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Resumo

O objetivo do presente trabalho centra-se no desenvolvimento de metodologias de
preservacao da qualidade e seguranca alimentar da roma minimamente processada e na

valorizacao do residuo gerado no descasque da roma.

Numa fase inicial preparou-se um extrato de residuos do descasque de roma que
apresentou um teor de fendis totais de 111,7 &+ 3,25 mg EAG/g. Com vista a obten¢do de
um revestimento comestivel adequado para os bagos optou-se por um revestimento
composto por quitosano (2%) e pectina (1%) devido a baixa solubilidade. Ao
revestimento selecionado foi adicionado 3% do extrato. Filmes com e sem extrato foram
caracterizados em termos de propriedades mecanicas, fisico-quimicas e atividades
bioldgicas. Estes filmes apresentaram uma solubilidade de 20,4 + 5,59 ¢ 30,5 + 2,27 %
com e sem extrato, respetivamente. Apenas os filmes com extrato apresentaram valores
de fendis totais (6,3 0,76 mg EAG/g) e nenhum apresentou atividade antimicrobiana

contra Escherichia coli, Enterococcus faecallis € Salmonella enteretidis.

Posteriormente, os revestimentos (quitosano (2%) e pectina (1%) vs. quitosano (2%) e
pectina (0,5%) e extrato (3%)) foram aplicados em bagos de roma, usando-se como
controlo bagos de romd ndo revestidos. Os bagos foram armazenados a 4°C e
monitorizados durante 14 dias em termos fisico-quimicos, nutricionais, microbiologicos
e sensoriais. A aplicacao dos revestimentos nos bagos de roma levou a redu¢do da acidez
titulavel, pH e uma reducdo na contagem de microrganismos, comparativamente com o
controlo. No que diz respeito aos compostos fendlicos, antocianinas e atividade
antioxidante os bagos revestidos ndo mostraram melhorias em comparacdo com o

controlo.

Palavras-chave: Roma, extrato de residuos do descasque, processamento minimo,
revestimentos comestiveis, propriedades fisico-quimicas, atividade antioxidante,

atividade antimicrobiana



Abstract

The aim of this work focuses in the development of methods to preservation the quality
and safety of the pomegranate fresh cut and in the valorization of the wastes originated

from pomegranate peel.

Initially, it was prepared a waste extract from the pomegranate peel that showed a total
phenolic content of 111.7 £3.25 mg EAG/g. In order to obtain an adequate edible coating
for berries it was opted by one coating composed by chitosan (2%) and pectin (1%) due
to low solubility. To the selected coating was added 3% of the extract. Films with and
without extract were characterized taking in account their mechanical proprieties,
physico-chemical and biological activities. These films showed a solubility of 20.4 + 5.59
and 30.5 + 2.27 % with and without extract, respectively. The films with extract were the
only ones that showed total phenolic values (6.3+ 0.76 mg EAG/g) and neither of them
showed antimicrobial activity against Escherichia coli, Enterococcus faecallis and

Salmonella enteretidis.

Thereafter, the coatings (chitosan (2%) and pectin (1%) vs. chitosan (2%), pectin (0.5%)
and extract (3%)) were applied in pomegranate berries, using as control pomegranate
berries without coating. The berries were stored at 4°C and monitored during 14 days in
physico-chemical, nutritional, microbiological and sensory parameters. The application
of the coating in the pomegranate berries reduced the titratable acidity, pH and led to a
reduction in the microorganism counting compared to the control. Regardless to phenolic
compounds, anthocyanins and antitoxin activities the berries with coating didn’t show

improvements compared to control.

Keywords: Pomegranate, waste extract, fresh-cut, coatings edible, physico-chemical

proprieties, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introducao

Nos dias de hoje a procura por frutos frescos prontos-a-comer (também designada por IV
Gama ou minimamente processada) tem vindo a aumentar, no entanto estes frutos sao
mais pereciveis que os frutos inteiros. Varias estratégias tém sido exploradas no sentido
de limitar a perda de qualidade dos frutos frescos prontos-a-comer e assim aumentar o
tempo de vida util destes produtos, entre elas a utilizagdo de revestimentos comestiveis.
As preocupacdes crescentes dos consumidores atuais com a seguranca alimentar e
presenca de compostos com potenciais efeitos adversos para a saude humana nos
alimentos tem levado ao aumento da procura por compostos naturais como conservantes
alimentares, nomeadamente por compostos naturais extraidos a partir de subprodutos da
agroindustria. A utilizag¢do de extratos naturais como forma de aumentar o tempo de vida
util de frutos frescos minimamente processados tem sido explorada, e devido ao potencial
aumento de eficiéncia destes compostos comparativamente com a imersao do fruto em
solugdo aquosa contendo o extrato, a sua incorporagdo em revestimentos comestiveis

apresenta-se como uma alternativa bastante apelativa.

Durante o processo de descasque da roma para a preparacao dos diversos produtos de
roma disponiveis no mercado, como sumos, compotas ou minimamente processada sao
gerados uma grande quantidade de residuos, principalmente compostos por casca.
Pesquisas recentes mostram que o extrato de casca da roma apresenta elevada quantidade

de compostos fenolicos e atividades bioldgicas como antioxidante e antimicrobiana.

Assim, o objetivo deste projeto consiste na preparacdo de um extrato a partir de residuos
de descasque da roma e a sua posterior aplicagdo em revestimentos comestiveis para
conservagao de roma minimamente processada. Por um lado, pretende-se aumentar o
tempo de vida util da romd minimamente processada e por outro valorizar o residuo
obtido no processo de descasque do fruto, que normalmente ¢ descartado. Para atingir os
objetivos propostos, o presente trabalho envolve a preparacao do extrato de casca de roma
segundo condigdes ja testadas previamente, o desenvolvimento de um revestimento
comestivel que seja adequado as caracteristicas da roma, incorporagdo do extrato no
revestimento desenvolvido e sua posterior aplicacdo em bagos de roma, sendo avaliada a

eficacia deste tipo de estratégia na qualidade do produto através da monotorizagdo de um



conjunto de paramentos fisico-quimicos, microbioldgicos, biofuncionais e sensoriais

durante 14 dias de conservagdo a temperaturas de refrigeracao.



1. Revisao da Literatura

1.1 A Roma - Origem, morfologia, composicio quimica e beneficios da

roma

A roma (Punica granatum L.) pertence a familia Punicaceae e acredita-se que € originaria
da Asia Central, em particular do Irdo, a partir de onde se espalhou para o resto do mundo
(Teixeira da Silva et al., 2013). Hoje em dia, a cultura da roma apresenta uma ampla
distribuicao geografica, refletindo a flexibilidade e adaptabilidade a diferentes condigdes
climaticas e grande diversidade genética (Teixeira da Silva et al., 2013). Os maiores
produtores de roma sdo paises como Afeganistao, Irdo, Israel, Brasil, Estados Unidos da
América, Italia e Espanha, sendo este ultimo o maior exportador europeu (OMAIA,
2016). Relativamente a Portugal, dados do Observatorio dos Mercados Agricolas e das
Importagdes Agroalimentares indicam que a produ¢do de roma estd concentrada na regido
do Algarve, que possui 80% da area e 95% da produgao total do continente (OMAIA,
2016). A mesma entidade refere que a producdo de roma em Portugal ¢ proveniente
principalmente de arvores dispersas, sendo a producao anual atual de cerca de 400 ton

(OMAIA, 2016).

Punica granatum L. é tipicamente um arbusto ou uma arvore pequena com uma altura
média de 2-5 m. As suas folhas sdo opostas, inteiras, brilhantes e alternadas. Os frutos da
roma constituem-se em bagos (com cerca de 5-12 cm de diametro) dentro de uma casca
dura amarelada, castanhada ou avermelhada que quando bem maduras rebentam, expondo
os seus bagos de cor vermelha e sabor agridoce muito delicioso (Teixeira da Silva et al.,
2013; Viladomiu et al., 2013; Wang et al., 2010). A casca da roma € constituida por duas
partes: pericarpo (ao qual fornece uma camada de cuticula e fibras) e o mesocarpo
(também conhecido como o albedo) (Gumienna et al., 2016; Teixeira da Silva ef al.,
2013). A porcao edivel da roma (bagos) constitui 50-60% do peso total do -fruto do qual
75-85% € sumo e os restantes 15-25% sdo sementes (Akhtar ef al., 2015; Lansky and
Newman, 2007; Tehranifar et al., 2010). A composicao quimica da roma depende de
varios fatores, como a variedade, localizagdo, clima, grau de maturacdo, método de
cultivo e condi¢des de armazenamento (Gumienna et al., 2016). A Figura 1 mostra o

interior da roma e as partes que a constituem (bagos, mesocarpo e pericarpo).



Figura 1-Fracées da roma; 1) Bagos; 2) Mesocarpo; 3) Pericarpo

De acordo com dados disponibilizados pelo Instituto Nacional de Satde Dr. Ricardo

Jorge, 100 g de bagos roma (peso fresco) contém 83 g de agua, 0,4 g de proteina, 12 g de

hidratos de carbono, 240 mg de potassio, 11 mg de calcio, 7 mg de magnésio, 0,6 mg de

ferro e 13 mg de vitamina C, e fornecem 60 kcal de energia (INSA, 2016). Na Figura 2 ¢

apresentada a composicdo e distribui¢do energética por 100 g de bagos de roma.

Composicao [g/100g]

Pro(t)eina > ) Acidos
’ Organicos ;
.Flbra Lipidos; 0.4 0.1
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3.4 Outros; 0,4
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2,7% Organicos
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10,7%

Hidratos de
Carbono
80,3%

Figura 2 - Composicéo e distribui¢cdo energética por 100g de bagos de roma
em fresco (Fonte: INSA, 2016)



Na Tabela 1 apresenta-se a composi¢ao dos bagos de roma em vitaminas e minerais, por

100 g.

Tabela 1 — Composi¢do em vitaminas e minerais por 100 g de bagos de roma (Fonte: INSA, 2016)

Vitaminas
Vitamina A total (equivalentes de retinol) 6ug
Caroteno 38 ug
a-tocoferol 0,9 ug
Tiamina 0,05 mg
Niacina 0,2 mg
Vitamina B6 0,2 mg
Vitamina C 13 mg
Folatos 10 ng

Minerais
Cinza 0,51¢g
Sédio (Na) 3 mg
Potassio (K) 240 mg
Célcio (Ca) 11 mg
Fésforo (P) 14 mg
Magnésio (Mg) 7 mg
Ferro (Fe) 0,6 mg

Nos ultimos tempos, a investigagdo sobre os constituintes da roma estdo principalmente
centrados na identifica¢do dos seus constituintes terapéuticos (Akhtar et al., 2015; Wang
et al., 2010). Os bagos de roma apresentam acidos organicos, como 4cido ascorbico,
citrico e malico e compostos fenolicos, tais como flavonoides (principalmente
antocianinas, responsaveis pela cor vermelha dos bagos) e taninos. Também sdo uma
fonte importante de acidos gordos, uma vez que as sementes sdo ricas em acidos
insaturados incluindo o linéleico, linolénico, oleico, palmitico e estedrico (Akhtar et al.,
2015; Gumienna et al., 2016; Lansky and Newman, 2007; Teixeira da Silva et al., 2013;
Wang et al., 2010).

Em muitas culturas a roma ¢ considerada como benéfica para a satude, propriedade que
tem sido cada vez mais suportada por diversos estudos in vivo e in vitro. A este fruto tém
sido associadas propriedades bioldgicas, como atividades antimicrobiana, antioxidante,
anti-inflamatdria e anticancerigena (Arendse et al., 2015; Caleb et al., 2012; Kaderides et

al., 2015; O°Grady et al., 2014).



1.1.1. Propriedades da casca da Roma

Para além dos beneficios da fracao edivel (bagos), varios estudos mostram que a fragao
nao comestivel da roma (sementes, cascas, folhas e raizes) apresenta efeitos biologicos
relevantes, como atividades antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena (Orgil et al.,
2014), chegando mesmo a apresentarem maiores atividades que a fragdo comestivel

(Adams et al., 2010; Orgil et al., 2014; Viladomiu et al., 2013).

A casca da roma, que compreende cerca de 50% do peso total do fruto, apresenta diversos
compostos bioativos, como o acido elagico e derivados, elagitaninos como punicalina e
punicalagina e também minerais como potassio, calcio, magnésio, fosforo e sodio (Akhtar

et al.,2015; Gullon et al., 2016; Kaderides et al., 2015; Viladomiu et al., 2013).

No mercado estao disponiveis diversos produtos transformados de roma, como sumos,
compotas, licores e vinhos, com consequentemente produgdo de uma elevada quantidade
de subprodutos como bagagos e cascas. Utilizagdes que permitam a valorizagdo destes
recursos tem sido exploradas, nomeadamente para aplicagdo na alimentagdo humana e
animal (Akhtar et al., 2015; Gullon et al., 2016; Kaderides et al., 2015). A tendéncia para
uma vida saudavel, isenta de aditivos e conservantes, tem vindo a aumentar. Neste sentido
a industria alimentar tem procurado alternativas aos aditivos sintéticos ¢ novas formas de
conservagao dos alimentos, nomeadamente através da utilizacdo de compostos naturais
de origem vegetal. A incorporacdo de extratos de casca da roma em produtos alimentares
tem sido testada, e os resultados mostram que permitem melhorar a preservacao de
diversos produtos, tais como pao, camarao e produtos carneos, reduzindo a oxidagdo
lipidica e o desenvolvimento microbiano (Basiri ef al., 2015; Devatkal ef al., 2013; Kanatt
et al., 2010; Tayel and El-Tras, 2012; Yuan et al., 2016), bem como enriquecer
nutricionalmente gelados, bebidas e compotas (Cam et al., 2013; Ventura et al., 2013;

Wasila et al., 2013).

1.1.2. Roma minimamente processada

Apesar dos possiveis beneficios para a saide e das excecionais caracteristicas
organoléticas que a roma apresenta, o consumo em fresco deste fruito € ainda reduzido,

provavelmente devido a dificuldade de extragdo dos bagos. A romd minimamente



processada apresenta-se assim como um produto conveniente e atrativo para os
consumidores (Caleb et al.,, 2012; O’Grady et al, 2014). No entanto, a roma
minimamente processada ¢ muito suscetivel a deterioragdo da sua qualidade, resultando
num produto com um periodo de validade reduzido (Maghoumi et al., 2013, O’Grady et
al., 2014). Estudos relativos a conservagao da roma minimamente processada tém vindo
a aumentar nos ultimos anos, apresentando-se na Tabela 2 alguns trabalhos realizados

com a roma minimamente processada e os resultados obtidos.



