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Resumo

O medronheiro (Arbutus unedo L.) é um arbusto da familia Ericaceae. Mede até
5 metros e tolera diferentes condigdes climatéricas, desde a seca as baixas temperaturas
(até -12 °C). Pode ser encontrado tanto em solos calcarios como siliciosos. Encontra-se
largamente distribuido ao longo da bacia do Mediterraneo. Dos frutos produzem-se
aguardente de medronho ou compotas. E atualmente reconhecida como sendo uma
espécie com grande potencial, cada vez mais desejada por agricultores que procuram
novas formas de rendimento ou que foram afetados pela elevada incidéncia de incéndios
florestais. O presente trabalho é um primeiro contributo para o estudo de técnicas de
extracdo da polpa através da aplicacdo de enzimas. Foram testadas duas enzimas,
Viscozyme® L e Pectinex®, em vérias condi¢des de i) temperatura (20-25 °C e 45 °C);
de ii) concentracdo (1, 2 e 4 uL/g de fruto macerado) e de iii) tempo de incubacédo (30 e
60 minutos). Verificou-se também o efeito destas enzimas em varias caracteristicas fisico-
quimicas da polpa de medronho (rendimento de extragéo, cor, acidez titulavel, pH, sélidos
totais, solidos insoluveis, solidos solUveis e viscosidade).
A Viscozyme ® L e mais eficaz na diminuicdo da viscosidade aparente das polpas
extraidas, enquanto a Pectinex® proporciona um maior rendimento de extracdo de polpa
a partir do medronho acompanhado também do aumento do °Brix da polpa extraida. A
polpa com menor viscosidade (0,88+0,38 Pa.s) foi obtida quando aplicada a Viscozyme
® L atemperatura de 45 °C durante 30 minutos, na concentracdo de 4 pL/g. O rendimento
de extracdo mais elevado (54,9+1,1%) foi obtido quando aplicada a Pectinex® na
concentracdo de 2 pL/g, a temperatura de 45 °C durante 30 minutos, enquanto o0 maior
°Brix (27,3%£0,1) foi observado a temperatura ambiente, durante 30 minutos na
concentracdo de 4 pL/g. No entanto, para as restantes caracteristicas fisico-quimicas
estudadas tais como a acidez titulavel, extrato seco e cor, ndo foram encontradas
diferencas significativas. As polpas de 22 extracdo sdo caracterizadas pela diminuicdo do
°Brix de 26-27 para 15-16, ainda assim muito superior ao °Brix apresentado por muitos
frutos com relevancia na industria alimentar, como a laranja, maca, péra, péssego ou
ananas. Estas polpas caracteriza-se ainda por cores mais escuras e avermelhadas.
A utilizacdo desta metodologia na extracdo de polpa de medronho permitiu a producéao
de dois produtos distintos, com potencial de utilizacdo em variados sectores da industria

alimentar, como a industria de sumos e refrigerantes, lacticinios, bebidas alcodlicas, etc.



Os resultados deste estudo permitem aumentar a variedade de produtos derivados do

medronho como mais-valia para esta fileira e para indUstria alimentar.

Palavras-chaves: Arbutus unedo, medronho, rendimento de extragéo, viscosidade, polpa,
Viscozyme® L, Pectinex®



