oscilando os valores de glucose em torno de 2,89/100mL
de sumo (Figura 3.2.6.4).
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Figura 3.2.6.4- Variacdo da concentragdo de glucose para as diferentes modalidades no 1° ensaio. As letras
traduzem diferencas significativas para um grau de confian¢a de 95% entre diferentes valores de concentra¢@o
de glucose (a,b) e entre tratamentos (r,s).

Contrariamente ao observado para a sacarose, 0 segundo ensaio apresentou resultados
muito semelhantes aos do primeiro ensaio para as amostras A4 a A6, ndo indicando qualquer
influéncia da concentragdo de acido ascérbico ou do quitosano no contetido de glucose. Neste ensaio
ocorreu apenas um caso isolado apontando um aumento significativo da concentragdo de glucose na
Ultima semana para a amostra A3 (Figura 3.2.6.5). No entanto, sendo o Unico caso que revelou uma
alteracdo, e ndo existindo correlagcdo com uma diminui¢cdo de sacarose, ndo é possivel estabelecer

uma interac¢do com a concentragdo de quitosano.
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Figura 3.2.6.5- Varia¢@o da concentragdo de glucose para as diferentes modalidades no 2° ensaio. As letras
traduzem diferencas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de concentra¢do
de glucose (a,b) e entre tratamentos (r,s).
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Sendo a frutose o agUcar presente em maior quantidade nas frutas, prevaleceu igualmente no
sumo de maca. Este sumo apresentou para os dois lotes uma concentragédo entre 7,3 e 7,4 g/100mL
de sumo, (Tabela 3.2.6.3). Segundo Wosiacki et al. (2005) [38], as macgds Granny Smith
apresentaram um teor de 5,65 g/100mL e a Fuji apresenta um teor 8,67 g/100mL, ja Fuleki et al.
(1994) [10] apontam um valor de 5,86 g/100mL em sumo de macas cultivadas em Espanha tendo
Drake e Eisele. (2005) [7] referido um valor de 5,67 g/100mL. Deste modo, os valores de frutose
obtidos para os lotes sdo semelhantes aos obtidos por esses autores.

Para ambos os ensaios, ndo se encontram diferengas significativas ao longo do tempo para qualquer

uma das modalidades, sendo a Unica excepcao o branco do primeiro ensaio (Figura 3.2.6.6).

Tabela 3.2.6.3- Concentracdo média de frutose (g/100mL de sumo) no 1° e 2° ensaio. As letras traduzem
diferencas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de concentracéo de frutose
(a,b) e entre tratamentos (r,s,t). DP=Desvio Padréo.

Tratamento

[Frutose] + DP

Dia 21- 1°Ensaio Dia 35- 1° Ensaio Dia 21- 2° Ensaio Dia 35- 2° Ensaio

7,443 +0,246

7,627 ay 0,597
6,683 ays +0,372
6,480 a5 0,441
7,125 41 0,190
6,559 as 0,163
6,765 a5 +0,171
6,845 45 +0,026
7,020 ays +0,215
7,201 4.5 0,319

7,273 ars 20,266

6,880 b, +0,188
6,568 a5 +0,973
6,515 5 +0,018
7,232 415 0,221
6,573 a5 0,019
6,765 ars +0,678
6,859 4 +0,068
7,569 4 0,106
7,053 4. $0,324

7,138 ars +0,096

7,318 0,053
7,598 4 +0,105
6,700 4 +0,263
6,967 a5 0,078
7,699 o #0,135
7,079 o 0,117
6,734 4,5 +0,698
6,5296 a5 +1,015
7,320 4,5 0,177
7,577 ay +0,092

7,666 ar 0,048

7,518 4y +0,059
6,520 a5 0,592
6,278 a; 0,210
6,977 ars 20,478
6,283 a: +0,382
6,556 a5 0,489
7,205 451 +0,106
6,846 a5 0,269
7,514 4, +0,046

7,597 ,0,072
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Figura 3.2.6.6- Variagdo da concentragdo de frutose para as diferentes modalidades no 1° ensaio. As letras
traduzem diferengas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de concentragao

de frutose (a,b) e entre tratamentos (r,s,t).

Comparando as modalidades com adi¢cdo de quitosano com os respectivos controlos (C2 e
C3), verificou-se um ligeiro incremento da concentracdo de frutose com o aumento da concentragéo

do quitosano, aspecto que pode eventualmente justificar a diminuicdo observada para a sacarose.
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Figura 3.2.6.7- Variagdo da concentragdo de frutose para as diferentes modalidades no 2° ensaio. As letras
traduzem diferencas significativas para um grau de confianga de 95% entre diferentes valores de concentragao
de frutose (a,b) e entre tratamentos (r,s,t).