Tabela 2 - Estudos e resultados gerais obtidos em trabalhos em roma minimamente processada

Variedade Tratamentos e condicoes de conservacio Resultados Referéncia
e Embalamento em atmosfera passiva
Acco e e Temperaturas de conservagdo - 5, 10 e e Conservagdo a 5°C permite uma melhor retengdo das propriedades dos  (Caleb, Linus,
Herskawitz 15°C bagos de roma etal., 2013)
e Tempo de conservacao - 14 dias
Arakta, e Embalamento em atmosfera passiva e Maior estabilidade nutricional nos bagos de roma mantidas a 1 e 4°C; i
Bahgwa e e Temperaturas de conservagdo - 1,4 e 8°C e Os bagos armazenados a 1°C apresentaram melhor estabilidade © G;?i};)et at
Ruby e Tempo de conservacao - 14 dias microbiologica
A perda de peso aumenta com o aumento da temperatura (5 a 15°C),
e Embalamento em atmosfera passiva sendo observado a maior perda de peso no dia 7;
e Embalagens com 75, 100 e 125 g de Observou-se uma diminuig¢do da concentragdo de O, nas embalagens na (Caleb.
Acco e bagos de roma temperatura mais alta (15°C), enquanto que a 5°C o limite critico ndo
Mahajan, et al.,
Herskawitz e Temperaturas de conservagdo - 5, 10 e foi atingido; 2013)
15°C Os bagos de roma embalados em atmosfera passiva mantiveram os
e Tempo de conservagdo - 14 dias atributos fisico-quimicos, a qualidade microbiolégica e o valor
nutricional dos bagos por 10 dias
e Embalamento em atmosfera modificada Aumento do periodo da vida util dos bagos de roma em 3 e 6 dias pela
passiva e ativa e embalamento em caixas utilizagdo de uma atmosfera composta por elevados niveis de oxigénio  (Banda et al.,
Wonderful de plastico com ventilagao. comparativamente com a utilizagdo de atmosfera passiva ou 2015)

e Temperaturas de conservacao - 5°C

embalamento em caixas com ventilagdo.




e Tempo de conservacao - 12 dias

Malas Syabe

Lorestan.
| q e Aplicagdo de revestimento comestivel de o Bagos revestidos com quitosano apresentaram menor crescimento
Malas Yazdi,
Torsh Svab quitosano - 0,25; 0;5 ¢ 1% microbiano e maior estabilidade das propriedades sensoriais e (Ghasemnezhad
orsh Syabe _
e Temperaturas de conservacao - 4°C nutricionais comparativamente com os bagos do controlo sem  etfal,2012)
Lorestan, Malas _
e Tempo de conservacao - 12 dias revestimento
Torsh Saveh
e Naderi Kashan
e Aplicagdo de acido ascorbico e acido O uso do revestimento de Aloe vera permitiu melhorar a retengdo da (
Martinez-
citrico e de revestimento de Aloe vera de firmeza nos bagos de roma e aumentou os niveis de antocianinas totais ;
Romero et al.,
Mollar de Elche forma isolada ou em combinagéo e fendlicos totais 2013)
e Temperaturas de conservagao - 3°C A combinacdo de Aloe vera com os acidos apresentou maior eficacia
e Tempo de conservacao - 12 dias no controlo microbiano
] ) O numero apropriado de perfuracdes (neste estudo de 3 ou 6
e Embalagens com diferentes areas de ) )
perfuragdes de 160,1 cm?) nas embalagens modificadas impendem a ]
perfuragio (Hussein et al.,
Acco acumulag@o do CO, nas embalagens;

e Temperatura de conservacdo: 5°C

e Tempo de conservacao: 15 dias

e Os bagos de romd minimamente processados em embalagens

perfuradas apresentaram menor do crescimento microbiano

2015)




¢ Diferentes materiais de embalagem

(Polipropileno; Polietileno de baixa

¢ O material utilizado nas embalagens influencia as propriedades fisico-

quimicas dos bagos de roma minimamente processados

) _ (Bhatia et al.,
Mridula densidade € KPA) ¢ Os bagos embalados em Poliprolineno apresentaram resultados mais 2015)
e Temperatura de conservagao: 5 + 2°C significativos em termos de propriedades antioxidantes e prazo de
e Tempo de conservagdo: 15 dias conservacgdo que os restantes bagos
e Embalamento em atmosfera passiva e Ndo foram verificadas mudancas nas propriedades fisico-quimicas (Pal ;
alma et al.,
Primosole e Temperatura de conservagdo: 5°C durante os 10 dias de armazenamento nos bagos minimamente 2015)
e Tempo de conservagao: 10 dias processados embalado
e Bagos expostos a diferentes doses de
radiagdo UV (0,56; 1,13; 2,27; 4,54; 9,08 .
¢ Nao foram encontrados efeitos significativos da radiagdo UV nos bagos  (Lopez- Rubira
Mollar de Elche € 13,62 KJ/ m?)

e Temperatura de conservagao: 5°C

e Tempo de conservacdo: 13 a 15 dias

de roma minimamente processados

et al., 2005)
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De entre os varios trabalhos realizados destaca-se a avalia¢ao do efeito da temperatura de
conservagdo (O’Grady et al., 2014), a composicdo da atmosfera (Banda et al., 2015;
O’Grady et al., 2014), o material e tipo de embalagem (Bhatia et al., 2015; Hussein et al.,
2015; Palma et al., 2015) a aplicacdo de compostos antioxidantes sintéticos (Martinez-
Romero et al., 2013) e aplicacdo de revestimentos comestiveis (Ghasemnezhad et al.,
2012; Martinez-Romero et al., 2013). Relativamente a temperatura de conservacao, o
trabalho de Caleb et al. (2013) mostrou que a manutencdo da roma minimamente
processada a 5°C permite uma melhor retengdo das propriedades fisico-quimicas, da
qualidade microbioldgica e do valor nutricional dos bagos de roma que a conservagdo a
10 ou a 15 °C. Também O’Grady et al. (2014) verificou maior estabilidade do valor
nutricional em bagos de roma conservados a 1 ou a 4 °C durante 14 dias de conservacgdo
comparativamente com a roma conservada a 8 °C. Os bagos mantidos a 1 °C apresentaram
melhor qualidade microbioldgica apoés 14 dias de conservacao, ndo se observando nestes
bagos o desenvolvimento de bolores, enquanto que nos mantidos a 4 e a 8 °C a presenca

de bolores foi detetada (O’Grady et al., 2014).

O estudo do efeito da composicdo da atmosfera gasosa no interior da embalagem a par da
avaliagdo do material de embalagem sobre a qualidade dos bagos de roma também tem
tido algum destaque. O trabalho desenvolvido por Hussein et al. (2015) que mostrou a
importancia da utilizagdo de filmes com perfuragdes na reducdo da condensa¢do no
interior das embalagens. Relativamente ao material de embalagem, no estudo realizado
por Bhatia ef al. (2015) foram testados materiais, como Polipropileno, Polietileno de
baixa densidade e KPA (Nylon based laminate pouches), verificando-se menor perda de
agua e melhor retenc¢ao de cor e da qualidade organolética nos bagos de roma embalados

com filme de Polipropileno.

Em menor extensdo que os estudos sobre o efeito da temperatura de conservacio e da
composi¢do da atmosfera no interior da embalagem, a utilizacdo de revestimentos
comestiveis também tem vindo a ser testada como forma de prolongar a vida til de bagos
de roma. Podem ajudar ndo apenas a retardar a deterioragdo dos alimentos e melhorar a
sua qualidade, mas também aumentar a sua seguranga e valor nutricional pela
incorporacdo de compostos bioativos, como antimicrobianos e antioxidantes (Alvarez et
al., 2013; Oms-Oliu et al., 2010). A aplicacdo de revestimentos em bagos de roma

minimamente processados ¢ um método inovador que potencia um aumento da vida de
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prateleira dos bagos através da reducdo microbiana na sua superficie (Ghasemnezhad et
al., 2012; Martinez-Romero et al., 2013) e ainda permite uma melhoria na qualidade dos
bagos como, uma melhor retengdo da firmeza e cor e maior teor de compostos bioativos,

comparativamente aos bagos de controlo (Martinez-Romero et al., 2013).

1.2 Frutos minimente processados

Os produtos hortofruticolas minimamente processados, também designados por produtos
de IV (4%) gama ou frescos cortados (fresh-cut) sdo frutos e vegetais que sofreram
alteragdes fisicas, como descasque e/ou corte, originando um produto que ¢ totalmente
utilizavel pelo consumidor e que mantém as caracteristicas sensoriais e nutricionais do
fruto inteiro (James and Ngarmsak, 2010). A facilidade de consumo, frescura, o valor
nutricional, a seguranca e experiéncia sensorial tornam os produtos hortofruticolas
minimamente processados cada vez mais apelativos para os consumidores. Associado a
este tipo de produtos esta também a reducao do desperdicio familiar e o menor volume a
transportar, uma vez que ¢ apenas fornecido ao consumidor a fragao comestivel do fruto

ou vegetal (James and Ngarmsak, 2010).

O processamento minimo de frutas e vegetais envolve um conjunto de operagdes, tais
como lavagem, descasque, corte, imersdo e embalamento, dependendo da matéria-prima
utilizada e das metodologias utilizadas para conservagdo do produto (Francis et al., 2012;
Pasha et al., 2012). Na Figura 3 apresenta-se um esquema com 0s principais passos na

producao de hortofruticolas minimamente processados.
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Figura 3 - Fluxograma geral da producéo de frutas e vegetais minimamente processados (adaptado de
James and Ngarmsak, 2010)

O tempo de prateleira destes produtos depende de diversos fatores, como caracteristicas
iniciais do fruto ou vegetal, operacdes aplicadas na preparacdo e condigdes de
conservagao, podendo variar entre os 7 e os 20 dias (Ahvenainen, 1996; Ramos et al.,
2013). A temperatura de conservacdo ¢ um parametro determinante da qualidade e
consequentemente da vida util dos produtos minimamente processados, sendo
recomenddvel a manutengdo dos frutos e vegetais minimamente processados a
temperaturas < 4 °C para garantir a qualidade e seguranca alimentar do produto ao longo

de toda a cadeia de distribui¢do e comercializacao (Francis et al., 2012).

1.2.1. Alteragdes bioquimicas e fisioldgicas em frutos minimamente processados

O processamento minimo afeta a integridade dos frutos, tornando-os suscetiveis a um
conjunto de alteragdes que determinam uma reducao da qualidade e do periodo de vida
util comparativamente com o fruto inteiro. A perda de qualidade dos frutos minimamente
processados ¢ principalmente causada por escurecimento, amolecimento, desidratagdo da
superficie, perda de 4gua, translucidez, desenvolvimento de off-flavour e off-odour e
crescimento microbiano (Rojas-Graii ef al., 2009). Os danos mecanicos a que os frutos

minimamente processados estdo sujeitos levam ao aumento do metabolismo no fruto, com
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aumento na taxa de respiracdo e da producdo de etileno (James and Ngarmsak, 2010;
Pasha et al., 2012). O corte desprotege a superficie do fruto, contribuindo para a perda de
agua e também para a alteragdo de textura do fruto (Francis et al., 2012; James and
Ngarmsak, 2010). A perda da firmeza em frutos ¢ causada principalmente pela
degradagdo enzimatica de pectinas, por intervengao das enzimas pectinesterase (PME) e
poligalacturonase (PG) (Francis et al., 2012; Oms-oliu et al., 2010; Toivonen and
Brummell, 2008).

O escurecimento enzimatico ¢ responsavel pelas principais alteragdes de cor nos produtos
minimamente processados e ¢ o resultado da oxidagdo de substincias fenolicas pela
enzima polifenol oxidase (PPO) na presenga de oxigénio (Ahvenainen, 1996; Francis et
al., 2012; Pasha et al., 2012; Toivonen and Brummell, 2008). Da oxidacao enzimatica
dos compostos fendlicos resulta a formacao de quinonas, que por sua vez ao reagem com
aminoacidos e proteinas levam a formacao de melanina, o pigmento castanho associado
com o escurecimento enzimatico (Toivonen and Brummell, 2008). A atividade da enzima
fenilalanina amonia-liase (PAL), que ¢ estimulada pela producao de etileno também

contribui para o desenvolvimento do escurecimento (James and Ngarmsak, 2010).

Os frutos minimamente processados s3o altamente suscetiveis a contaminagdo
microbiana e as condi¢des de humidade, grandes superficies de corte e a riqueza em
nutrientes proporcionam um conjunto de condig¢des favoraveis para o seu crescimento,
sendo necessario a adaptagcdo de metodologias para garantir a qualidade e a seguranga
desses produtos (James and Ngarmsak, 2010; Oms-oliu et al., 2010). A manipulagdo
destes produtos assume grande importancia na sua qualidade microbiologica, sendo
critica a possivel contaminacdo cruzada por trabalhadores e por contacto com superficies
contaminadas (Ahvenainen, 1996; Francis et al., 2012; Gil et al., 2006; Oms-oliu et al.,
2010).

1.2.2. Metodologias para prevencao da perda de qualidade em frutos

minimamente processados

O estilo de vida dos consumidores modernos, associado ao desejo por produtos naturais
que reivindicam beneficios para a satde, tém sido responsaveis pelo aumento da produgao

e consumo de frutas frescas minimamente processadas. No entanto, as operacdes
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mecanicas que envolvem o processamento minimo dos frutos provocam um conjunto de
alteragdes no fruto, que podem limitar o seu prazo de validade (Oms-Oliu et al., 2010).
Tém vindo a ser estudadas muitas metodologias, de modo, a preservar a qualidade e
seguranca dos frutos minimamente processados. Os tratamentos quimicos visam a
inibicdo de reagdes especificas que geram mudangas indesejaveis (James and Ngarmsak,
2010), como ¢ o exemplo da acidificagdo para o retardamento do escurecimento. No
entanto, a aplicagdo de métodos quimicos pode conferir as frutas aromas anormais ou
promover o amolecimento dos tecidos (James and Ngarmsak, 2010; Oms-oliu et al.,
2010; Rojas-Graii et al., 2009). Alguns dos métodos fisicos mais utilizados incluem a

reducdo de temperatura e o uso de atmosferas modificadas.

As frutas sdo submetidas a uma primeira lavagem com agua corrente, com o objetivo de
remover as sujidades da superficie e reduzir a carga microbiana (James and Ngarmsak,
2010; Ramos et al., 2013; Soliva-Fortuny and Martin-Belloso, 2003). A 4gua potavel ¢é
um requisito fundamental para a lavagem, a fim de impedir transferéncia de contaminagao
da agua para o produto (James and Ngarmsak, 2010). No entanto a lavagem com agua
corrente nao ¢ suficiente para a remocao dos microrganismos presentes, sendo aplicadas
de seguida formas de higienizar o produto minimamente processado, como imersao em
diéxido de cloro (ClO2), o perdxido de hidrogénio (H20:), aplicacdo de ozono e
hipoclorito de s6dio (Ahvenainen, 1996; Oliveira ef al., 2015; Pasha et al., 2012; Rico et
al., 2007)

O embalamento com atmosfera modificada (MAP, Modified Atmosphere Packaging) ¢
utilizado para prolongar a vida util de frutos minimamente processados (Caleb et al.,
2012; Oliveira et al., 2015; Rojas-Graii ef al., 2009). A modificacdo da atmosfera numa
embalagem pode ser feita de forma passiva ou ativa. Na atmosfera modificada passiva o
produto ¢ embalado e a atmosfera ¢ modificada pela propria respiracdo do produto e da
permeabilidade do material da embalagem. Na atmosfera modificada ativa € injetado,
inicialmente, uma mistura de gases conhecida, tendo em conta o equilibrio determinado
pela intera¢do produto, embalagem e ambiente (Banda et al., 2015; Caleb, Mahajan, et
al., 2013; Oliveira et al., 2015) O uso de diferentes embalagens para a obten¢do de uma
atmosfera modificada ¢ capaz de diminuir a atividade respiratoria e producdo de etileno,
reduzindo a evolucdo do amadurecimento e posterior senescéncia do produto (Kendra,

2010; Rojas-Graii et al., 2009).
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1.2.2.1. Revestimentos Comestiveis

Revestimentos comestiveis sdo finas peliculas formadas pela secagem de material
comestivel aplicado a superficie do produto (Aldana et al., 2014; Dhall, 2013). A
formacdo de revestimentos comestiveis ¢ possivel gracas a capacidade que diversos
polimeros tém para formar peliculas (Campos et al., 2011; Dhall, 2013). Para a
preparagdo dos revestimentos, os polimeros devem ser dispersos e dissolvidos em
solventes tal como agua, alcool, solu¢des aquosas acidificadas, misturas de agua e alcool
ou em misturas de outros solventes (Campos et al., 2011, Dhall, 2013). Os polimeros
mais utilizados para preparar revestimentos comestiveis sdo: proteinas (gelatinas, caseina,
gluten, queratina, proteina de soja, colagénio, soro de leite), polissacarideos (celulose e
seus derivados, quitosano, pectina, alginato e carragena, amido e seus derivados), lipidos
(monoglicerideos e acidos gordos, ceras, resinas); que podem ser utilizados de uma forma
isolada ou em combinagdo, permitindo beneficiar das distintas caracteristicas funcionais

de cada polimero (Aldana et al., 2014; Campos et al., 2011; Dhall, 2013).