Abstract

The strawberry tree (Arbutus unedo L.) is a bush of the Ericaceae family. It
measures up to 5 meters and tolerates different climatic conditions, from dry to low
temperatures (up to -12 °C). It can be found in both limestone and siliceous soils. It is
widely distributed throughout the Mediterranean basin. From the fruits are produced spirit
or jams. It is currently recognized as a species with great potential, increasingly desired
by farmers seeking new forms of income or who have been affected by the high rate of
forest fires. The present work is an initial contribution to the study of pulp extraction
techniques through the application of enzymes. Two enzymes, Viscozyme® L and
Pectinex®, were tested under various conditions i) temperature (20/25 °C and 45 °C); ii)
concentration (1, 2 and 4 pL per g of macerated fruit), and iii) incubation time (30 and 60
minutes). The effect of these enzymes on several physicochemical characteristics of the
pulp was also verified (extraction yield, color, titratable acidity, pH, total solids, insoluble
solids, soluble solids and viscosity).
Viscozyme ® L is more effective in decreasing the apparent viscosity of pulps, while
Pectinex ® is what motivates the highest increase in pulp extraction yield from the fruit
accompanied by the increase of the °Brix of the extracted pulp. The pulp with the lowest
viscosity (0.88+0.38 Pa.s) was obtained when applied to Viscozyme ® L at 45 °C for 30
minutes at the concentration of 4 ulL/g. The highest extraction yield (54.9£1.1%) was
obtained when applied to Pectinex® at a concentration of 2 puL/g, at a temperature of 45
° C for 30 minutes, while the highest Brix (27.3+0,1%) was observed at room temperature
for 30 minutes at the concentration of 4 pL/g. However, for the remaining physico-
chemical characteristics studied (titratable acidity, dry extract and color), no significant
differences were found. The pulps of 2nd extraction are characterized by the decrease of
°Brix 26-27 to 15-16, yet much higher than the °Brix presented by many fruits with
relevance in the food industry, such as orange, apple, pear, peach or pineapple. It is also
characterized by darker and reddish colors.
The use of this methodology in the extraction of pulp provides an increase in pulp (and
soluble solids) extraction yield with the production of 2 distinct products, with potential
for use in various sectors of the food industry, such as juices and soft drinks, dairy
products, alcoholic beverages, etc.
The results of this study allow to increase the variety of products derived from strawberry

tree as an added value for this row and for the food industry.



Keywords: Arbutus unedo, strawberry tree, extract yield, viscosity, pulp,
Viscozyme® L., Pectinex®



Agradecimentos

Agradeco a todos os que tornaram possivel, de uma forma ou de outra, a execugao
desta dissertagéo.

Primeiro que tudo, quero expressar 0S meus mais sinceros agradecimentos ao meu
orientador, Prof. Ivo Rodrigues, pelos ensinamentos, criticas e sugestdes, bem como pelo
enorme apoio, compreensao e, claro, orientacdo e, ao Sr. Viegas pelo tempo despendido
e ajuda prestada em laboratorio.

Em especial, ao meu Pai e a minha Mae, que me apoiaram e “lutaram” comigo
para que conseguisse concluir mais uma etapa da minha vida. A eles devo tudo o que sou
e tudo o que consegui até hoje. Foram cruciais para 0 meu desenvolvimento como pessoa

e aluna. Muito obrigado por todo o amor e carinho e, por estarem sempre comigo.

E por fim mas ndo por ultimo, Jodo obrigada por caminhares sempre comigo.



Financiamento

Este trabalho foi apoiado por:

- Fundos nacionais através da FCT - Fundagdo para a Ciéncia e a Tecnologia, I.P.,
e cofinanciado pelo Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional (FEDER), através do
Acordo de Parceria Portugal 2020 - Programa Operacional Regional do Centro
(CENTRO 2020), no ambito do projeto CENTRO-01-0145-FEDER-023631 SoSValor:
Solugdes Sustentaveis para a Valorizagdo de Produtos Naturais e Residuos Industriais de
Origem Vegetal,

- e pelo Projeto PRODER - Melhoramento da espécie e a valorizacdo do

Medronheiro - Medida 4.1, Cooperacéo para a Inovacao, Ref.2 53106.

Vi



Indice

RESUMO .. I
AADSEIACT. ... ii
AGIA0ECIMENTOS ...ttt ettt ettt et et nes v
FINANCIAMENTO ...ttt ettt nnne s vi
INAICE & FIGUIBS ........veeeeeecececteee ettt iX
INAICE 8 TADBIAS ...ttt iX
1. Enquadramento @ MOTIVAGED.........c.uiuieeiiieiieeiiestie sttt ettt 1
P 1111 (0o (0ot o O PP TR PP UPTPURPPRPPRTS 2
2.1 ATDULUS .o 2
2 O P - (1110 11 - TP T RO PR PP 2
2.1.2.  DESCriGAO BOANICA. ......eiuvieiiiieiii et 2
2.1.3.  DistribuiGao GeOgrafiCa .........ccceiuiiiiiiiiiiiie st 3
2.1.4.  IMPOrtancia €COIOQICA ... .ceivvreiiiie et 4
2.1.5.  Importancia Econdmica e Etnobotanica do fruto..............ccccevvveeviieeiinnnnn, 5