No entanto, estas diferencas ndo séo significativas, motivo pelo qual ndo pode estabelecer-se
uma correlacé@o entre as diferentes concentragdes de quitosano adicionado e os valores de agUcares
encontrados. Os resultados obtidos sugerem que o quitosano adicionado aos sumos ndo produz
nenhuma alteracdo indesejavel nos respectivos parametros nutricionais, relativamente ao teor em

acucares
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O sorbitol € um polialcool existente nas frutas em geral, proveniente da hidrolise da glucose, e
com um menor poder adocante que esta. A caraterizacdo do lote indicou a presenca de
concentracdes na ordem de 0,542 e 0,480 g/100mL de sumo. Estes valores encontram-se dentro do
esperado segundo o descrito na literatura. De facto, Drake e Eisele (2005) [7] apontam um valor de
sorbitol para o sumo de maca na ordem de 0,450 g/100mL e Fuleki et al. (1994) [10] um valor de 0,34
0/100mL. Para esta determinacao existiram diferencas entre as modalidades com e sem quitosano e
entre ambos os ensaios. Para todas as modalidades do 1° ensaio, ndo houve uma variacédo
significativa da concentracéo de sorbitol ao longo do tempo (Tabela 3.2.6.4), e ndo foram observadas

diferencas entre os controlos (C2 e C3) e as concentracdes de quitosano.

Tabela 3.2.6.4- Concentragdo média de sorbitol (g/100mL de sumo) para as diferentes modalidades no 1° e 2°

ensaio. As letras traduzem diferencas significativas para um grau de confianga de 95% entre diferentes valores

de concentragéo de sorbitol (a,b) e entre tratamentos (r,s). DP=Desvio Padrao.
[Sorbitol] + DP

Dia 35- 1°Ensaio Dia 21- 2°Ensaio

Tratamento

Dia 21- 1°Ensaio Dia 35- 2°Ensaio

0,542 +0,031 0,480 +0,004

0,539 4, 0,045

0,467 4 0,028

0,5012 45 +0,016
0,454 45 0,012
0,472 4,5 +0,012
0,477 ays 0,005
0,492 4,5 +0,018
0,505 5, 0,024

0,508 ars +0,020

0,491 s 0,011
0,476 a5 0,069
0,453 45 0,006
0,505 4 0,013
0,447 45 0,002
0,448 45 0,035
0,461 45 0,003
0,522 4, 0,008
0,480 45 0,025

0,490 a,s +0,006

0,495 4 0,006
0,431 4,5 0,019
0,448 4 +0,004
0,500 a 0,009
0,456 4,5 +0,010
0,434 4.5 +0,047
0,418 s +0,073
0,477 o, 0,012
0,498 4, +0,014

0,508 4 +0,010

0,484 4, 0,006
0,422 4 +0,041
0,398 s +0,015
0,450 s 0,033
0,395 ps +0,024
0,414 4,5 +0,035
0,462 4, 0,011
0,438 4 +0,019
0,484 4, +0,005

0,485 b +0,005

Ja para o segundo ensaio todas as amostras apresentaram uma ligeira diminuigdo. Neste
caso, prevalece um maior nimero de modalidades com diminuicdo significativa de sorbitol,

nomeadamente nos dois controlos com ascorbico (C2 e C3) e também nas modalidades Al e A6.
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Figura 3.2.6.7- Variacdo da concentracdo de sorbitol para as diferentes modalidades no 1° ensaio. As letras
traduzem diferencas significativas para um grau de confianga de 95% entre diferentes valores de concentragao
de sorbitol (a,b) e entre tratamentos (r,s).

Para o primeiro ensaio, ainda que as modalidades Al a A3 tenham apresentado de uma
forma geral uma menor concentracdo de sorbitol que as amostras A4 a A6 (Figura 3.2.6.7), essa
diferenca ndo é significativa, ndo existindo também para este caso, como para a maior parte dos

acUcares, diferencas entre as trés concentragdes de quitosano utilizadas.
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Figura 3.2.6.8- Variac@o da concentracdo de sorbitol para as diferentes modalidades no 2° ensaio. As letras
traduzem diferencas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de concentra¢do
de sorbitol (a,b) e entre tratamentos (r,s).

Também neste caso, tal como para a frutose, ndo se pode correlacionar a presenca de
guitosano com uma maior ou menor concentracédo de sorbitol. Contudo, a sua presenca também nao

leva a diferengas significativas nos teores deste em relagdo ao sumo original (Figura 3.2.6.8).
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Por dltimo foi calculada a concentracdo total de aclcares existente no sumo de maca.
Também este teor foi calculado para as diferentes amostras nunca sendo inferior a 10g/100mL de
amostra. O sumo de maca analisado teve assim uma concentracdo média de acUcares de
12,09/100mL para o 1°ote e 11,99/100mL para o 2° lote. Conforme apontado por Wosiacki et al.
(2005) [38] e Karadeniz e Eks (2002) [14], também estes valores se enquadravam para a Granny
Smith e para a Golden Delicious (9,36 e 15,6 g/100mL, respectivamente) (Tabela 3.2.6.5).

Tabela 3.2.6.5- Determinagdo da concentracdo de agucares totais (g/100mL de sumo) no 1° e 2° ensaios. AS
letras traduzem diferencas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de
concentragdo de agucares totais (a) e entre tratamentos (r,s,t). DP=Desvio Padréo.