Os revestimentos comestiveis sdo aplicados como estratégia para reduzir os danos
decorrentes do processamento minimo nas frutas e vegetais, no entanto, os revestimentos
comestiveis ndo devem interferir na aparéncia natural da fruta, devem possuir boa
aderéncia a fim de evitar uma facil remocgao e ndo podem desenvolver alteragdes no gosto
ou odor original (Dhall, 2013; Rojas-Graii et al., 2009). Estes revestimentos atuam
principalmente na manutengdo das propriedades mecanicas do fruto e como barreira a
gases e vapor de agua, auxiliando no controlo da transferéncia de massas entre o fruto e
o meio externo (Aldana et al., 2014; Dhall, 2013; Rojas-Graii et al., 2009). Para além
disso, possuem também a capacidade de serem transportadores de compostos, como
compostos antioxidantes e antimicrobianos que podem aumentar o tempo de prateleira
dos produtos e reduzir o desenvolvimento microbiana (Aldana ef al., 2014; Debeaufort et
al., 1998; Dhall, 2013; Rojas-Gralii et al., 2009). A funcionalidade e o comportamento
dos revestimentos depende principalmente das propriedades mecanicas e de transporte,
da composi¢dao do filme, do seu processo de formag¢do e do método de aplicagdo no

produto (Aldana et al., 2014; Dhall, 2013).
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Outra aplicagdo pratica que tem vindo a ser estudada ¢ a incorporagdo de
extratos/compostos naturais em revestimentos comestiveis. Um desses estudos foi
realizado por Ec¢a and Sartori (2014) onde foram incorporados extratos de fruta (acerola,
papaia, pequi e morangos) em filmes de pectina. Neste estudo, os filmes de pectina
contendo os compostos bioativos naturais mostram propriedades antimicrobianas contra

agentes patogénicos que vulgarmente contaminam alimentos (Eg¢a and Sartori, 2014).

Outro polimero que tem vindo a ser muito testado para aplicacdo em diversos produtos
alimentares, incluido frutos minimamente processados ¢ o quitosano. Alvarez et al.
(2013) estudou as propriedades antimicrobianas de filmes de quitosano e filmes de
quitosano enriquecidos com compostos bioativos e 6leos essenciais, determinadas por
ensaios in vitro € ensaios in vivo em brdcolos minimamente processados. Os resultados
obtidos mostraram que os revestimentos de quitosano e quitosano enriquecidos com
compostos bioativos e 6leos essenciais podem ser uma boa alternativa para controlar o

crescimento microbiano nos brocolos minimamente processados.

1.3 Objetivos

O objetivo final deste projeto consistiu i) no desenvolvimento de metodologia que garanta
a qualidade e seguranca alimenta de roma@ minimamente processada e ii) na valorizagdo
do residuo obtido no processo de descasque da roma, que normalmente ¢ descartado. Para
atingir os objetivos propostos, o presente trabalho envolveu 1) a preparagdo de um extrato
de casca de roma segundo condi¢cdes ja testadas previamente, i1) o desenvolvimento de
um revestimento comestivel que seja adequado as caracteristicas da roma, iii) a
incorporagdo do extrato no revestimento desenvolvido e iv) a sua posterior aplicacdo em
bagos de roma, sendo avaliada a eficacia deste tipo de estratégia na qualidade do produto
através da monotorizacio de um conjunto de paramentos fisico-quimicos,
microbioldgicos, nutricionais e sensoriais durante 14 dias de conservacdo a temperaturas

de refrigeragao.
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2. Material e métodos

O trabalho experimental incluiu cinco tarefas principais, sendo elas: 1) Preparacdo e
caracterizacdo de extrato de residuos do descasque de romi; 2) Formulagdo de
revestimentos comestiveis; 3) Incorporagdo de extrato de residuos do descasque de roma
em revestimento comestivel; 4) Caracterizagdo dos filmes obtidos e 5) Processamento
minimo da roma. Na Figura 4 é apresentado o fluxograma das varias tarefas, com a

indicacdo dos varios pardmetros analisados em cada uma das fases do trabalho.

1. Preparagdo e caracterizagdo de extrato de residuos do descasque de roma

— = Fenois totais
Atividade antioxidante
Atividade antimicrobiana

2. Formulagdo de revestimento comestivel

1. Pectina

= Capacidade de formagdo de filme
2. Pectina e CMC ~ = Aspeto visual

= Solubilidade

3. Pectina e Quitosano

3. Incorporagdo de extrato de residuos do descasque de roma em revestimento comestivel

Utilizagio de quantidade crescentes — » Condiges praticas de aplicagdo

de extrato no revestimento e aplicagdo - Aspe‘to visual dos bagos
em bagos de roma : = Fendis totais

4. Caracterizagdo dos filmes — sem extrato e com a quantidade de extrato determinada anteriormente

= Espessura, gramatira e devsidade
= Cor
= Firmeza
~ = Transmissdo daluz e transparéncia
= Swelling, Humidade e Solubilidade
= Permeabilidade
= Atividade antioxidante e antimicrobiana

5. Processamento minimo da roma

Perda de peso

« pH, SST, AT

Cor e Firmeza

Qualidade microbiolégica
Fendis totais

Atividade antioxidarte

A Andlise sensorial

1
-

Figura 4-Fluxograma correspondente as etapas do trabalho.
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2.1. Preparacao e caracterizacio de extrato de residuos do

descasque de roma
2.1.1. Preparacao do extrato

Residuos do descasque de roma, compostos por casca (pericarpo € mesocarpo) €
membranas internas, mantidos a - 80°C foram utilizados para a preparagdao do extrato.
Imediatamente apos retirar da camara de - 80°C (MDF-U76V, Panasonic, México) os
residuos foram moidos numa picadora doméstica (Moulinex A320R1, Indonésia). O
residuo moido foi homogeneizado em 4gua destilada na proporcao 1:1 (residuos:agua) e
posteriormente colocado no ultrassons (Bransonic Ultrasonic 3510E-DTH, Danbury,
EUA) durante 20 min a 40°C (Figura 5A). Apds extracdo, o homogeneizado foi filtrado
com 4 camadas de gaze, como mostra a Figura 5B, ¢ a fase liquida recolhida e congelada
a - 80°C. O extrato foi posteriormente liofilizado (Liofilizador Coolsafe TM, Scanvac,
Alemanha) até peso constante, obtendo-se um extrato em p6 (Figura 5C). O extrato obtido
foi caracterizado em termos de conteido em compostos fendlicos e atividades

antioxidante e antimicrobiana. O extrato foi utilizado nas fases seguintes do projeto.

.

Figura 5-Preparacio do extrato de roma em po6 (A- Extragao por ultrassons; B- Filtracio por
camadas de gaze; C- Extrato em pd)

2.1.2. Quantificacio de fendis totais

A quantificacdo de fenois totais foi realizada pelo método de Folin-Cioccalteau de acordo
descrito por Falleh er al. (2008),com algumas altera¢cdes. Numa microplaca de 96 pogos,
a 10 pL de extrato diluido em dgua destilada foi adicionado 150 uL de reagente de Folin-
Ciocalteu (Merck, Darmstad, Alemanha) a 10% (v/v). Apds agitacdo, a mistura foi
deixada em repouso no escuro durante 5 min e de seguida adicionado 150 pL de 60 g/L.
de carbonato de sodio (Merck, Darmstad, Alemanha). Ap6és 60 min de incubac¢do no

escuro a temperatura ambiente, a absorvancia foi lida contra um branco (substituindo
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apenas o volume da amostra por dgua) a 725 nm num leitor de microplacas (Multiskan
FC, Thermo Scientific, EUA). A concentragdo em fenois totais foi determinada por
interpolagdo de uma curva de calibragdo com acido galico (Sigma-Aldrich, Lisboa,
Portugal) (0,04-0,25 mg/mL). Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de
acido galico (EAG) por g extrato. A determinagdo da quantidade de fenois totais no

extrato foi realizada em triplicado.

2.1.3. Determinacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada por dois métodos: o método da captura do
radical livre 2,2-diphenyl-1-picrylhyfrazyl (DPPH) e o método de redugdo do ferro
(FRAP).

2.1.3.1. Determinacdo da atividade antioxidante pelo método da

captura do radical livre 2,2-diphenyl-1-picrylhyfrazyl (DPPH)

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH realizou-se segundo o
procedimento descrito por Karioti ez al. (2004) com algumas alteragdes, numa microplaca
com 96 pocos. A 3 ul de extrato diluido em agua destilada adicionou-se 147 pul de metanol
(MeOH) (Merck, Darmstad, Alemanha) e 150 pl da solugdo metanodlica de DPPH 0,1 mM
(Aldrich, Lisboa, Portugal). A microplaca foi agitada e deixada em repouso durante 30
min no escuro a temperatura ambiente. Preparou-se também o branco da amostra, onde a
3 ul de agua adicionou-se 297 pul de solugdo de DPPH, uma reacdao de controlo
substituindo o mesmo volume de amostra por agua e adicionando 297 ul de solugdo de
DPPH e um branco do controlo com o mesmo volume de dgua e 297 pul de MeOH. Uma
curva padrao foi preparada utilizando uma solugdo de acido L-ascorbico como padrao
(0,05-0,300; mg mL-1). A absorvancia foi lida a 520 nm no leitor de microplacas
(Multiskan FC, Thermo Scientific, EUA) e a percentagem de inibicdo foi calculada

utilizando-se a seguinte equagao:

\_[Abs Controlo—Abs Amostra]

Inibicao (%) x 100

Abs Controlo
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Os resultados foram expressos em % de Inibigdo e como miligramas de equivalentes de

acido ascorbico (EAA) por g de peso seco.

2.1.3.2. Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de

reducio do ferro (FRAP)

A determinacdo da atividade antioxidante pelo FRAP realizou-se de acordo com o
procedimento descrito por Fawole and Opara (2013). A uma solucao FRAP [50 mL de
300mM tampao de acetato com acido acético (a pH=3.6, Normapur, VWR, Lisboa,
Portugal) mais 5 mL de 10mM solugdo 2,4,6-tripyridyl-s-triazina (TPTZ) (Sigma-
Aldrich, Lisboa, Portugal em 40 mM de HCI, (Normapur, VWR, Lisboa, Portugal) e 5
mL de 20 mM de cloreto de ferro III (FeCl3-6H20, 20 mM, Sigma-Aldrich, Lisboa,
Portugal)] colocada em banho de dgua a 37°C, foi adicionado 75 pL do extrato. Apos 30
min de incubagdo a 37°C, a absorvancia foi medida a 593 nm no leitor de microplacas
(Multiskan FC, Thermo Scientific, EUA). Paralelamente, preparou-se uma solugdo
padrao de sulfato ferroso (Merck, Darmstad, Alemanha), que foi utilizada para a curva de
calibragao (150-750 uM) e os resultados foram expressos em mmol equivalentes de
sulfato ferroso (ESF) por g de peso seco. A determinacdo da atividade antioxidante pelos

2 métodos utilizados foi realizada em triplicado.

2.1.4. Determinac¢ao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada contra bactérias patogénicas frequentemente
associadas a contaminagdes alimentares, especificamente Escherichia coli ATCC 25922,
Enterococcus faecalis e Salmonella enteretidis (bactérias gentilmente cedidas pelo

Professor Ruben Fernandes, Escola Superior de Saude do Porto).

As culturas bacterianas foram mantidas a -80°C em meio liquido Brucella Broth (Fluka
Analytical) + 20% glicerol (Prolabo, VWR, Lisboa, Portugal) até serem utilizadas. Para
reativar as culturas, estas foram descongeladas a temperatura ambiente, posteriormente
inoculadas em meio liquido Muller Hinton Broth (MHB, Liofilchem) e incubadas a 37°C
em agitac¢ao (200 rpm) durante aproximadamente 6 horas. Findo este tempo de incubagao,

as culturas foram plaqueadas, pelo método do riscado em quadrante, em meio sélido
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Muller Hinton Agar (MHA, Liofilchem). A incuba¢ao decorreu a 37°C overnight. Apos
o periodo de incubacgdo, as bactérias foram retiradas da placa, centrifugadas duas vezes
durante 5 min a 2700 rpm e a densidade Otica das culturas bacterianas foi ajustada a 600
nm para 0.04 em MHB, correspondendo este valor aproximadamente 107 unidades

formadoras de coldnias (ufc)/mL.

A atividade antimicrobiana do extrato foi determinada através da determinagdo da
Concentragao Minima Inibitéria (CMI). A CMI do extrato foi determinada através do
método de microdiluicdo em meio liquido, de acordo com a Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) guidelines. Foi definida uma gama de concentragdes do
extrato, partindo de uma solugdo stock de concentragdo 50 mg/mL em etanol, sendo a
primeira concentragao de extrato testada 2,0 mg/mL. A partir desta concentragao, foram
efetuadas diluigoes seriadas 1:2, em microplaca de 96 pogos (SARSTEDT) e em
triplicado. O controlo positivo da determinacdo de CMI usado foi in6culo bacteriano sem
adi¢do de extrato e o controlo negativo escolhido foi meio MHB. Foi também realizado
um branco, uma vez que o extrato apresentava cor, sendo este constituido apenas por
extrato e MHB. As placas foram seladas para prevenir evaporacao de liquido durante a
incubagdo, que decorreu a 37°C overnight. A CMI foi determinada qualitativamente
através do ensaio do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium
bromide) e quantitativamente a partir da medi¢ao da densidade 6tica a 600 nm através do

leitor de microplacas (Multiskan FC, Thermo Scientific, EUA).