2.2, ENZIMAS ..o 10
2.2.1.  Propriedades gEraiS .......ccueeiiuvreiiieeeiieeesieeesieeessieeessire e srae e e 10
2.2.2. Efeito do pH e da temperatura na atividade enzimatica................c.......... 11

2.3, ENzZIiMas CarbOIIasES ........ceeivieiiiieiieiiee e 11
2.3.1. VISCOZYME® L ..oveiiiiiie ettt e et e e 13
2.3.2. PECUNEX® ...ttt 14

3. MateriaiS € MELOUOS ......eoiuveiieiiei et 15
TN R |V - =T - o] [ - APPSR 15

3.2.  Rendimento de extracdo e caracteristicas fisico-quimicas dos produtos obtidos

(polpas de 12 € de 228 EXIFACAD) ... ..ccuveeeireeeeiree e et e e ettt e e rtee e rtee ettt e e s aee e sane e 17
3.2.1.  Rendimento de eXtraCa0 ........c.ecevuvreeiuiieeiieeeciie et 18
32,2, 0T et 18
323, AcCIdez tIUIAVEL ... 18



4.

324, PHoeeeeoeeeoeeeeeeee et 19

3.2.5.  SOIAOS TOLAIS ... veeueiivieieie sttt 19
3.2.6.  SOlIOS INSOIUVEIS ..o 20
3.2.7.  SOlIAOS SOIUVEIS ..ot 20
3.2.8. Reologia da polpa de medronho ...........ccceviieiiiiiiiniienieeee e 20
3.2.9.  ANAlISES ESLALISTICAS. .. e vveveetieieeie e 21
RESUITA00S € TISCUSSED ......vvieniiiiiiieiiie ettt 22
4.1. Caracterizacdo dos medronhos (pasta macerada de medronho) ...................... 22
4.2. Caracterizacdo fisico-quimicas da polpa de 12 extragdo ..........ccccoevvvrirrnennenn 22
4.2.1.  Rendimento de eXtraGio (%0) .....coovveriierieiiieiiie e 22
O = | ) GRS STRP 24
4.2.3. VisCOSIdade aParente..........couiiiiiiiieiiiesiie et 26
A28, COF ittt 29
4.2.5. pH e acidez titulavel da polpa de 12 eXtragao ..........cccccveevvveeviveesireeesnnn. 30

4.3. Caracterizacdo fisico-quimica da polpa de 22 extracdo (extraida apos lavagem

do bagaco resultante da 12 eXtraga).........ccevureeiureeriieesiie e ier e 32
T T = 1 ) P SOP U PTUURUPRUPPPIS 32
B.3.2. 0K e 33
4.3.3. pH e acidez titulavel da polpa de 22 eXtragao ............ccoveevvveevveeesrieennnnn. 35

5. ConclusBes e perspetivas TULUIAS ...........cccuveeiiieeiiie e 36
Referéncias bibliografiCas ..........cccooivieiiiii i 38
AANIEXOS ..t 46
ANBXO L. 46
ANBXO T o 47

viii



Indice de figuras

Figura 1 - Arbutus unedo L. (A) Ramos com folhas jovens (B) e frutos (Julho) (C)
Conjunto de flores em desenvolvimento (Janeiro). (D,E) Frutos maduros e respetiva polpa
(Novembro) (F) Frutos em diferentes estados de maturagdo em simultdneo na mesma
LYo - USSR SUSOPRPRRS 3
Figura 2- (A) Distribuigdo de Arbutus unedo na Bacia Mediterranica e Costa Atlantica
(B) Pormenor da distribuicdo na Peninsula IDrica............ccoovviiiiiiiiiiiiee 4
Figura 3 - Metodologia de extracdo de polpa de medronho coadjuvado pela acdo de
ENZIMAS CArDOTAIASES ....eeevveeeieiie et e et e et et e e e e st e e et e e et e e e eraeeesneeeesnneeeeneaeeanees 16