Tratamento [AcUcares Totais] + DP

Dia 21- 1°Ensaio  Dia 35- 1°Ensaio Dia 21- 2°Ensaio Dia 35- 2°Ensaio

12,49 +0,42
12,63 ay +1,00
11,04 45 +0,61
10,72 4 0,73
11,82 ars +0,32
10,84 4 +0,27
11,18 415 20,29
11,32 ars 20,05
11,64 a5 +0,36
11,93 a5 +0,53

12,08 415 +0,44

11,03 ars £0,36
10,21 4 1,53
10,40 4 +0,02
11,55 ays +0,32
10,75 a5 +0,04
10,97 ars 20,99
11,20 ays £0,12
12,38 4, +0,12
11,57 ars +0,54

11,76 ars 0,15

11,87 +0,09

12,20 a, 0,14
10,72 ars +0,43
11,16 a5 +0,13
12,24 o, 0,15
11,33 4, #0,19
10,78 ars +1,12
10,46 o5 +1,63
11,62 ars +0,35
12,15 4, #0,17

12,32 5, +0,10

11,94 5, +0,11
10,20 251 0,94
9,90 4 0,26
10,88 ars1 #0,81
9,92 41 +0,67
10,41 ars: 0,78
11,44 4151 +0,19
10,35 ars: +0,48
11,56 ars +0,29

11,99 4, +0,06

No primeiro ensaio, ndo se verificou uma alteracdo significativa da concentracdo média de
acucares nas diferentes modalidades relativamente a caracterizacdo do lote e ao branco (Figura
3.2.6.9). As amostras A4 a A6 apresentaram um aumento de teor de aglcar com 0 acréscimo da
concentracdo de quitosano. No entanto, ndo sendo esse aumento significativo, nem se tendo
verificado essa tendéncia para a Ultima semana, ndo é possivel estabelecer qualquer relagdo ente as

diferentes concentracdes de quitosano utilizado e a concentracédo de aclcares totais.
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Figura 3.2.6.9- Variacdo da concentragdo de aclcares totais no 1° ensaio. As letras traduzem diferencas
significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de concentragédo de agUcares totais (a)
e entre tratamentos (r,s).
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Figura 3.2.6.10- Variacdo da concentragdo de agUcares totais no 2° ensaio. As letras traduzem
diferencas significativas para um grau de confianca de 95% entre diferentes valores de concentracdo de
acUcares totais (a) e entre tratamentos (r,st).

Assim, a semelhanca detectada para cada acUcar individualmente, face as diferentes
concentracbes e formas de quitosano ndo provocam uma variagdo acentuada da concentragcdo de
acgucares (Figura 3.2.6.9 e 3.2.6.10), podendo afirmar-se que a adicdo do quitosano ndo altera a

qualidade nutricional do sumo de maca.

3.2.7 Efeito no contelido de fenéis totais

Sendo o sumo de maca proveniente inteiramente da fruta, sem qualquer tipo de adi¢do de
aclicar ou agua, o seu teor em fendis vai ser elevado. Apesar de existirem em concentragdes muito

baixas nos alimentos, os compostos fendlicos sdo essenciais para o organismo devido a sua acgao
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antioxidante. A concentracdo média de fendis para o sumo de macga foi 39,4 mg/L de sumo para o

primeiro ensaio e 53,94 mg/L para o segundo (Tabela 3.2.6.1).

Tabela 3.2.7.1- Concentracdo de fendis totais (g/100mL de sumo) no 1° e 2° ensaio.
Tratamento [Fenois Totais] + DP

Dia 21- 1°Ensaio Dia 35- 1°Ensaio Dia 21- 2°Ensaio Dia 35- 2°Ensaio

39,4 +0,00 53,9 +0,00

38,5 +0,01 74,2 +0,01 67,3 £0,00 65,8 +0,01
38,8 0,01 76,7 0,00 65,8 0,03 70,3 0,00
38,8 0,04 76,7 0,02 65,8 +0,01 70,3 +0,01
409,7 £0,05 424,5 0,07 65,8 0,05 70,3 0,01
52,4 £0,02 79,4 £0,00 53,9 £0,03 66,4 +0,01
59,7 £0,01 53,9 £0,05 67,3 +0,03 109,7 +0,03
76,1 0,01 85,2 +0,01 74,8 £0,01 101,2 +0,01
320,0 £0,02 365,8 £0,02 76,1 +0,01 77,6 £0,03
365,8 0,09 367,9 £0,11 82,1 £0,00 138,8 +0,00
367,3 £0,01 330,6 +0,02 159,4 +0,15 105,2 +0,01

No primeiro ensaio verificou-se uma concentracdo anormal de fendis para as a amostras que
apresentavam adicdo do quitosano e acido ascoOrbico em pé. Estes dados sugerem que o acido
ascorbico poderia interferir no método utilizado para a quantificagdo de fenéis, dando origem a falsos
positivos. Deste modo, e tendo em conta a elevada concentragdo de &cido ascérbico presente nestas
amostras, tornou-se impossivel para o primeiro ensaio a determinacgao da influéncia do quitosano nas
amostras em po (Figura 3.2.7.1). No entanto, comparando as amostras com adicao de quitosano em
solugdo (Al a A3) com o respectivo controlo (C2), verificou-se um aumento no conteldo de

compostos fendlicos com o incremento da concentragdo de quitosano.
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Figura 3.2.7.1- Variagdo da concentracéo de fendis totais no 1° ensaio.