O MTT ¢ usualmente utilizado para testar a viabilidade celular. Células viaveis com
metabolismo ativo reagem com o MTT resultando num produto com coloragao plrpura e
que pode ser observado a olho nu. Por isso, a concentragdo mais baixa em que nao ¢
observada a cor referida corresponderd a CMI do agente antimicrobiano a estudar de uma
forma visivel. A solu¢do de MTT (Calbiocher, BEM Millipore corp. Bilerica, EUA)
estéril (por filtragao em filtros de 0,22 pm) foi preparada em agua peptonada (Liofilchem,
Italia) e 40 pL desta solug@o a uma concentracdo de 0,2 mg/mL, foram adicionados a cada
poco. As placas foram incubadas a 37°C por um periodo de cerca de 45 min e no final

observadas as coloracdes dos pocos (Figura 6).
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Figura 6- Microplaca de 96 pocos para determinacio da CMI no extrato

2.2, Desenvolvimento de revestimentos comestiveis para

aplicacio em bagos de roma

Para o desenvolvimento de um revestimento comestivel para aplicar em bagos de roma
foram testadas formulagdes de filmes a base de: 1) pectina, ii) pectina e
carboximetilcelulose (CMC) e iii) pectina e quitosano. Na Tabela 3 sdo apresentadas as

varias formulagdes testadas.

Tabela 3- Formulag¢des de diferentes filmes

Oleo Tween Acido

Pectina Quitosano CMC  Glicerol Vegetal 30 octicn
1 3% - - ,5% 0,75% 0,20 % -
2 3% - 025% 1,5% 0,75% 0,20 % -
3 3% - 0,50% 1,5% 0,75% 0,20 % -
4 3% - 0,75% 1,5% 0,75% 0,20 % -
5 3% - 1% ,5% 0,75% 0,20 % -
6 1% 2% - 1,5 % - - 0,595 %

2.2.1. Filme de Pectina

Para a preparacdo do filme de pectina — Filme 1, a pectina de ma¢a (Food Grade E-440i,
Manuel Riesgo, S.A. Calle de Desengaiio, Madrid, Espanha) foi adicionada a agua
destilada e mantida em agitacdo durante 6 h para dissolugdo da pectina. De seguida foi
adicionado o glicerol (Prolabo, VWR, Lisboa, Portugal) e a mistura foi agitada durante 2
h e posteriormente mantida em banho de 4dgua (Memmert WND29, Schwabach,

Alemanha) a 80°C durante 20 min. Apds arrefecimento até atingir temperatura ambiente
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foi adicionado o o6leo vegetal (6leo de girassol, Fula, Sovena, Portugal) e o Tween 80
(Sigma-Aldrich, Lisboa, Portugal). A mistura foi mantida em agitacdo durante 20 min e
de seguida homogeneizada num Ultraturrax (IKA T25 digital, Alemanha) a 15000 rpm
durante 2 min utilizando um instrumento de dispersao S 25 N-10G. Por fim a mistura foi
colocada num banho de ultrassons (3510, Branson) durante 15 min para desgaseificar. A
solugdo foi espalhada em placas de petri de plastico de 90 mm, onde durante 24h foram
secas em condicoes de temperatura (entre os 24-28°C) e humidade relativa (entre os 40-
55%) controlados. Apds esse periodo de tempo, os filmes foram acondicionados durante
72h numa caixa com uma solu¢do saturada de nitrato de magnésio hexahidratado
(Mg(NO3)2.H2072) a uma humidade relativa controlada entre 20-30%, para posterior

caracterizacao.

2.2.2. Filmes de Pectina e Carboximetilcelulose

Os filmes de pectina e carboximetilcelulose (CMC) — Filmes 2, 3, 4 ¢ 5 foram preparados
de acordo com o procedimento descrito para o filme de pectina, sendo
carboximetilcelulose (Merck KGa, Germany) adicionada juntamente com o glicerol. A
solugdo foi espalhada e armazenada nas mesmas condi¢des descritas para o filme de

pectina.

2.2.3. Filmes de Pectina e Quitosano

Para a preparacdo dos filmes de pectina e quitosano — Filme 6 foram preparadas solugdes
de pectina e quitosano isoladamente. O quitosano (KitoZyme, Herstal-Bélgica) foi
adicionado a agua destilada acidificada com 4acido acético glacial e a mistura mantida em
agitacdo durante 24 h. Paralelamente, a pectina de mag¢a foi também adicionada a dgua
destilada acidificada com acido acético glacial e mantida em agitagdo durante 24 h. Apds
este periodo, as duas solucdes foram misturadas e adicionado o glicerol, sendo de seguida
a solucdo final mantida em agitacdo durante 2 h. A solucgdo foi espalhada e armazenada

nas mesmas condi¢des descritas para o filme de pectina.
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2.2.4. Parametros avaliados nos filmes

Para avaliagdo do potencial das varias formulacdes testadas para aplicagdo em bagos de
romd3 foram monitorizados um conjunto de parametros nos varios filmes obtidos,
nomeadamente: a capacidade de formagdo de filme, aspeto visual (como falhas de

formagéo, cor e transparéncia) e solubilidade.

Para avaliagdo da solubilidade procedeu-se de acordo com o método descrito por Ec¢a et
al. (2015) com algumas modifica¢des. Amostras de filme (30 x 30 mm) foram secas em
estufa a 105 ° C durante 24 h. As amostras de filme secas foram pesadas (peso inicial) e
colocadas em tubos contendo 40 mL de 4gua destilada com 0,008 g de azida de sédio e
mantidas em agita¢do durante 24 h. Apos esse periodo, a solu¢do contendo o filme foi
filtrada, usando um filtro de 42,5 mm de didametro (GP/C, Whatman, Reino Unido) com
a ajuda de uma bomba de vacuo (6, Vaccuterand, Alemanha). A matéria insolavel foi
recolhida e seca durante 24 h em estufa a 105 °C (Figura 7). O peso da matéria insoltvel
foi determinado apods secagem e a solubilidade foi calculada de acordo com a seguinte
equagio:

__Pesofinal—Pesoinicial
Pesofinal

Solubilidade

Figura 7-- Placo com filtro e filme filtrado

Com base nos resultados obtidos (apresentados na sec¢do 3.2 dos Resultados e Discussdo)
considerou-se que o filme composto por quitosano e pectina apresentou caracteristicas
favoraveis para aplicagdo nos bagos de roma. O filme de quitosano e pectina foi utilizado

nas fases seguintes do trabalho.
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2.3. Incorporacio do extrato de residuos do descasque da roma

num revestimento comestivel

2.3.1. Determinacio da concentracio de extrato de residuos do descasque

da roma a incorporar no revestimento comestivel

Para a determinagdo da quantidade de extrato de residuos do descasque da romi a
incorporar no revestimento comestivel foi preparada uma solucio de revestimento a base
de quitosano (2 %) e pectina (0,5 %) de acordo com o descrito anteriormente no ponto
2.2.3. — Revestimento de pectina e quitosano (Filme 6). A quantidade de pectina foi
reduzida de 1% para 0,5% comparativamente com o filme descrito anteriormente uma
vez que com a incorpora¢do do extrato numa solugdo contendo 1% de pectina levou a
obten¢do de solugdes muito espessas, e de dificil aplicagdo. Apds mistura das solugdes
de quitosano e pectina, foi adicionado 0, 1, 2, 3, 4 e 5% de extrato de residuos do
descasque da roma. As solu¢des contendo o extrato foram posteriormente mantidas em
agitacdo até dissolucdo completa do extrato. Apods preparacdo das varias solugdes,
procedeu-se a sua aplicagdo nos bagos de roma para avaliagdo de condigdes praticas de
aplicagdo dos filmes, e aspeto geral e teor em fendis totais dos bagos de roma revestidos.
Os bagos de roma foram imersos na solugdo de revestimento durante 5 min como mostra

a Figura 8A e colocados a secar a temperatura ambiente durante 24 h (Figura 8B).

e
T

Figura 8- A- Bagos imersos na soluciio de revestimento; B- Bagos com revestimentos colocados a
secar a temperatura ambiente

2.3.2. Quantificacao de fendis totais

Para a quantificagdo do teor em fendis totais nos bagos de roma foi preparado um extrato
metandlico dos bagos de acordo com o procedimento descrito por Maghoumi et al.,

(2014) com algumas alteragdes. Brevemente, a 5 g de bagos de roma adicionou-se 10mL
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de solucdo de metanol: agua (2:8) (suplementado com 2mM de NaF para inativar a
atividade de oxidase de polifenol e evitar a degradacdo fendlica). A mistura foi
homogeneizada usando o Ultra Turrax (T25 digital, IKA) a uma velocidade 25000 rpm
durante 20 min e de seguida centrifugada a 12000 rpm durante 25 min a 4 ° C. O
sobrenadante foi recolhido e armazenado a -20°C até a quantificacdo de fendis totais. Para
cada concentragdo de extrato de residuos do descasque de roma foram preparados trés
extratos metanolicos. A quantificacdo de fendis totais foi realizada pelo método Folin-
Cioccalteau de acordo com o procedimento descrito por Falleh ez al., (2008) e apresentado
anteriormente secc¢do 2.1.2- Quantificacdo de fendis totais. Os resultados foram expressos

em miligramas de equivalentes de dcido gélico (EAG)/100g amostra.

Com base nos resultados obtidos (apresentados na sec¢do 3.3. dos Resultados) optou-se
pela incorporacdo de 3 % de extrato de residuos do descasque da roma no filme de
quitosano e pectina. Os filmes de pectina e quitosano sem extrato e com 3 % de extrato
foram caracterizados (se¢do 2.4. Caracterizagdo dos filmes) e aplicados em bagos de roma

(secdo 2.5. Processamento minimo de roma).

2.3.3. Analise estatistica

Os resultados foram comparados usando o procedimento GLM do SAS (SAS Institute,

Inc, Cary, NC, USA). O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em P < 0,05.

2.4. Caracterizacio dos filmes

A composi¢ao dos filmes caracterizados ¢ apresentada na Tabela 3. Os filmes compostos
por 2% de quitosano e 1% de pectina (QP) foram preparados de acordo com o descrito
em 2.2.3, enquanto que os filmes compostos por 2% de quitosano, 0,5% de pectina e 3%
de extrato de residuos do descasque da roma (QPE) foram preparados de acordo com o

descrito em 2.3.1.
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2.4.1. Determinacio da espessura, gramagem e densidade

A espessura dos filmes foi medida em 5 pontos diferentes com um micrometro (Figura 9,
Elcometer, 124Thickness Gauge:0,5mm, India). A gramagem e a densidade foram

determinadas da seguinte forma:

Gramagem (g/ cm2)= %
Densidade (g/cm3)= massa (g)

espessura (mm)+* area (cm?

Figura 9-Micréometro

2.4.2. Determinacao da cor

A cor dos filmes foi determinada com um colorimetro (Figura 10, CR-400, Konica
Minolta, Japao) usando o sistema CIE L* a* b*, sendo o L* a luminosidade e que varia
entre 0 (preto) e 100 (branco), o a* os tons verdes/vermelhos e o b* os tons
amarelos/azuis. O colorimetro foi calibrado usando uma placa branca de referéncia
fornecida com o colorimetro. O angulo de tonalidade (h*) foi calculado a partir tan-1
(b*/a*), em que 0° representa vermelho, 90° amarelo, 180° verde e 270° azul (Robles-
Sanchez et al., 2009). A cor foi medida na parte inferior e superior de cada revestimento.
Para determinar a variagdo total de cor entre as trés coordenadas para cada revestimento,
foi utilizada a seguinte formula: A= [AL*2 + Aa*2 + Ab*2]1/2, onde (AL*2), (Aa*2) e
(Ab*2) sdo a soma das diferencas de L*, a* e b*, usando-se os valores de L*, a* e b* da

placa de calibragdo como referencia.
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Figura 10- Colorimetro

2.4.3. Determinacio da transmissido da luz e transparéncia

A transmissdo da luz foi medida num espectrofotometro (Helios Alpha, Thermo
Scientific, England) a comprimentos de onda selecionados de 200 a 800 nm. A

transparéncia do filme foi calculada pela seguinte equacao:
A . _ A600
Transparéncia = —

Onde, A600 ¢ a absorvancia a 600 nm e x a média da espessura do filme em milimetros.

2.4.4. Determinacio da firmeza

A firmeza dos filmes foi determinada utilizando-se um texturometro (TA.HDPlus, Stable
Micro Systems, Reino Unido) equipado com uma célula de carga de 5 kg. Em 5 filmes
escolhidos aleatoriamente foi determinada a for¢a méaxima necessaria para que uma sonda
de 3 mm perfure os filmes a uma velocidade 1mm/s percorrendo uma distancia de 5 mm.

Todas as medic¢des foram realizadas a 20 °C e os resultados foram expressos em N.

2.4.5. Determinacio do swelling

O swelling (a caracterizagdo do inchaco do filme) foi determinado de acordo com o
método descrito por Ega et al. (2015) com algumas modifica¢des. Fragmentos de filme
foram cortados com a dimensdo 35 x 20 mm e colocados em tubos falcon com 40 mL de

agua destilada, onde permaneceram durante 24 h em repouso e a temperatura ambiente.
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Ap6s este periodo os filmes foram retirados, secos cuidadosamente com papel absorvente,
pesados e colocados numa estufa a 70 °C durante 24 h. No final do periodo de secagem

foi determinada a quantidade de agua absorvida pelo filme.

2.4.6. Determinaciao da humidade e solubilidade

O teor de humidade e solubilidade dos filmes foram determinados de acordo com o
procedimento descrito por Eca et al. (2015) com algumas modificacdes. Para
determinag@o da humidade foram usados fragmentos de filme com uma dimensao de 30
x 30 mm. Os fragmentos de filme foram secos a 105 °C (Figura 11A) durante 24 he a
percentagem de humidade foi determinada pela diferenga do peso final com o peso inicial.
A solubilidade foi determinada por filtragdo dos fragmentos de filmes secos (Figura 11B)

de acordo com o descrito em 2.2.4.

Figura 11- A- Fragmentos de filmes secos a 105°C; B- Filtracao

2.4.7. Determinacio da permeabilidade

A permeabilidade foi determinada de acordo com o método descrito por Ega et al. (2015),
com algumas alteragdes. Resumidamente, os filmes foram colocados sobre umas células
de permeabilidade (diametro = 65mm) com uma abertura circular e seladas com elésticos-
O interior da célula foi preenchido com 9 mL de 4gua destilada e as células foram
colocadas num exsicador com ventilagdo (ventoinha), como mostra a Figura 12. O peso
nas células foi monitorizado durante § horas com intervalos de uma hora. As andlises

foram realizadas em triplicado.
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Figura 12- Exsicador com células de permeabilidade

A permeabilidade foi determinada de acordo com a seguinte equag3o:

_Na8
AP

Onde, P — permeabilidade (mol m/ m2 s Pa); Na — fluxo molar de vapor de agua (mol/
m2 s); & — espessura do filme (m); AP — diferenca de pressdo de vapor de agua entre os

dois lados do filme(Pa).

2.4.8. Quantificacao de fendis totais

A quantificacdo de fendis totais nos filmes foi realizada pelo método Folin-Cioccalteau
de acordo com o procedimento descrito por Falleh et al. (2008) e apresentado
anteriormente sec¢do 2.1.2. Os resultados foram expressos em miligramas de

equivalentes de acido galico (EAG)/g amostra.

2.4.9. Determinacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos filmes foi determinada por dois métodos: o método da
captura do radical livre 2,2-diphenyl-1-picrylhyfrazyl (DPPH) e o método de redugéo do
ferro (FRAP), conforme descrito na secg¢do 2.1.3. Os resultados foram expressos em
miligramas de equivalentes de 4cido ascorbico (EAA)/g amostra no método do DPPH e

em mM equivalentes de sulfato ferroso (ESF) por g amostra no método do FRAP.
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2.4.10. Determinacao da atividade antimicrobiana

A determinacdo da atividade antimicrobiana nos filmes foi realizada pelo Testes de
Difusdao em disco em agar, utilizando as mesmas estirpes bacterianas usadas para a
determinagao das CMIs no extrato (Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis
e Salmonella enteretidis), com uma concentra¢ao de aproximadamente 107 ufc/mL, como
descrito na sec¢do 2.1.4. Uma porcdo de 100 ul de cada cultura bacteriana foram
inoculados, recorrendo a um espalhador estéril em forma de T, em meio Muller Hinton
Agar (MHA), de modo a se obter um crescimento bacteriano uniforme (em tapete). Apos
secagem (5 min) aplicou-se, com a ajuda de uma pinga estéril, discos de cada um dos
filmes (sem e com extrato), previamente cortados uniformemente com 0,5 cm de
diametro. Uma vez que o quitosano e o acido acético glacial usados na composicao dos
revestimentos tém sido descritos como tendo atividade antimicrobiana, foram feitos
controlos destes reagentes nas mesmas proporgoes que foram adicionados nos filmes (2%
de quitosano (m/v) e 1.2% acido acético glacial). Para tal, embebeu-se 10ul de quitosano
e de 4cido acético glacial em discos de filtro estéreis de 0,5 cm de didmetro e procedeu-
se de igual modo ao previamente mencionado. A incubagdo decorreu durante 24 h a 37
°C. Apds 24 h, foi avaliado o crescimento bacteriano, ou auséncia do mesmo, através da
formagdo de halos de inibigdo em redor dos discos. Quanto maior o halo de inibig3o,
maior o efeito antimicrobiano dos filmes e/ou solucdes de controlo. Estes ensaios foram

realizados em triplicado.

2.4.11. Analise estatistica

Os filmes foram comparados usando o procedimento GLM do SAS (SAS Institute, Inc,
Cary, NC, USA). O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em P < 0,05.
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2.5. Processamento minimo da roma
2.5.1. Romas e processamento minimo

Para o processamento minimo foram utilizadas romas da variedade ‘Acco’ produzidas na
regido do Baixo Alentejo. Apos colheita, as romas foram mantidas a 4 °C até ao
processamento minimo. As romads foram desinfetadas numa solu¢do aquosa de
hipoclorito de soédio (200 ppm) durante 5 min, lavadas com &4gua corrente e
posteriormente secas com papel absorvente. As romas foram descascadas manualmente,
com a ajuda de uma faca e os bagos recolhidos. Os bagos foram distribuidos
aleatoriamente em trés lotes e cada um dos lotes submetidos a um dos seguintes
tratamentos: 1) imersdo em agua destilada (controlo, C); ii) imersdo em solugdo de
revestimento de quitosano e pectina (QP); e iii) imersao em solug¢ao de revestimento de
quitosano e pectina com 3% de extrato de residuos de descasque da roma (QPE). As
solugdes de revestimento foram preparadas de acordo com o descrito na sec¢ao 2.4. Em
todos os tratamentos, os bagos foram imersos nas solugdes correspondestes durante 5
min. O excesso de revestimento foi drenado e os bagos secos a temperatura ambiente.
Apos a secagem, os bagos foram distribuidos aleatoriamente por tacas plasticas (100 g
por cada taca) e as tacas cobertas por filme de polipropileno biorientado (BOPP),
utilizando uma seladora manual (Table Sealer, AVC). As embalagens foram armazenadas
a4+1°Cpor 14 dias, e nos dias 1,4, 7, 11 e 14 de armazenamento foram avaliadas trés
embalagens por cada um dos tratamentos. Na Figura 13 apresenta-se em fluxograma as

principais operacdes realizadas durante o processamento minimo da roma.
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Figura 13- Esquema do processamento da Roma. C: bagos de controlo; QP: bagos imersos em revestimento de quitosano
(2%) pectina (1%) e QPE: bagos imersos em revestimento de quitosano (2%) pectina (0,5%) com 3% de extrato




2.5.2. Determinacio da perda de peso

O peso inicial e final de cada embalagem foi determinado usando uma balanca de precisio
(AB204, Mettler Toledo, Alemanha). A perda de peso foi calculada de acordo com a

seguinte equagio:
Perda de peso = [(Pi-Pf)/ (P1)] x 100,

onde Pi € o peso inicial (g) dos bagos embalados no dia 0 (dia de embalamento) e o Pf ¢

o peso final (g) em cada dia de amostragem (4,7, 11 e 14).

2.5.3. Determinacio do pH, sélidos soltiveis totais e acidez titulavel

A determinagdo do pH, sélidos soluveis totais (SST) e acidez titulavel (AT) foi realizada
em sumo de roma (Figura 14). O sumo foi preparado numa maquina doméstica de fazer
sumos (FAGOR, Portugal) utilizando bagos de cada uma das embalagens. O teor em SST
foi determinado com um refratometro digital (RX-50000, Atago, Japao) a 20°C. Os
resultados foram expressos em °Brix. A AT foi determinada por titulagdo com NaOH 0,1
N de 1 mL de sumo diluido em 10 mL de 4gua destilada com ap6s adi¢do de 3-4 gotas de
indicador fenolftaleina (1%). Os resultados foram expressos em % de acido citrico. O pH
dos sumos foi medido num potenciometro (C861, Consort, Turnhout, Bélgica), a

temperatura ambiente. Todas as determinagdes foram feitas em duplicado.

Figura 14- A) Determinacio do pH; B) Determinacgio de SST; C) Determinacio da acidez titulavel
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2.5.4. Determinacio da cor

A cor dos bagos de rom3 minimamente processada foi determinada com um colorimetro
usando o sistema CIE L*, a*, b* (como descrito na sec¢do 2.4.2.), utilizou-se um

acessorio CR-AS50 (Konica Minolta, Osaka, Japdo) para materiais granulares (Figura 15).

Para a determinacdo da diferenga total de cor entre as trés coordenadas L*, a* e b*, é
utilizada a seguinte formula: AE= [(AL*2 +Aa*2 + Ab*2]"2. E para a determinagio do

angulo Hue utilizou-se a seguinte formula: AH= arctan (a*/b*) x (180/ w)

-

Figura 15- Determinaciio da cor para materiais granulares

2.5.5. Determinacio da firmeza

A firmeza dos bagos de roma foi determinada utilizando-se um texturometro (TA.
HDPlus, Stable Micro Systems, Reino Unido) equipado com uma célula de carga de 5
kg. Em 10 bagos escolhidos aleatoriamente por cada embalagem foi determinada a
forca maxima necessaria para que uma sonda cilindrica de 35 mm (P/35) comprima o
bago a uma profundidade de 5 mm, com uma velocidade de 1 mm/s (Figura 16). Todas

as medi¢des foram realizadas a 20 °C e os resultados foram expressos em N.
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Figura 16- Determinacio da textura no texturometro

2.5.6. Analises microbiolégicas

Para a determinacdo da qualidade microbiologica dos bagos de romd minimamente
processada, adicionou-se 10 g de bagos de cada uma das embalagens a 90 mL de meio
diluente Peptone Buffered Water (PBW) (Liofilchern, Roseto Degli Abruzzi, Italia) e
homogeneizou-se num Stomacher (400 Circulator, Seward, West Sussex, Reino
Unido). Preparam-se dilui¢des seriadas de 1:10 utilizando o mesmo meio diluente.
Para a contagem de mesofilos totais e psicrofilos, foi inoculado 1 mL de cada diluigdo
em meio Plate Count Agar (PCA), por incorporagdo e incubou-se a 30 = 1 °C durante
72h, no caso dos mesdfilos, e a 4 = 1 °C durante 7 dias, no caso dos psicréfilos. Para
a contagem de bolores e leveduras, 1 mL das vérias dilui¢des foi inoculado em meio
Yeast Glucose Chloramphenicol Agar (YGCA), por incorporagdo e incubou-se a 25 +
1°C durante 5 dias. Todas as inoculagdes foram feitas em triplicado. Para
microrganismos mesofilos e psicrofilos apenas as contagens entre 30-300 ufc foram
consideras, enquanto que para as leveduras e bolores s6 foram consideradas contagens
entre 1-30 ufc. Os resultados foram expressos log de unidades formadoras de colonias

por grama de amostra (log ufc/g).

2.5.7. Quantificacio de fendis totais e antocianinas totais

Para a quantificagdo de fendis totais e antocianinas nos bagos de roma, foi preparado
um extrato metandlico de acordo com o procedimento descrito por Maghoumi et al.,
(2014) e apresentado na seccdo 2.2.2. Para cada embalagem foram preparados dois

extratos metanodlicos.
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A quantificacdo de fenois totais nos bagos de roma foi realizada pelo método Folin-
Cioccalteau, como descrito na sec¢do 2.1.2. Os resultados foram expressos em
miligramas de equivalentes de acido galico (EAG) por 100 g de peso fresco (mg
EAG/100 g PF).

A quantificacdo de antocianidinas foi realizada pelo método do pH diferencial, de
acordo com o procedimento descrito por Giusti and Wrolstad, (2001). Brevemente,
procedeu-se a diluicdo do extrato metandlico em tampdo de cloreto de potéssio
0,025M, pH=1e tampao acetato de sodio 0,4M, pH=4,5. Apos agitacdo no vortex, a
mistura foi incubada no escuro e a temperatura ambiente durante 15 min. A
absorvancia foi lida a dois comprimentos de onda, 515 ¢ 700 nm, utilizando-se um
espectrofotometro (Helios Alpha, Thermo Scientific). O método recomenda a leitura
de absorvancia a dois comprimentos de onda, um em que ocorre absor¢cdo nao
relacionada com as antocianinas (700 nm) (outras particulas em suspensao,
interferentes) e outro em que ocorre absor¢do maxima da antocianina
maioritaria/padrdo da amostra (comprimento testado: 515 nm para cyanidine 3-
glucoside, cy3g). Para a determinagdo do teor em antocianidinas totais, utilizou-se a
seguinte equagao:

AxMWxDFx 1000
EXL

Antocianidinas totais =

A =[Améx — A700]pH]1

Em que, A= Absorvancia; Amax= Absorvancia maxima na zona do visivel (515 nm
para cy3g); MW= Peso molecular da antocianidina maioritaria (449,2 g/mol para
cy3g); DF= Fator de diluicdo; & =Coeficiente de extincdo molar da antocianidina

maioritaria (26900 para cy3g); L= Comprimento da célula (1 cm).

Os resultados foram expressos em mg de cyanidine 3-glucoside (por 100g peso fresco

(mg cyanidine 3-glucoside /100 g PF).

2.5.8. Determinac¢ao da atividade antioxidante total

A atividade antioxidante nos bagos de roma foi determinada no extrato metanolico

previamente preparado por dois métodos: o método da captura do radical livre 2,2-
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diphenyl-1-picrylhyfrazyl (DPPH) e o método de reducdo do ferro (FRAP) de acordo
com o descrito na sec¢do 2.1.3. Os resultados foram expressos em miligramas de
equivalentes de acido ascorbico (EAA)/100g PF no método do DPPH e em mmol
equivalentes de sulfato ferroso (ESF) por 100g PF no método do FRAP.

2.5.9. Analises sensoriais

Para a analise sensorial apenas foram utilizados bagos de roma no primeiro dia de
armazenamento. O painel de avaliagdo (Figura 17) foi composto por 10 provadores
ndo treinados. Aos provadores foi solicitada a avaliagdo dos seguintes pardmetros:
aroma, cor, aparéncia global, firmeza, sabor, dogura e apreciacdo global, usando uma
escala de 9 pontos (ficha de prova apresentada no Anexo I), onde 1 corresponde a
desgostei muito e 0 9 gostei muito. Pontuagdes acima de 6 foram considerados como

aceitaveis para consumo comercial.

Figura 17- Painel de Avaliacio

2.5.10. Analise Estatistica

Os dados relativos aos parametros fisico-quimicos e microbiologicos foram analisados

através do procedimento GLM do SAS (SAS Institute, Inc, Cary, NC, USA),

considerando o tratamento (T) aplicado nos bagos de roma (C, QP e QPE) e o tempo de

armazenamento (TA, 1,4, 7, 11 e 14 dias) como efeitos principais. Também foi avaliada

a intera¢do entre o tratamento e o tempo de armazenamento (T * TA). Relativamente a
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analise sensorial, foi apenas analisado o efeito do tratamento (T) através do procedimento

GLM do SAS. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em P < 0,05.
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3. Resultados e discussao

3.1.Caracterizacao do extrato de residuos do descasque da roma

Obtiveram-se 163,32 g de extrato liofilizado, correspondendo a um rendimento de
extracdo 10,2%. O teor em fendis totais e a atividade antioxidante (DPPH e FRAP) do

extrato de residuos do descasque da roma sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Teor em fendis totais e atividade antioxidante do extrato de residuos de descasque da romi

Parametros analisados Média + Desvio Padrao

Fenois totais (mg EAG/g) 111,7+3,25

Atividade antioxidante

DPPH (mg EAA/g) 251,3+7,97
DPPH (% inibigao) 80,4 + 0,90
FRAP (mmol ESF/g) 4,40 + 0,357

EAG - Equivalentes de acido galico; EAA - Equivalentes de 4cido ascorbico; ESF- Equivalentes

de sulfato ferroso

O extrato preparado a partir dos residuos do descasque da roma (composto por casca e
membranas internas) apresentou um teor de fenois de 111,7 mg EAG/g. Gullon et al.
(2016) observou um teor de fendis totais inferior ao obtido no presente trabalho, de 19,30
mg de EAG/g de peso seco em farinha de casca de roma cv “Mollar de Elche” obtida por
prensagem. Em extratos de casca de roma preparados recorrendo a ultrassons, Tabaraki
et al. (2012) encontrou teores de fenois totais entre 55,1 e 89,2 mg EAG /g de peso seco,
enquanto que Kazemi ef al., (2016) encontrou valores de fenois totais entre 272,0 e 320,3

mg EAG/g de peso seco.

Relativamente a atividade antioxidante, o extrato de residuos do descasque da roma
apresentou valores de 251,3 mg EAA/g pelo ensaio de DPPH e de 4,40 mmol ESF/g pelo
ensaio de FRAP. A % de inibicao determinada pelo método do DPPH foi de 80,4%.
Tabaraki et al. (2012) utilizando ultrassons, obteve um extrato de casca de roma com
atividades antioxidantes na ordem de 24,3 to 63,4 mmol Fe?*/100 g peso seco e 60,1-83,5
% de inibicdo pelos métodos de FRAP e DPPH, respetivamente.