Para o segundo ensaio a disparidade de valores nado foi tdo acentuada, existindo ainda
valores mais elevados de fenéis para todas as amostras que continham acido ascérbico, incluindo os
controlos (Tabela 3.2.7.1). Posteriormente, os ensaios realizados com solu¢des diluidas de é&cido
ascorbico, permitiram comprovar que o acido ascOrbico presente nas amostras interfere com o
método, dando erros (por excesso). Assim, foi calculado um factor de correccdo e o mesmo foi
aplicado aos resultados (Figura 3.2.7.2).

250,00

200,00

150,00

mDia21
100,00

m Dia 35

Fendis Totais( mg/L)

50,00

0,00 -
CL B C1 C2 C3 Al A2 A3 A4 A5 A6
Modalidades

Figura 3.2.7.2- Variacdo da concentracéo de fendis totais no 2° ensaio.

Tal como foi observado no 1° ensaio, comparando as amostras com adi¢do de quitosano com
0s respectivos controlos, verificou-se uma tendéncia crescente na concentracdo de fendis com o
aumento da concentracdo de quitosano (Figura 3.2.7.2). Em geral, os resultados obtidos parecem

indicar que a presenca do quitosano nos sumos ndo exerce um efeito negativo sobre os compostos
fendlicos.
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3.2.8 Efeito no contelido de acido ascérbico

O acido ascoérbico é também um nutriente essencial na alimentacdo humana, tendo, entre
outros, um papel relevante na proteccao antioxidante. O sumo de macéa néo € naturalmente muito rico
nesta vitamina, motivo pelo qual face a necessidade de dissolver o quitosano num acido organico
fraco, se decidiu utilizar o acido ascérbico. Assim acrescentou-se o valor nutricional do sumo de
magca.

Para determinar a concentragdo de acido ascoérbico existente nas amostras foi necessario
proceder a construgdo de uma curva de calibragdo. Em consonancia, injectaram-se 7 diluicbes de
uma solucdo padrdo de acido ascérbico de concentracao perfeitamente conhecida, para obter a

respectiva recta de calibracdo (Figura 3.2.8.1).

O .
o Ascorbico y = 103360610,326x - 694,737
© R2 = 1,000
12000000 -
10000000 - -
8000000 - '
6000000 -
£ J
4000000 -
2000000 d
> *
0 . T T T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
mg/mL

Figura 3.2.8.1- Curva de calibracéo para a determinagdo da quantificacdo de acido ascorbico.

Posteriormente foi determinada a concentracdo de acido ascérbico nas diferentes amostras,
utilizando a equacgdo da recta obtida a partir da curva de calibracdo. Conforme esperado, as
concentracbes de acido ascoérbico determinadas para ambos os lotes (0,053 e 0,133 mg/100mL)
foram muito baixas (Tabela 3.2.8.1 e 3.2.8.2).

Para o primeiro ensaio, encontraram-se valores consideravelmente elevados de acido
ascorbico para as modalidades A4 a A6 e respectivo controlo C3, pois a quantidade de acido
ascorbico adicionada no inicio do ensaio foi muito elevada face a adicionada em solucdo (Al a A3).
Estes valores sdo muito superiores aos da dose diaria recomendada, que se encontram entre 100 a
200 mg, ndo sendo, consequentemente, considerados aceitaveis. Ja para as modalidades Al a A3
esse valor nunca ultrapassa as 30 mg/100mL, sendo esses teores aceitaveis. No entanto € de
destacar que, para todas as amostras existe uma diminuicdo consideravel da concentracao de acido

ascorbico na Ultima semana (Tabela 3.2.8.1).
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Tratamento

Dia 1
0,0529 +£0,0002
0,0514 +0,0003
0,0809 +0,0002
23,3613 £0,0093

159,9401 +0,2725
21,5131 +0,0010
25,6144 +0,0116
28,7175 £0,0215
164,4756 +0,1027
163,8057 +0,0037

173,6258 +0,2425

[Acido Ascérbico] + DP

Dia 21

0,0581 +0,0003
23,8383 +0,2379
19,1536 +0,0235
171,7168 +0,1736
11,0064 +0,0137
11,0733 +0,0329
18,5501 +0,0074
158,7077 +0,0317
158,1326 +0,0022

150,6373 +0,2336

Tabela 3.2.8.1- Concentragdo média de acido ascorbico (mg/100mL de sumo) no 1° ensaio.

Dia 35

0,0466 +0,0001
0,0303 +0,0001
5,7691 +0,0177
9,3963 +0,0027
0,5115 +0,0065
2,6816 +0,0025
6,5044 +0,0076
139,2190 +0,0583
135,2261 +0,0732

145,1224 +0,0753

No segundo ensaio ndo se verificou a disparidade de resultados observada para o primeiro
ensaio, uma vez que a quantidade de acido ascérbico adicionado as amostras era semelhante para
ambas as formas de adi¢do de quitosano. Também para o segundo ensaio se verificou, na dltima
semana, uma diminuicdo acentuada da concentracdo de acido ascOrbico, nas amostras com
quitosano. Para a 12 leitura, o incremento da concentragdo de acido ascorbico decorre com o
aumento da concentracdo de quitosano (Al a A3 e A4 a A6) e deve-se ao maior volume de solucao
mae de quitosano e &cido ascérbico a 1% adicionado, para alcan¢ar concentragdes de quitosano de
0,6 g/L para 0,8 g/L. No entanto, comparando os valores iniciais com os valores obtidos na ultima
semana, pode verificar-se que a degradagdo do acido ascorbico € menor quanto maior € a

concentracdo de quitosano (Tabela 3.2.8.2).

-61 -



Tabela 3.2.8.2- Concentragédo média de &cido ascorbico (mg/100mL de sumo) no 2° ensaio.

Tratamento [Acido Ascérbico] + DP
Dia 1 Dia 21 Dia 35
0,133 +0,0000
0,0982 +0,0009 0,0560 +0,0003 0,1515 +0,0014

0,0851 +0,0005
8,2770 +0,1159
8,0622 +0,0030
8,8533 +0,0299
9,2830 +0,0048
33,7831 +0,2828
7,9620 +0,0027
13,8848 +0,0071

17,8542 +0,0254

0,0682 +0,0001
9,9140 +0,0022
7,0643 +0,0110
3,3722 +0,0105
7,6926 +0,0032
10,5665 +0,0018
1,8488 +0,0216
2,7538 +0,0217

4,6432 +0,0046

0,0374 +0,0001
7,1009 +0,0099
8,0086 +0,0301
1,1166 +0,0058
3,2624 +0,0002
8,8930 +0,0003
4,7053 +0,0279
4,0692 +0,0474

5,8376 +0,0278

3.2.9 Analises microbiolégicas

Um dos pardmetros mais importantes para a seguran¢a alimentar esta relacionado com a
presenca de microrganismos. Apesar do sumo de macéa sofrer um tratamento de higienizagdo por
hiperpresséo, que leva a inactivacdo de microrganismos, € necessario um controlo adequado e
rigoroso para que ndo possa prevalecer qualquer tipo de contaminagdo microbioldgica que ponha em
causa a saude do consumidor.

Para avaliar a qualidade microbioldgica das diferentes modalidades de sumo de magd, foram
determinados os valores correspondentes a bactérias psicrofilas e mesofilas. Verificou-se a existéncia
de um elevado namero de microrganismos psicréfilos, em ambos os ensaios, e ao longo do tempo
essencialmente para o branco e o controlo com agua (C1), tendo para a ultima medi¢cdo do primeiro
ensaio, resultados incontaveis (Tabela 3.2.9.1). Para o primeiro ensaio, verificaram-se inicialmente
contagens mais reduzidas para as modalidades Al a A3 e também para A4, sendo esta Ultima a
Unica que se mantém ao longo do tempo com uma carga microbiana mais reduzida. Comparando as
amostras com diferentes concentracdes de quitosano e 0s respectivos controlos, verificou-se uma

reducdo da carga bacteriana conforme aumenta a concentracdo de quitosano.
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Para a primeira determinacdo do segundo ensaio, as modalidades A5 e A6 foram as que
apresentaram uma carga microbiana mais reduzida. A accdo antibacteriana é mais evidente nas

contagens da 5% semana, particularmente para as modalidades Al a A3.

Tabela 3.2.9.1- Determinagdo da carga microbiana em UFC/mL de sumo nos 1° e 2° ensaio. As amostras foram
retiradas apds 3 e 5 semanas do inicio de cada ensaio.

Tratamento Dia 21- 1°Ensaio Dia 35- 1°Ensaio Dia 21- 2°Ensaio Dia 35- 2°Ensaio

Psicréfilos Mesoéfilos  Psicrofilos  Mesofilos  Psicréfilos Mesoéfilos  Psicréfilos  Mesofilos

4,53x10° 1,90 x10° Incontaveis 4,90 x10° 3,50 x10° 5,00 x10* 1,65 x10°> 4,70 x10"
8,23 x10° 2,10 x10° Incontaveis 4,36 x10° 2,86 x10° 1,10 x10° 7,90 x10° 4,50 x10°
1,31 x10° 2,70x10° 8,92x10° 1,20x10° 5,00 x10° 1,13x10° 4,39x10° 1,70 x10°
1,16 x10° 6,00 x10*  2,72x10° 8,00 x10" 1,74 x10° 1,40 x10° 7,88x10* 1,50 x10°
3,90x10° 1,70x10° 2,98x10* 1,70x10° 1,50 x10* 3,10 x10° 0,00 0,00