Os resultados obtidos tanto para o teor em fenois totais como atividade antioxidante sao

muito amplos, o que pode estar relacionado com fatores como as caracteristicas da
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matéria-prima e as condi¢des de extracdo utilizadas. No presente trabalho utilizamos a
totalidade do residuo gerado no descasque da roma, especificamente casca ¢ membranas
internas, enquanto que nos trabalhos citados foi utilizada apenas a casca. De referir
também que a composi¢do em fendis totais e a atividade antioxidante nos frutos ¢
dependente de varios fatores, como variedade, estado de matutacdo, condig¢des
edafoclimaticas e praticas culturais (Akhtar ef al., 2015), que podem variar muito entre
os varios trabalhos. As condigdes de extragdo, nomeadamente a técnica de extragcdo e o
solvente utilizado, o tempo e temperatura de extracao, a razao sélido:solvente e o tamanho
da particula também podem afetar o teor de fendis totais e a atividade antioxidante do

extrato (Tabaraki et al., 2012, Kazemi et al., 2016).

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana do extrato recorreu-se a determinacao
de Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), que corresponde a concentragdo minima de
agente antimicrobiano a qual se consegue no minimo 99% de inibi¢do de crescimento
bacteriano. Nos varios microrganismos testados, para a gama de concentracdes testadas
(0,0020 e 2,4 mg/ml) obteve-se no maximo uma inibi¢do de crescimento de 90%, nao
sendo assim possivel determinar a CMI nesta gama de concentragdes. De acordo com os
nossos resultados, Marchi et al. (2015) também ndo observaram atividade inibitéria em
extratos aquosos e alcodlicos de casca de roma para Escherichia coli e Salmonella
typhimurium. No entanto, em outros estudos diversos extratos de casca de roma
apresentaram atividade antimicrobiana para microrganismos como Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Salmonella sp (Kanatt et al., 2010;
Marchi et al., 2015; Gullon et al., 2016). A diferenca de resultados entre trabalhos podera
dever-se a diferente composicao dos extratos testados, dependendo essa composi¢do de
varios fatores como a caracteristicas da matéria-prima e das condi¢des aplicadas na
extracdo, como discutido anteriormente para a composicao em fenois totais e atividade

antioxidante.
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3.2.Desenvolvimento de revestimentos comestiveis para aplicacio em bagos

de roma

Os parametros analisados nos diversos filmes testados sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- Caracteriza¢io das diferentes formulacdes de filmes comestiveis

. Aptidao para Aptldao~ para . Solubilidade
Filme espalhamento em formacao de Aspeto visual (%)
placa filme -
1 Sem dificuldade de Sim 884 + 2,620
espalhar
) Sem dificuldade de Sim 773 + 9,49
espalhar
3 Dificil de espalhar Sim 449 +2.61°¢
4 Dificil de espalhar Sim 50,6 +1,33°
Solucao de
5 revestimento muito i i i
espessa, nao se
consegue espalhar
6 Sem dificuldade de Sim 30,5+ 2,274
espalhar

Um dos grandes desafios deste trabalho consistiu no desenvolvimento de um filme que
apresentasse caracteristicas adequadas a aplicagdo em bagos de roma, nomeadamente
baixa solubilidade para além da aptidao para formar filme e a facilidade de aplica¢do. A
pectina foi inicialmente escolhida como polimero base para a formulagao dos filmes
devido a sua natureza vegetal, ser um polimero natural, de baixo custo e biodegradavel.

Para além disso, a pectina apresenta elevada viabilidade para a produgao de filmes sé ou
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em combina¢do com outras matrizes e ¢ também um bom suporte para a incorporacdo de
compostos bioativos (Campos et al., 2011; Eca et al., 2015; Espitia et al., 2014). Filmes
de pectina tém sido usados com sucesso na conservacao de varios frutos minimamente
processados, como a manga (Moalemiyan ef al., 2012) e melao (Ferrari et al., 2013). Em
ensaios prévios realizados no CEBAL foi testada a aplicagdo de um filme de pectina em
bagos de romd minimamente processada, tendo-se, no entanto, verificado problemas
devido a elevada solubilidade do filme. No presente trabalho, pretendeu-se dar
continuidade a estes estudos, tentando-se solucionar a questao da solubilidade do filme.
Assim, foram feitas conjugagdes de pectina com outros polimeros, nomeadamente a CMC
e 0 quitosano. A incorporagdo de niveis crescentes de CMC no filme —0,25; 0,50 € 0,75%
levou a uma reducdo significativa da solubilidade, observando-se uma solubilidade de
50,6% nos filmes com 0,75% de CMC (Filme 4), enquanto que o filme apenas de pectina
(Filme 1) apresentou uma solubilidade de 88,4%. No entanto, a utilizacdo de quantidades
de 0,5% e superiores de CMC torna as solugdes muito espessas ¢ dificeis de espalhar em
placa, ndo tendo sido possivel colocar em placa a solu¢do de filme com 1 % de CMC. Os
melhores resultados em termos de solubilidade foram obtidos no filme de quitosano e
pectina (Filme 6), que apresentou uma solubilidade mais baixa (30,5%)

comparativamente os restantes filmes testados (variam entre 50,6% e 88,4%).

Tendo em conta a sua baixa solubilidade, bem como a capacidade de formacao de filme
e a perspetiva de uma facil aplicagdo no produto, o filme selecionado para utilizar em
roma minimamente processada foi composto pela mistura de pectina e quitosano (Filme
6). Por outro lado, para além de contribuir para solucionar o problema da solubilidade, o
quitosano possui propriedades antimicrobianas (Alvarez et al., 2013; Ochoa-Velasco and
Guerrero-Beltran, 2014), aumentando assim as propriedades bioativas do filme. Por
exemplo, Ochoa-Velasco and Guerrero-Beltran (2014) verificaram que a aplicacdo de um
revestimento de quitosano em figo-da-india minimamente processado ¢ eficaz na
manutenc¢do da qualidade do produto durante o armazenamento, retardando o crescimento

microbiano.
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3.3.Incorporacio de extrato de residuos do descasque de roma em filme

comestivel

Foram incorporadas percentagens crescentes de extrato de residuos do descasque da roma
(0, 1, 2, 3, 4 e 5%) no filme selecionado anteriormente (Filme 6) e as solucdes obtidas
aplicadas em bagos de roma. A sele¢do da percentagem a incorporar foi feita com base
em questdes operacionais de aplicagdo do filme, aspeto geral dos bagos e na quantidade
de fenois totais presentes no fruto. Na Tabela 6 apresentam-se os parametros analisados

e utilizados para a sele¢ao a quantidade de extrato a incorporar no filme.

Tabela 6- Incorporacgio do extrato no revestimento e otimizacio das concentracdes a usar

Condigdes de aplicagdo nos  Aspeto geral dos SO ik (i

0
% de extrato (A — v EAGge(;(; (;g) peso
0 Solug¢do de revestimento 118.0¢
liquida e de facil aplicagdo ’
1 Solugao de revestimento 116.7°
liquida e de facil aplicagao ’
Solucao de revestimento
2 pouco espessa e de facil 121,5¢
aplicagdo
Solucdo de revestimento
3 espessa e de média 129.9°
aplicagdo
Solucdo de revestimento
4 muito espessa e de dificil 134,3°
aplicacao
Solu¢do de revestimento
5 muito espessa e de dificil 159,42

aplicagdo

O teor em fendis totais nos bagos revestidos com o filme contendo as diversas
percentagens de extrato foi avaliada com a finalidade de se selecionar a quantidade de
extrato que permita aumentar significativamente o teor em fenois do fruto, incrementando

assim o valor nutricional do fruto, mas também o fornecimento de compostos com
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possivel acdo antioxidante e antimicrobiana para auxiliar na preservacdo do produto.
Entre as percentagens estudadas, os maiores valores de fenodis foram obtidos nos bagos
de roma revestidos com filme contendo 5% de extrato (159,4 mg EAG/100g peso fresco).
No entanto, este revestimento apresentou-se de dificil aplicagao nos bagos, uma vez que
a incorporacao de 5% de extrato no filme tornou a solugdo de revestimento muito espessa,
sendo possivel identificar nos bagos de roma o revestimento (Tabela 6). Por outro lado, a
aplicagdo de quantidades de extrato mais baixas de extrato (1 e 2 %) embora tenham
permitido uma facil aplicagdo e um aspeto visual mais apelativo nos bagos de roma,
conduziu a um conteudo em fenodis totais mais baixo e estatisticamente semelhante aos
dos bagos de controlo (0% de extrato). Os bagos de roma revestidos com as solugdes
contendo as quantidades intermédias de extrato a (3 e 4 %) apresentaram um teor de fendis
totais semelhante (129,9 e 134,3 mg EAG/100g peso fresco para 3 e 4 %, respetivamente).
No entanto, a solucdo de revestimento com 3 % de extrato apresentou-se menos espessa
comparativamente com a de 4% de extrato, sendo assim mais facil de aplicar e resultando
em bagos com aspeto visual aceitavel. Desta forma, optou-se pela incorporagao de 3% de
extrato de residuos do descasque de roma no revestimento de quitosano e pectina, a

aplicar nos bagos de roma.

46



3.4.Caracterizacio dos filmes

Na Tabela 7 apresentam-se alguns dos pardmetros fisicos € quimicos analisados nos
filmes de quitosano e pectina (2 e 1%, respetivamente, QP) e quitosano e pectina (2 e

0,5% respetivamente) com 3% de extrato de residuos do descasque da roma (QPE).

Tabela 7-Propriedades, quantificacio de fenoéis e atividade antioxidante dos filmes comestiveis

Filmes
P
QP QPE
Espessura (mm) 0,051 £0,0070 0,042 + 0,0006 0,016
Gramagem (g/cm?) 0,004 + 0,0006 0,004 + 0,0003 0,137
Densidade (g/cm?) 0,86 + 0,144 0,95 + 0,083 0,369
Humidade (%) 28,9+ 0,55 24,4+ 5,87 0,129
Swelling (g/g) 250 + 50,2 125 +43.4 0,004
Solubilidade (%) 30,5+2,27 20,4 £ 5,59 0,006
g:?neabﬂidade (molmme*s o )3piiy | g6SEl 1 35E-10£4,743E1 0,117
Firmeza (N) 39,8 £12,10 88,0 £9,58 <0,001
Transparéncia (nm/mm) 10,0 +3,19 5,820,777 0,021
Transmissao de luz (nm)
200 0,015 + 0,0009 0,029 £+ 0,0008 <0,001
280 0,023 +0,0077 4,51 £1,187 <0,001
300 0,034 + 0,0097 12,3 +2,81 <0,001
350 0,052 +£0,0151 23,9 +3,28 <0,001
400 0,143 +£0,0416 35,5+3,33 <0,001
500 18,8 £ 1,94 49,1 +£3,57 <0,001
600 24,9 + 8,99 54,8 +£ 3,08 <0,001
700 28,0 £ 9,35 57,6 £2,62 <0,001
800 29,6 + 9,34 59,0 £2,40 <0,001
Cor
L* 89,6 £ 0,36 80,5+ 1,31 <0,001
a* -0,76 £ 0,038 -2,85+ 0,497 <0,001
b* 15,5+ 0,61 47,7 + 2,44 <0,001
C 15,4+ 0,61 478 + 2,41 <0,001
H* 92,8 +0,19 93,4 + 0,72 0,013
AE 91,0 £0,30 93,7+0,53 <0,001
AH* 15,0£0,61 473 +£2,41 <0,001
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A gramagem, densidade, humidade e permeabilidade ao vapor de 4gua ndo diferiu entre
os filmes testados (P > 0,05), sendo em média 0,04 + 0,0005 g/cm?; 0,91 £ 0,117 g/cm?;
9,73E!! + 4363 E''% e 26,7 £ 4,579 mol m m? s Pa, respetivamente. Os outros
parametros analisados, como espessura, swelling, solubilidade, firmeza, transparéncia,
transmissdo de luz e cor diferiram significativamente entre os dois filmes (P <0,05). O
filme QP apresentou maior espessura, swelling e solubilidade que o filme contendo o
extrato (filme QPE). Por outro lado, a firmeza, avaliada pelo teste de perfuracao foi maior

no filme com extrato comparativamente com o filme sem extrato.

O filme QP apresentou maior transparéncia que o filme QPE (10, 0 vs. 5,82 nm/mm).
Relativamente 4 transmissao de luz numa gama de 200-800 nm, o filme QP apresentou
menores valores de transmitancia que o filme QPE para todos os comprimentos de onda

testados.

A incorporagdo do extrato de residuos do descasque da roma conferiu uma cor amarela
aos filmes, refletindo-se em maiores valores da coordenada b* nos filmes QPE que nos
QP. Os filmes QPE apresentaram menores valores de L* e a* e maiores de valores de C
e H* comparativamente com os filmes QP. Maiores variagdes (AE e AH*) relativamente
a placa branca que serviu de referéncia também foram observadas nos filmes com extrato

(QPE) que nos filmes sem extrato (QP).

Na Tabela 8 apresentam-se os resultados para o teor de fenois totais e atividade
antioxidante nos filmes com e sem extrato. Os filmes sem incorporacdo de extrato (QP)
ndo apresentaram fenois totais e atividade antioxidante. Por outro lado, os filmes com
incorporagdo de 3% de extrato de residuos do descasque da roma (QPE) apresentaram um
teor de fenois totais de 6,3 mg EAG/g e atividades antioxidantes na ordem de 1,46 mg
EAA/g e % de redugdo de 64,6% pelo método de DPPH, e 0,037 mmol Eq Fe** pelo
método de FRAP.
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Tabela 8 — Teor em fenois totais e atividade antioxidante dos filmes

Filmes
QP QPE
Fendis totais (mg EAG/g) - 6, 3+ 0,76
Atividade Antioxidante
DPPH (mg EAA/g) - 1,46 + 0,384
DPPH (% inibigdo) - 64,6 + 2,62
FRAP (mmol Eq Fe**/g) - 0,037 +0,0018

Também foi determinada a atividade antimicrobiana dos filmes contra as bactérias
patogénicas Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis e Salmonella
enteretidis através da observacdo de halos de inibi¢do (Figura 18). Relativamente aos
resultados tanto para os filmes QP e QPE ndo foram observados halos de inibi¢do para
nenhum dos microrganismos estudados, o que indica que os filmes nio apresentam
atividade antimicrobiana para estes microrganismos. Da mesma forma o controlo de
quitosano ndo apresentou atividade antimicrobiana. Apenas o controlo de acido acético

apresentou halos de inibi¢do para as trés bactérias.

Figura 18- Halos de Inibic¢iio - em cima a esquerda o filme QP e a direita o filme QPE, em baixo 49
a esquerda o controlo do dcido acético e a direita o controlo de quitosano. A) Escherichia coli;
B) Enterococcus faecalis; C) Salmonella enteretidi



Alvarez et al.,(2013) estudaram as propriedades antimicrobianas de filmes de quitosano
e filmes de quitosano enriquecidos com diversas fontes de compostos naturais, como
polen de abelha, extrato etanolico de propolis, extrato seco de roma, resveratrol e 6leos
essenciais (0leo essencial de melaleuca, alecrim, cravo, limao, caléndula e aloé vera),
determinadas por ensaios in vitro e ensaios in vivo em brocolos minimamente processado.
Neste estudo, os resultados obtidos in vivo mostraram que filmes de quitosano
enriquecidos com compostos bioativos t€ém propriedades antibacterianas. Yuan et al.
(2015) mostraram que o revestimento quitosano em combinac¢ao com extrato de casca de
romd aumentava a eficacia do revestimento para a inibicdo microbiana. Ainda em outro
estudo, mostrou-se que revestimentos de quitosano em combinag@o com o acido acético
eram uma boa alternativa para retardar o crescimento microbiano no periodo de
armazenamento, sendo que a quantidade de acido acético usado ndo afetava os resultados

(Ochoa-Velasco and Guerrero-Beltran, 2014).