1,07 x10° 1,60 x10° 1,23x10° 6,90 x10° 0,00 5,00 x10* 0,00 3,00 x10°
8,50 x10° 1,60 x10° 2,02x10° 8,00x10" 3,70x10* 8,00 x10* 4,60 x10* 5,00 x10"
555 x10° 1,20 x10° 4,00 x10° 1,70 x10*> 4,00 x10* 4,20 x10' 5,80 x10* 3,00 x10*
2,29x10* 1,20x10° 3,77 x10° 2,60 x10° 4,86 x10° 6,00 x10" 5,40 x10* 1,00 x10°

2,02x10° 1,10 x10® 1,40 x10* 4,60 x10° 2,00 x10° 4,00 x10* 3,18 x10° 5,80 x10?

No caso dos microrganismos mesofilos, a carga microbiana nunca foi tdo elevada, néo
existindo uma diferenca muito acentuada entre modalidades. No primeiro ensaio todas as
modalidades apresentaram valores muito proximos, destacando-se apenas a modalidade C3 na
primeira determinacéo e a C3 e A3 para o final do ensaio, com contagens de mesofilos inferiores as
restantes modalidades. No segundo ensaio verificou-se uma contaminagdo por mesdfilos mais
reduzida que no primeiro ensaio, apresentando as modalidades B, A2, A3, A4, A5 e A6 contagens
inferiores as restantes. No final do ensaio 0 branco apresenta um aumento elevado no ndmero de
UFC/mL de sumo, mantendo-se com contagem reduzida as modalidades A3 e A4.

Contrariamente ao observado para microrganismos psicrofilos, no caso dos mesofilos ndo se

observou nenhum efeito claro do quitosano sobre o crescimento bacteriano.

3.2.10 Analise sensorial

Por dltimo, foi realizado um ensaio de andlise sensorial com um painel ndo treinado de 16
provadores. Para tal, apresentaram-se 3 amostras de sumo ao painel, que deviam ser pontuadas
mediante avaliacdo dos seguintes parametros: cor, aroma, sabor, adstringéncia, dogura e, finalmente,

uma classificacdo geral. Essas trés amostras foram entregues e pontuadas da seguinte forma,
-63-



primeiro a amostra de sumo normal, a seguir a amostra de sumo com solucéo de acido ascorbico e
quitosano 0,8g/L e por ultimo a amostra com adi¢éo de acido ascorbico e quitosano 0,8g/L em p6. A
classificacéo foi efectuada dando pontuacdo 5 as amostras que mais gostavam e 1 as amostras que
nao gostavam nada.

Uma vez que o painel ndo era treinado e continha provadores com idades compreendidas
entre os 22 aos 62 anos, existiu alguma discrepancia na analise dos sumos. Enquanto alguns dos
provadores apreciaram as amostras de sumo mais doces, favorecendo assim a pontuacdo para a
docura, outros consideram esse paradmetro exagerado, pontuando negativamente a amostra mais
doce.

Para a maioria dos parametros, obteve-se uma classificacdo positiva por parte dos
provadores, sendo o Unico parametro com uma média negativa a adstringéncia para a amostra de
sumo com solu¢do de quitosano 0,8g/L, cuja média foi 2,625 (para pontuar positivamente 0 sumo

teria de apresentar uma classificacdo de pelo menos 3 pontos) (Figura 3.2.10.1).

mSumo

M Sumo+ solugdo de acido
ascdrbico 1% e quitosano 0,8g/L

Sumo+ quitosano 0,8g/L e acido
ascorbico pd

Pontuacgao dada a amostra pelo provador

Parametros a avaliar pelo provador

Figura 3.2.10.1- Resultados da analise sensorial do sumo de maga.

De todos as amostras, a que obteve uma menor pontuacédo, de uma forma geral, foi aquela
que sofreu com adicdo do quitosano em solucdo, sendo caracterizada essencialmente por uma
adstringéncia muito marcada que inibia outros pardmetros como a dogura e o sabor. Neste caso deu
origem a uma classificacdo mais baixa que as restantes amostras. Apenas obteve uma melhor
classificac@o que o sumo de macad sem qualquer adicdo de quitosano na cor, assim como aconteceu
com o sumo com adicao de quitosano em pé, tendo em todos os outros parametros uma classificacao

inferior aos outros sumos.
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O sumo com adicédo de quitosano em po6 apresentou resultados muito mais semelhantes aos
do sumo sem qualquer adi¢do, tendo tido melhores resultados na cor e no sabor uma mesma
classificacédo intermédia. O parametro que apresentou uma menor classificacdo no sumo com adi¢éao
de quitosano em po foi a adstringéncia, que alguns provadores consideraram um pouco elevada.

Fazendo uma analise multivariada das variaveis é possivel agrupar os diversos parametros
em 3 clusters diferentes, que se formam uma vez que apresentam correlacdes significativas entre si.
Assim, através do diagrama de variaveis verificou-se com uma probabilidade de 99% que o aroma e a
adstringéncia se opdem ao pardmetro da cor e que este se opbe com uma probabilidade de 74,91%
ao cluster que engloba as variaveis de dogura, sabor e classificacdo geral do sumo (Figura 3.2.10.2).

Através do dendograma é possivel verificar que as variaveis mais distantes sdo a cor e a
adstringéncia, sendo as mais préximas o sabor e a classificacdo geral seguindo-se a docura e
posteriormente o aroma (Figura 3.2.10.3).

Ambas as analises permitem inferir que os provadores vao reagir da mesma forma ao sabor e
classificacdo geral, assim como a dogura. Assim, para 0 sumo sem quitosano, verificou-se uma
classificacdo geral de 3,875, o que indica que também o sabor e a dogura apresentaram uma
avaliagdo na ordem de 3,875. Para os sumos com quitosano essa classificacdo geral foi menor,
sendo mais préxima da do sumo normal o sumo com quitosano em po e posteriormente 0 sumo com
quitosano em solucdo. A cor opbe-se a estes parametros, tendo 0s sumos com quitosano uma
avaliacdo mais positiva que o0 sumo normal.

Estes dados apoiam a percepcéo obtida pela Figura 3.2.10.3, que indicam que, para 0 sumo
normal este apresentou uma melhor classificagdo geral que os restantes sumos e também uma
pontuacdo elevada para o sabor e docura. Ja para a cor o sumo normal apresenta uma menor
pontuacdo quando comparado com os outros. O sumo com adi¢do de quitosano em pé revelou uma
evolucdo semelhante nos trés parametros, e apresentando uma elevada pontuagdo na cor,

demonstrou uma menor pontuacao para o aroma e adstringéncia.

1.0 Aroma
o

CRZ (25,31%)

Bdstringéncia
(nP ]

[Aazsifi cﬂg&:} Geral

Sabor
=]

12 10 408 068 04 02 00 02 04 08 08 10
CP1 (74.93%)

Figura 3.2.10.2- Andlise estatistica dos parametros sensoriais do sumo de maca.
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Figura 3.2.10.3- Dendograma dos parametros sensoriais do sumo de maca.

De uma forma geral, os sumos consideram-se aceitaveis em todos os parametros,
contrariando apenas essa tendéncia, o sumo com adicdo de quitosano em solugdo, com uma
classificagcdo negativa a nivel da adstringéncia. Os bons resultados obtidos para a amostra com
adicdo de quitosano em po, cujos resultados sdo de uma forma geral semelhantes aos do sumo

normal, indicam uma forte possibilidade de aceitacdo dessa formula pelo consumidor.
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4. Conclusao e Perspectivas Futuras

Neste trabalho pretendeu-se caracterizar a eficiéncia do quitosano no aumento do tempo de
conservacdo de sumo de macd ndo pasteurizado, considerando paralelamente a reducdo do
escurecimento enzimatico. As analises colorimétricas permitiram detectar, uma reducdo acentuada do
escurecimento enzimatico nas amostras com adicdo de quitosano, tanto em solu¢cdo como em po,
mantendo-se sempre 0 sumo com uma tonalidade mais proxima do amarelo que 0s sumos sem
qualquer adicdo de quitosano, os quais adquiriram rapidamente uma tonalidade mais alaranjada.
Embora no primeiro ensaio as duas concentrac6es mais baixas do quitosano em solucdo tenham
apresentado diferencas significativas na sua tonalidade, o0 mesmo nao se verificou para o segundo
ensaio, dificultando-se assim uma distincdo significativa entre as diferentes concentracbes de
guitosano. Adicionalmente, para a maioria dos parametros estudados nédo se detectou uma diferenca
acentuada entre as concentra¢gfes de quitosano, e até mesmo entre as diferentes modalidades de
adicdo deste. Sugere-se assim que ambas as formas de adicdo, bem como as diferentes
concentracdes utilizadas, apresentam uma accao semelhante.

Também para a turbidez e sélidos sollveis totais, a caracterizacdo do lote acaba por
apresentar valores semelhantes aos das diferentes modalidades testadas. Conclui-se portanto, uma
vez mais que o quitosano ndo exerce uma forte influéncia na alteracédo das caracteristicas naturais do
sumo ao longo do tempo.

No caso do pH e da acidez titulavel, existem ligeiras diferengas entre as modalidades e o lote.
Para a acidez titulavel, a presenca tanto de solu¢éo de quitosano como do respectivo pd, vao levar a
um aumento dos valores deste parametro para as diferentes modalidades. Ja o pH vai diminuir
quando comparado com o lote. Isto prende-se essencialmente com a utilizacdo de &cido ascérbico,
que apesar de necessério para a dissolu¢do do quitosano no sumo, vai levar tanto a um decréscimo
do valor do pH, como ao consequente aumento da acidez titulavel. Ndo obstante, apesar de existirem
efectivamente diferencas entre essas modalidades e o lote, ainda assim tal ndo prejudica as
caracteristicas gerais do sumo.