Como se pode observar, apenas o controlo com acido acético apresentou atividade
antimicrobiana contra as trés bactérias estudadas através da formacdo de halos de
inibi¢ao. Embora varios estudos mostrem atividade antimicrobiana de revestimentos de
quitosano, tal ndo se observou neste trabalho, o que pode estar relacionado com fatores
como a sua concentragao, o seu peso molecular e o seu grau de acetilagdo que podem
influenciar a sua a¢do antimicrobiana (Goy et al., 2009; Liu et al., 2006). Por outro lado,
embora os filmes (QP e QPE) tenham na sua composi¢ao acido acético, nenhum deles
apresentou atividade antimicrobiana. Tais resultados podem dever-se as condigdes de
formacdo dos filmes e as possiveis ligacdes moleculares que se estabeleceram entre o
acido organico e o quitosano e que podem reduzir a difusdo do dcido no meio e o seu
efeito antimicrobiano. De acordo com Doores (1993) a acdo antimicrobiana do acido
acético pode ser afetada por varios fatores como o comprimento da cadeia, o seu grau de
ramificacdo e a propor¢cdo de formas ndo dissociadas do 4cido que favorecem a sua

penetracao nas membranas plasmaticas dos microrganismos.
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3.5.Processamento minimo
3.5.1.Perda de peso

Os resultados de perda de peso nos bagos durante o tempo de armazenamento sao

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9- Efeito dos tratamentos na perda de peso nos bagos de romd ao longo dos 14 dias de

armazenamento.
Tratamento Perda de peso
(T) Tempo de armazenamento (TA,d) %)
4 0,166
7 0,200
¢ 11 0,432
14 0,532
4 0,133
7 0,499
QP 11 0,466

14 0,750
4 0,449
7 0,300

QPE 11 0,749
14 0,599

EPM 0,1190

P
T 0,079
TA 0,002
T*TA 0,268

C - Controlo; QP - Revestimento de quitosano e pectina; QPE — Revestimento de quitosano e pectina

com 3% de extrato de residuos do descasque da roma.

A perda de peso dos bagos de roma ao longo do periodo de conservagdo nao foi afetada
pelo tratamento aplicado (P = 0,079). No entanto, independentemente do tratamento
aplicado verificou-se um aumento da perda de peso dos bagos ao longo dos 14 dias de

conservagao, atingindo uma perda de 0,612% no ultimo dia de conservacao (Figura 19).
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Figura 19- Perda de peso nos bagos de roma ao longo do periodo de conservacio

Caleb et al. (2013) verificaram perdas de peso na ordem dos 0,5 e 0,8% em bagos de roma
das variedades “Acco” e “Herskawitz’, respetivamente, mantidas a 5 °C. Ghasemnezhad
et al. (2012), também observaram em bagos de roma sem revestimento ou revestidos com
quitosano, perdas de peso entre 0,62 e 0,75% apdés 12 dias conservagdo a 4 °C.
Contrariamente aos nossos resultados, Ghasemnezhad et al. (2012) verificaram que a
aplicagdo de um revestimento de quitosano (0,5 e 1%) em bagos de roma leva a uma

diminuic¢do da perda de peso dos bagos ap6s 12 dias de conservacdo comparativamente

com bagos sem revestimento.

3.5.2. Teor de Solidos Totais, Acidez titulavel e pH

O teor em soélidos soluveis totais (SST), acidez titulavel (AT) e pH dos bagos de roma
sujeita aos diferentes tratamentos e ao longo do tempo de armazenamento sao

apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Teor em sélidos soluveis totais (SST), Acidez titulavel, pH e razio TSS/AT dos bagos de roma

ao longo de 14 dias de armazenamento a 4°C

Tratamento aﬂgaezr:fl’;’nf:n o SST AT L TSS/A
(T) (TA. d) (°Brix) (% 4cido citrico) P T
1 13,2 0,50 4,064 16,9
4 12,7 0,50 4,02¢ 16,2
C 7 14,4 0,58 3,75° 15,9
11 13,7 0,56 3,60? 15,9
14 14,4 0,68 3,582 13,5
1 12,3 0,48 4,17 16,5
4 15,0 0,50 3,98° 19,1
QP 7 12,7 0,52 4,15 15,5
11 13,2 0,58 4,054 14,6
14 13,0 0,60 4,01 14,6
1 12,6 0,45 4.21% 17,0
4 12,6 0,45 4,23¢ 17,6
QPE 7 12,5 0,49 4,20°' 16,4
11 12,1 0,57 4,14¢ 13,8
14 14,3 0,62 4,064 14,8
EPM 0,73 0,018 0,022 0,84
P
T 0,210 <0,001 <0,001 0,723
TA 0,371 <0,001 <0,001  <0,001
T * TA 0,161 0,081 <0,001 0,196

C - Controlo; QP - Revestimento de quitosano e pectina; QPE — Revestimento de quitosano e pectina

com 3% de extrato de residuos do descasque da roma.

O teor em SST dos bagos de roma ndo foi afetado pelos tratamentos nem pelo tempo de

armazenamento, ndo se observando também interagdo entre estes dois fatores (T x TA)

(P >0,05). Os resultados foram semelhantes a outros estudos em que ndo se observaram

variagoes do teor em SST ao longo do periodo de conservacdo (Arendse et al., 2015;

Caleb, Mahajan, et al., 2013; O’Grady et al., 2014; Palma et al., 2015). No entanto,

Ghasemnezhad et al. (2012) observaram um aumento do teor em STT durante o

armazenamento em bagos de roma sem revestimento ou revestidos com quitosano.

A AT dos bagos de roma foi afetada pelo tratamento aplicado (P < 0,001), verificando-se

uma redug¢do nos valores de AT pela aplicagdo dos revestimentos (tratamentos QP e QPE)
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comparativamente com o controlo (0,53 vs. 0,56 nas romas com revestimento € no
controlo, respetivamente). Ao longo do tempo de conservacdo também se verificou o

aumento dos valores de AT nos bagos de roma de todos os tratamentos (P < 0,001).

A razao STT/TA dos bagos de roma minimamente processada nao foi afetada pelo
tratamento aplicado (P = 0,723). No entanto, ao longo do periodo de conservagdo
observou-se uma reducdo da razdo STT/TA em todos os tratamentos (P <0,001), variando

entre 17,1 e 14,1 nos dias 1 e 14 de armazenamento, respetivamente.

Relativamente ao pH, verificou-se efeito significativo do tratamento aplicado (P <0,001)
e do tempo de armazenamento (P <0,001). Os bagos de roma ndo revestidos apresentaram
menor valor de pH (3,80) que os bagos revestidos, observando-se também diferencas no
valor de pH entre os bagos revestidos, sendo menor nos bagos do tratamento QP (4,07)
do que nos do tratamento QPE (4,17). Em todos os tratamentos verificou-se uma redugao
do pH ao longo do tempo. No entanto, para o pH existe interagdo entre tratamento e tempo
de armazenamento (T x TA, P <0,001). Nos bagos de roma sem revestimento, os valores
de pH mantiveram-se constantes até ao 4° dia de armazenamento, diminuindo até ao 11°
dia, a partir do qual se manteve constante até ao final do ensaio. Nos bagos de roma
revestidos do tratamento QP assistiu-se a uma reducao do pH entre o 1* ¢ 0 4° dia de
armazenamento, valor que subiu no 7° dia para valores iguais aos encontrados no dia 1.
Nos dias 11 e 14 de conservagdo os valores de pH mantiveram-se constates e inferiores
aos observados no dia 7. Relativamente aos bagos revestidos do tratamento QPE, apenas
no dia 11 de armazenamento se verifica uma redugdo dos valores de pH em comparagdo

o pH inicial. Nestes bagos de roma o pH diminui entre o 11° e 0 14° dia de conservagao.

3.5.3.Cor e Firmeza

Na Tabela 11 sdo apresentados os pardmetros da cor e a firmeza nos bagos de roma

sujeitas aos tratamentos ao longo do periodo de conservagao.
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Tabela 11 - Parametros da cor e firmeza dos bagos de roma armazenados durante 14 dias a 4° C

Tratamento Tempo de « * % " .
(T) armazenamento L a b C H AE Firmeza
(TA, d)
1 23,7 9,46 4,03 10,3 23,2 - 7,85
4 23,3 4,96 2,57 5,61 28,8 4,85 8,75
C 7 23,1 6,03 3,23 6,85 29,0 3,89 9,88
11 23,1 10,1 4,28 11,0 23,0 1,41 9,74
14 22,5 5,82 2,89 6,51 26,4 4,06 10,0
1 25,6 8,14 2,95 8,71 19,3 - 8,45
4 24,1 5,42 3,14 6,27 30,2 3,12 8,81
QP 7 23,6 4,70 3,08 5,67 34,8 4,14 8,74
11 23,0 8,29 5,11 9,86 30,4 3,57 9,51
14 23,9 5,87 3,64 6,92 31,9 3,04 9,86
1 24,4 7,66 4,45 8,89 29,8 - 8,97
4 23,7 4,78 3,36 5,91 36,4 3,20 9,60
QPE 7 22,7 4,86 3,38 5,93 35,5 3,82 9,47
11 24,1 5,87 3,65 6,92 31,9 2,42 9,01
14 23,8 4,25 3,62 5,22 35,3 4,05 9,79
EPM 0,71 0,656 0,401 0,697 2,45 0,551 0,424
P
T 0,134 <0,001 0,721 0,008 <0,001 0,897 0,556
TA 0,145 <0,001 0,002 <0,001 <0,001 0,012 0,004
T*TA 0,731 0,153 0,056 0,100 0,422 0,038 0,292

A coordenada da cor L* nos bagos de roma nao foi afetada pelo tratamento aplicado (P =

0,134) e manteve-se inalterada ao longo do tempo de conservagdao (P = 0,145). A

aplicacdo do revestimento com extrato (QPE) levou a reducao da coordenada a* e do C

nos bagos de roma comparativamente com os outros tratamentos — C e QP, ndo se

verificando diferenca entre estes tratamentos para estes parametros da cor (P < 0,05,

Figuras 20A e 20D, respetivamente). Os bagos de romad com o revestimento contendo

extrato (QPE) apresentaram maior valor de H* que os bagos dos outros tratamentos,

verificando-se também maiores valores de H* nos bagos revestidos do tratamento QP

comparativamente com o controlo (P < 0,001, Figura 20F).
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Figura 20- Graficos referentes aos parimetros da cor dos bagos de romd armazenados durante 14 dias a
4°C; A- a* por tratamento; B- a* por dias de conservacgao; C- b* por tratamento; D- C por tratamento ; E-
C por dias de conservacao; F- H* por tratamento ; G- H* por dias de conservacao;
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Os parametros a*, b*, C e H* variaram ao longo do tempo de conservagdo (P < 0,05),
embora essas variagdes ndo tenham sido muito consistentes. No entanto, considerando o
ultimo dia de ensaio (dia 14) verificou-se uma redu¢do da coordenada a* e do C (Figuras
20B e 20E, respetivamente) ¢ aumento do H* (Figura 20G) nos bagos de roma de todos
os tratamentos comparativamente com os valores iniciais (dia 1). Relativamente a
coordenada b* ndo se verificou diferencas entre o 1° e o 14° dia de conservagdo (Figura
200).

Em alguns estudos com romd minimamente processada embalada em atmosfera
modificada, o tempo de armazenamento ndo teve efeitos significativos sobre os
parametros na cor (Caleb, Linus, et al., 2013; Caleb, OMahajan, et al., 2013). Em
contraste, Martinez-Romero et al., (2013), observaram que quando revestiram os bagos
de roma com um revestimento de Aloe vera com adicdo de acidos havia efeitos

significativos na cor ¢ o H* diminuia ao longo do tempo de conservagao.

A firmeza dos bagos de roma nao foi afetada pelo tratamento aplicado (P = 0,556). No
entanto, em todos os tratamentos verificou-se o aumento da firmeza dos bagos de roma

ao longo do periodo de conservagdo (P < 0,001, Figura 21).

Firmeza (N)
il

1 4 7 11 14
Dias de Conservagéo

Figura 21- Graficos referentes aos parametros da textura dos bagos de roma armazenados durante 14
dias a 4°C

Estes resultados obtidos mostram que ao longo do tempo hd um aumento da firmeza nos
bagos, que podera ser justificada pela desidratacdo dos bagos no periodo de conservagao
(Ayhan and Estiirk, 2009). Em outros estudos independentemente do tratamento

(embalagens de atmosfera modificada, temperatura de refrigeracdo ou revestimentos)
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observou-se declinio da firmeza ao longo do tempo (Arendse et al., 2015; Martinez-

Romero et al., 2013).

3.5.4. Estabilidade microbiolégica

A estabilidade microbiologica nos bagos de roma ao longo dos 14 dias de armazenamento
foi avaliada pela pesquisa de microrganismos mesofilos, bolores e leveduras e psicrofilos.

Os valores da contagem destes microrganismos sao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Crescimento microbiano nos bagos de romi ao longo dos 14 dias de armazenamento a 4°C

(log ufg/g)
Tratamento Tempo de , Bolores e _
(T) arm?éilag;ento Mesofilos Leveduras Psicroéfilos
1 2,90 0,33 0
4 3,93 0,33 0
C 7 5,87 1,77 2
11 4,73 3,47 0
14 4,77 5,83 2
1 0,73 0,37 0
4 0,07 0,77 0
QP 7 4,27 0,87 0
11 4,83 4,30 0
14 3,80 4,07 0
1 0 0 0
4 2,80 0,53 0
QPE 7 2,30 0,37 0
11 4,33 4,10 0
14 4,93 3,43 0
EPM 0,896 0,687 0,577
P
T 0,009 0,326 0,055
TA <0,001 <0,001 0,331
T*TA 0,145 0,499 0,332

De entre os grupos de microrganismos analisados, apenas os mesoéfilos totais foram

afetados pelo tratamento (P = 0,009), observando-se menores contagens de mesofilos
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totais nos bagos de roma revestidos (tratamentos QP e QPE) que no controlo (2,81 vs.
4,44 log ufc/g nos bagos revestidos e controlo, respetivamente). Relativamente aos
microrganismos psicrofilos verifica-se uma tendéncia no efeito do tratamento (P = 0,055),
em que no controlo foram detetados microrganismos psicrofilos nos dias 7 e 14 de
armazenamento, enquanto que durante os 14 dias de armazenamento ndo foram detetados
microrganismos psicrofilos nos bagos de roma revestidos (tratamento QP ¢ QPE).
Independentemente do tratamento aplicado nos bagos de roma verificou-se o aumento de
mesofilos totais (P < 0,001) e de bolores e leveduras (P < 0,001) ao longo do periodo de

armazenamento.