Ao longo do tempo, para as diferentes determinacdes, as variacdes ndo sdo de forma geral
acentuadas, ndo ocorrendo uma diferenga significativa entre 0 sumo de magé com e sem quitosano.
Conclui-se assim que na gama de concentra¢gdes estudadas, ndo se verifica um acréscimo do tempo
de conservacdo do sumo de maca ndo pasteurizado. Este efeito é também verificado através das
andlises microbioldgicas, que apesar de ter revelado valores de mésofilos ligeiramente inferiores para
as amostras com quitosano comparativamente ao sumo normal, ndo exerceu nenhum efeito claro
sobre o crescimento deste tipo de microrganismos. Cabe destacar, que para as bactérias psicroéfilas
esta situacao foi ligeiramente diferente, observando-se ap6s 5 semanas de armazenamento uma
menor contaminagdo em amostras com quitosano. Assim, pode concluir-se que, nas condi¢des
estudadas, o0 quitosano evidenciou uma maior eficdcia antibacteriana sobre psicréfilos
comparativamente aos mesofilos. Tendo em conta que os sumos devem ser armazenados a
temperaturas de refrigeracédo, esta propriedade do quitosano é de grande importancia e deve ser

estudada em maior profundidade.
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Em relacdo aos pardmetros nutricionais analisados, comprovou-se que a adi¢do de quitosano
ndo provoca efeitos minimizadores da qualidade nutricional do sumo de macéa. No caso particular dos
acucares, a influéncia do quitosano ndo é acentuada quando comparada com os valores originais de
aclcares presentes no sumo natural. Um efeito semelhante foi observado para os compostos
fendlicos e o acido ascorbico. Em geral, conclui-se que a adi¢cdo de quitosano ndo exerce nenhum
efeito negativo nos parametros nutricionais do sumo de maca.

Através da andlise sensorial verificou-se uma aceitabilidade geral dos sumos, apresentando
0s mesmos apos adicdo do quitosano em p6 uma classificagdo mais proxima do sumo de maca
normal. Ainda assim, a adstringéncia provocada pela adicdo de acido ascérbico foi muitas vezes
considerada um factor negativo no sumo, particularmente no caso da adicédo de solucdo de quitosano
(que foi depreciativa face as restantes).

Considera-se essencial, numa perspectiva futura, ampliar a gama de concentracbes de
quitosano a aplicar, sendo importante estudar concentracbes mais elevadas para se poder,
eventualmente, verificar uma acc¢do microbiologica realmente eficaz. Outro factor importante a
investigar é a solubilidade do quitosano em diferentes acidos, pois a ac¢do do &cido ascérbico
mostrou-se nalguns casos acentuada, ndo permitindo uma percepcao real do efeito do quitosano em
relagéo a alguns paradmetros. No entanto é fundamental ter em conta que, para os sumos de fruta ndo
pasteurizados € muito importante a néo clarificagdo dos mesmos, processo que é favorecido pela
adicdo de certos acidos e de elevadas quantidades de quitosano. Assim também este € um dos
grandes problemas a resolver na aplicacdo do quitosano neste tipo de bebida. A forma de adigéo,
apesar de na maior parte das vezes ndo apresentar diferencas, deve também ser estudada em
diferentes concentracdes, pois huma gama mais alargada de concentracfes podem verificar-se
diferencas significativas. Também seria interessante estudar quitosanos de diferentes origens, como
0 quitosano de origem fungica, o qual poderd apresentar vantagens no aumento de periodo de
conservagdo em sumos quando comparado com o quitosano de origem animal. De uma forma geral,
considera-se importante prosseguir o estudo da utilizagdo do quitosano como um agente conservante
de origem natural, pois permite manter grande parte das caracteristicas essenciais de um sumo de
maca de qualidade e tem um potencial antimicrobiano elevado, podendo, nas propor¢des correctas,

acrescentar valor ao produto.
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Anexo |

Folha de Prova

Teste de consumidor (subjectivo)

Nome:

Sexo : M|:| F|:| Idade: Data:

Produto: Sumo de Macga

Procedimento: Ird receber trés amostras de sumo de maca que estdo codificadas com trés digitos.
Utilize a escala abaixo discriminada para fazer o julgamento em relagdo a aceitabilidade dos sumos
nos diversos parametros, assinalando na tabela a posicdo da escala que mais se adeque a sua

opinido.

1- Nao gostei nada

2- Nao gostei

3- Indiferente (ndo gostei nem desgostei)
4- Gostei

5- Gostei muito

Codigo da Cor Aroma Sabor Dogura Adstringéncia Classificacdo
amostra Geral

Comentarios:

Obrigado pela sua participagao.
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Anexo I
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Figura 6.2- Modalidades C2 (Sumo + solugdo de acido ascérbico 1%) e A1l (Sumo + solugdo de &cido ascoérbico
1 % + quitosano 0,6 g/L) 1 dia apds o inicio do ensaio.

copQ
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Figura 6.3- Modalidades C3 (Sumo + &cido ascorbico em p6 0,08%) e Al (Sumo + &cido ascorbico em poé
0,08%+ quitosano 0,6 g/L) 1 dia ap6s o inicio do ensaio.
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