O aumento do crescimento microbiano em bagos de roma minimamente processados
durante o armazenamento a temperaturas de refrigeracdo também foi observado por
outros autores (Banda et al., 2015; Caleb, Linus, et al., 2013; Caleb, Mahajan, ef al., 2013;
Ghasemnezhad et al., 2012, 2015; Martinez-Romero et al., 2013). De acordo com os
nossos resultados, Ghasemnezhad et al. (2012) também verificou a redugdo de
crescimento microbiana em bagos de roma revestidos com quitosano (0,25 a 1%). Estes
resultados parecem ser incongruentes com os obtidos anteriormente sobre a atividade
antimicrobiana nos filmes (QP ¢ QPE) (sec¢do 2.4.10), em que nenhum dos filmes
testados apresentou atividade antimicrobiana, verificando-se apenas inibicdo do
crescimento microbiano na presenga do dacido acético. No entanto, a atividade
antimicrobiana identificada neste ensaio de processamento minimo de roma podera estar
relacionada com os fatores ja discutidos anteriormente. De referir também, que no ensaio
para avaliagdo da atividade antimicrobiana dos filmes foram utilizados microrganismos
especificos, enquanto que neste ensaio com os bagos de roma minimamente processada

foi apenas tida em consideragdo a microflora natural do alimento.

3.5.5. Analise Sensorial

A andlise sensorial nos bagos de roma no dia 1 de armazenamento foi avaliada por um
painel de 10 provadores e classificados de 1 (desgostei muito) a 9 (gostei muito) quanto
ao aroma, cor, aparéncia global, firmeza, sabor, dogura e apreciacdo global. As

pontuagdes obtidas na analise sensorial sdo apresentadas na Tabela 13.
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Tabela 13- Analise Sensorial dos bagos de roma no dia 1 de armazenamento a 4°C

Tratamentos (T)

EPM P

C QP QPE
Aroma 7,00 5,70 4,70 0,723 0,090
Cor 8,10° 8,40° 6,40? 0,438 0,007
Ap;f:lllcla 7,80° 8,20° 5,10 0,448 <0,001
Firmeza 7,90 7,90 7,00 0,384 0,180
Sabor 7,60 7,50 6,70 0,520 0,418
Docura 7,50 7,00 6,90 0,556 0,719
Ap;fgézgl’ao 7,80° 7,500 6,10° 0,443 0,026

De entre os parametros analisados relativos a andlise sensorial, apenas a cor, apreciagao
geral e apreciagdo global foram afetados pelo tratamento aplicado (P < 0,05); observando-
se menores pontuacdes para estes parametros nos bagos de roma com revestimento
contendo extrato de residuos do descasque da roma (QPE) do que nos bagos de roma dos

outros tratamentos (C e QP), como observado na Figura 22.
—( —QP QPE
Aroma

Apreciagao Global Cor

Docura Aparéncia global

Sabor Firmeza

Figura 22- Médias das pontuacdes sensoriais dos bagos de roma no primeiro dia de armazenamento
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Em outros estudos observou-se que os atributos sensoriais da roma minimamente
processada sdo afetados pelos tratamentos aplicados (Arendse et al., 2015; Bhatia et al.,

2015; Caleb, Linus, et al., 2013; Martinez-Romero et al., 2013).

3.5.6. Compostos Fendlicos e Atividade Antioxidante

Os compostos fendlicos e atividade antioxidante dos bagos de roma ao longo dos 14 dias
de armazenamento foi avaliada pela quantificacio de fendis, quantificagdo de
antocianinas, determinagao da atividade antioxidante total pela captura do radical livre
DPPH e determinagdo da atividade antioxidante total pelo método de redugdo do ferro
(FRAP). As significancias (P) para o efeito do tratamento (T), tempo de armazenamento
(TA) e interacao entre tratamento ¢ tempo de armazenamento (T x TA) sobre os
parametros analisados sao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Significincias para o efeito do tratamento (T), tempo de armazenamento (TA) e interacio entre

tratamento e tempo de armazenamento (T x TA) sobre o teor em compostos fendlicos e atividade
antioxidante nos bagos de roma

. Fenois .. . At'iVic‘lade
Efeitos totais Antocianinas totais Antioxidante
DPPH FRAP
T <0,001 <0,001 0,055 0,004
TA 0,007 <0,001 <0,001 <0,001
T*TA <0,001 0,022 <0,001 0,005

Para todos os pardmetros analisados verificou-se efeito do tratamento e tempo de
armazenamento e interacdo significativa entre estes dois fatores (P < 0,05), a exce¢do do
efeito do tratamento sobre a atividade antioxidante em que se verificou uma tendéncia (P
=0,055). Relativamente aos fenois totais (Figura 23A), no 1° dia de conservagdo os bagos
de roma sujeitos aos tratamentos QP e QPE apresentaram menores valores de fenois totais
comparativamente com os bagos de roma do tratamento controlo (112,4, 101,8 e 105,1
mg EAG/100g em bagos dos tratamentos controlo, QP e QPE, respetivamente). Ao longo
do periodo de conservagdo, nos bagos de roma sujeitos ao tratamento controlo verificou-
se a manutengdo do teor de fenodis totais até ao 11° dia de conservacdo (115,6 mg
EAG/100g), valor que aumentou no ultimo dia de conservagdo (128,4 mg EAG/100g);
enquanto que nos bagos revestidos (tanto do tratamento QP como QPE) verificou-se uma

redugdo no teor em fendis nos primeiros 4 dias de conservagdo, teor que se manteve
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constante até ao final do ensaio (103,45 mg EAG/100g no 1° dia de conservagdo vs 91,1

mg EAG/100g nos restantes dias de conservagao).

No que diz respeito ao contetido em antocianinas totais nos bagos de roma (Figura 23B),
o teor inicial foi semelhante entre os bagos de roma dos varios tratamentos (0,150 mg
C3GE/100 g). Ao longo do periodo de conservagdo, ocorreu uma variagao no contetido
em antocianinas totais nos bagos do tratamento controlo, com menores concentragdes nos
dias 7 e 11 de conservagao, no entanto entre os dias 1 ¢ 14 de conservagao nao se verificou
diferenca significativa. Por outro lado, nos bagos revestidos, ocorreu uma reducao do
conteudo em antocianinas totais ao longo do periodo de conservagao, sendo essa redugdo

mais acentuada nos bagos de roma do tratamento QPE.
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Figura 23- Compostos fenélicos dos bagos de romi armazenados durante 14
dias a 4°C; A- Teor de fenois totais; B- Teor de antocianinas

Figura 24- Atividade antioxidante dos bagos de roma armazenados durante 14

Os dias a 4°C; A- DPPH; B- FRAPFigura 25- Compostos fenolicos dos bagos de
roma armazenados durante 14 dias a 4°C; A- Teor de fenéis totais; B- Teor de
resultados antocianinas da

atividade antioxidante determinada pelo método do DPPH mostram grandes oscila¢des
ao longo do periodo de conservagdo (Figura 24A), no entanto considerando o primeiro e
o ultimo dia de conservagao verificou-se uma reducgdo da atividade antioxidante nos bagos
de roma revestidos enquanto que nos bagos do controlo nido se observaram diferengas
significativas entre estes dias. Os revestimentos aplicados (tratamentos QP e QPE)
tendem a reduzir os valores de atividade antioxidante (DPPH) nos bagos de roma (P =
0,055) comparativamente com o controlo.

Relativamente 4 atividade antioxidante determinada pelo método de FRAP (Figura 24A),
verificou-se menor atividade antioxidante nos bagos de roma revestidos no primeiro dia

de conserva¢do comparativamente com os bagos do tratamento controlo. Nestes bagos
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(tratamento C) observou-se uma redugdo da atividade antioxidante entre o 1° e o 4° dia
de conservagdo, mantendo-se constante até ao final do ensaio, enquanto que nos bagos
revestidos os valores de atividade antioxidante ndo variaram significativamente ao longo

dos 14 dias de conservagao.
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Figura 26- Atividade antioxidante dos bagos de romé armazenados
durante 14 dias a 4°C; A- DPPH; B- FRAP

Esperava-se que tal como em outros trabalhos onde a incorporagao de extratos de fruta
em revestimentos comestiveis contribuiram para uma melhoria da qualidade, melhor
capacidade antioxidante e aumento do tempo de prateleira (Alvarez et al., 2013, 2014;
Eca et al., 2015; Ghasemnezhad ef al., 2012), que a aplicagdo do extrato da casca de
roma nos bagos permitisse limitar as perdas de qualidade do produto e enriquecimento
do produto em compostos bioativos, o que ndo se verificou no estudo em questdo. Tal
resultado pode estar relacionado com um efeito de dilui¢do causado pela aplicagdo do
revestimento comestivel, que ndo ¢ compensado pela incorporagdo dos 3% de extrato

dos residuos do descasque da roma.
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4. Conclusao

O presente trabalho teve como objetivo final o desenvolvimento de metodologias que
garantissem a qualidade e seguranca alimentar da romd minimamente processada a
temperaturas de refrigeracao, através da aplicagdo de revestimentos comestiveis ativos.
Por outro lado, pretendeu-se valorizar a casca da roma, que normalmente ¢ considerada
como residuo e por isso descartada, através da formulagdo de um extrato fendlico dos
residuos de descasque para aplicacdo nos revestimentos como conservante bioativo

natural.

O extrato aquoso de residuos de descasque de roma preparado por ultrassons mostrou
uma boa capacidade fendlica e antioxidante, mas, no entanto, ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra os microrganismos estudados. Mais microrganismos
contaminantes deverdo ser analisados para averiguar a capacidade antimicrobiana do
extrato e outras técnicas de extragdo como micro-ondas poderdo ser testadas para

concentrar mais compostos fenolicos e propriedades antimicrobianas do extrato.

Foram desenvolvidos revestimentos comestiveis como base para a incorporagdo do
extrato, tendo os revestimentos formulados com mistura de pectina e quitosano
apresentado as melhores caracteristicas para aplicacdo nos bagos de roma, nomeadamente

baixa solubilidade (cerca de 30%) e boa capacidade de formacao do filme.

A incorporagdo de 3% do extrato de residuos de descasque da roma ao revestimento
comestivel de pectina e quitosano permitiu aumentar significativamente o teor em
compostos fenodlicos no filme, sem afetar as propriedades suas fisico-quimicas
(gramagem, densidade, humidade e permeabilidade ao vapor de agua). Para além disso,
a incorporacdo de extrato no revestimento aumentou a firmeza e reduziu a solubilidade
do filme. Apesar da presenca de quitosano e de 4acido acético os revestimentos
comestiveis com e sem extrato ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra os
microrganismos estudados; estudos para analisar as relagdes estruturais entre os
compostos do filme e diferentes formulagdes/concentragcdes desses compostos deverdao

ser feitos para aumentar a capacidade antimicrobiana do filme.

Por fim, a aplicagdo dos revestimentos- com e sem extrato- em bagos de roma, foi

monitorizada durante 14 dias de conservagdo a temperaturas de refrigeracdo (4°C).
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Observou-se que os parametros fisico-quimicos e microbiologicos de qualidade dos bagos
de roma foram afetados principalmente pelo tempo de conservacdo, sendo o efeito dos
tratamentos limitado a AT, pH e alguns parametros de cor (a*, C e H*). A aplicacao de
revestimentos comestiveis aos bagos de roma (QP e QPE) reduziu significativamente a
acidez titulavel e aumentou o pH dos bagos comparativamente com o controlo. Apesar
dos filmes ndo terem apresentado atividade antimicrobiana contra os microrganismos
patogénicos estudados a aplicacdo dos revestimentos nos bagos de roma parece ter
influéncia positiva na sua estabilidade microbiologica contra baterias mesofilas e
psicrofilas, uma vez que se observou uma reducdo significativa de mesoéfilos e uma
tendéncia para a redugdo de psicrofilos com a aplicacio de QP e QPE durante o

armazenamento.

A aplicacdo de revestimentos comestiveis no produto ndo conseguiu reter os compostos
bioativos (fenois totais e antocianidinas totais) durante o tempo de armazenamento
comparativamente com o controlo. A aplicagao do extrato de roma também nao permitiu
aumentar significativamente o teor em compostos bioactivos e a atividade antioxidante
nos bagos de roma. Grandes oscilagdes ao longo do tempo de conservagdo foram
observadas na atividade antioxidante determinada pelo método do DPPH, nao permitindo
a observagdo de resultados consistentes; pelo método do FRAP as oscilagdes foram
menores com maior estabilidade da capacidade antioxidante nos bagos durante o

armazenamento.

Futuramente, mais estudos devem ser feitos de modo a elaborar um filme com extrato de
residuos de descasque de roma que consiga reter melhor os compostos fendlicos e
capacidade antioxidante do extrato e que consiga enriquecer nutricionalmente os bagos;
uma forma de manter a qualidade fisico-quimica dos bagos e ainda inibir o crescimento
microbiano durante mais tempo. Por outro lado, a cor e a aparéncia global, dos bagos de
roma revestidos deve ser melhorada de forma a ndo comprometer a sua avaliacao

sensorial pelos provadores.
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Anexo 1 — Ficha Prova Sensorial
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Anexo 2 — Publicacoes

Development and characterization of edible whey protein biofilms
containing different pectin concentrations

Ana R. Prazeres™, Namira Siga®, Fldvia Fernandes', Margarida Romdo'", David Soldade’", Fatima

and Eliana Jeronimo'"
[1) Centro de Bintecnologia Agricola e Agro-Alimentar do Alentejo (CEBAL)/Institute Politécnico de

Baja. Portugal
(2) Departamento de Tecnologias @ Ciénclas Aplicadas, Escola Supenor Agraria de Beja, Instituto
Politécnico de Beja, Portugal

Coating has been explored 10 extend the shelf-life of several food products by reducing the
respiration, oxidation, color changes and microorganism growth, Additionally, this process
is a suitable tool for the formation of barriers of gases and water vapor, incorporation of
additive compounds and improvement of mechanical and optical properties, enhancing
the sheli-life of the coated foods. From the various biodegradable polymers, whey protein
presents an exceptional film-forming ability and a high nutritional and functional value,
acting as an efficient matrix 1o incorporate additives. Thus, edible whey protein biofilms
were developed containing glycerol as a plasticizer (protein.glycerol ratio, 2:1), vegetal oil
(2.5%), tween B0 (0.2%) and different levels of pectin in the range of 0.250-0.500%, using
casting method. Biofilms were characterized in terms of thickness, weight, diameter,
area, grammage, density, dry matter, weight swelling, solubility, puncture strength and
deformation, transparency, light transmission and color parameters (L*, 2%, b* and AE).
Pectin level in whey protein biofilms affected (P<0.05) the thickness, weight, diameter, area,
grammage. weight swelling, puncture strength and deformation, light transmission and
color parameters, observing higher values for thickness, weight and grammage in biofilms
with high pectin concentration (0.350 and 0.500%) (Figure 1A). These properties can affect
 the film structure, mechanical properties and water vapor permeability. Contrarily, diameter
{ and area of the biofilms showed an inverse pattern. Weight swelling and puncture strength
 8lso decreased (P<0.05) when increasing the pectin level in whey protein biofilms (Figure
1A and 18B). Pectin incorporation in whey protein biofilms had effect (P<0.05) on the light
transmission at different wavelength (200, 280, 300, 350, 400, 500, 600, 700 and 800 nm),
ing when the pectin concentration rose in biofilms. Biofilm density, dry matter,
solubility and transparency were not affected by pectin concentration, presenting average

pes of 1.1 g cm?, 73.2%, 18.4% and 4.1%, respectively. To conclude, in this work were
d transparent biofilms with good solubility, mechanical, light transmission and color
ies, which can be used to improve the shelf-life of foods,
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