Figura 4 - Rendimento de extracdo de polpa (%) (1? extracdo) com a aplicacdo da

VISCOZYME® L ..ottt ettt et nbe e 23
Figura 5 - Rendimento de extracdo de polpa (%) (1? extracdo) com a aplicacdo da
PECLINEX®)..... e e ieiie e ettt e sttt e et e e e ettt e et e e e e st e e e st e e asta e e s staaeasaeeennteeennteeennneeeas 24
Figura 6 - °Brix na polpa de 12 extragdo com aplicagdo da Viscozyme® L................... 25
Figura 7 - °Brix na polpa de 12 extragdo com aplicagio da PectineXx® ............ccccceevne. 25

Figura 8 — Viscosidade aparente na polpa de 12 extracdo com aplicacdo da Viscozyme®

Figura 9 — Viscosidade aparente na polpa de 1?2 extracdo com aplicacdo da Pectinex®.27

Figura 10- Cor na polpa de 12 extracdo com aplicacdo da Viscozyme® L .................... 29
Figura 11- Cor na polpa de 12 extracdo com aplicacdo da PectineX® ............cccceevveenn. 29
Figura 12 — °Brix na polpa de 22 extracdo com aplicacdo da Viscozyme® L ................ 32
Figura 13 - °Brix na polpa de 22 extracdo com aplicacdo da Pectinex® ........................ 33
Figura 14 — Cor na polpa de 22 extracdo com aplicacdo da Viscozyme® L .................. 34
Figura 15 — Cor na polpa de 22 extracdo com aplicacdo da Pectinex®..............c..ccv..... 34

Indice de tabelas

Tabela 1 - Composicdo nutricional do fruto de A. unedo, segundo Vvarios autores por
Ordem CrONOIOGICA. .......eeeieiie ettt et e e e e e e e anaa e e e aee e 7
Tabela 2 - Condicdes de aplicacdo das enzimas Viscozyme® L. e Pectinex® a pasta de
Lo [ oT0] g To N 447 Tor=] - Vo (o I USSP PPPR 17
Tabela 3 - Caracteriza¢do do MedronhO..........ccccveeiieeiiiee e 22
Tabela 4 - Tixotropia, indice de consisténcia (k) e fator da lei de poténcia (n) do Modelo

de Oswald da polpa de 12 @XEIrAGAD .........eeirurreeiieeeeiiie et e et 28


file:///G:/tese/Sofia/FINAL/Tese/tese%20medronho%20IR6.docx%23_Toc497676786
file:///G:/tese/Sofia/FINAL/Tese/tese%20medronho%20IR6.docx%23_Toc497676786

Tabela 5 — pH, acidez titulavel e extrato seco das polpas de 12 extragdo

Tabela 6 — pH e acidez titulavel da polpa de 22 extragao ..............c........



1. Enquadramento e motivacao

O medronho tem despertado um interesse crescente na zona centro e sul do pais
visto ser uma espécie autdctone, rastica, adaptada a solos degradados, a condi¢des de
stress hidrico e utilizada em faixas de protecdo (linhas de agua e na defesa da floresta
contra incéndios - DFCI).

Esta dissertacdo enquadra-se na valorizagdo econdémica de um produto
subestimado e apresenta um estudo contributivo para 0 aumento do rendimento de
extracdo de polpa de medronho com diminuicdo aparente da sua viscosidade. A
concretizacdo deste objetivo levara a producdo de uma nova categoria de produtos
alimentares derivados do medronho, de caracteristicas composicionais idénticas as do
fruto em natureza, isentos de sementes e esclereideos. Estes produtos, por sua vez, terdo
potencial de utilizacdo nos mais variados setores da industria alimentar, tais como a

producéo de bebidas a base de fruta, doces, pastelaria, gelados, iogurtes, entre outros.

Neste contexto fomenta-se a valorizagdo de um recurso endégeno com potencial
para o desenvolvimento regional (criacio de emprego, fixacdo de populacbes e
exportacao). Acresce ainda que os consumidores estdo cada vez mais recetivos a novos
produtos alimentares com caracteristicas diferenciadoras, oriundos de matérias-primas

enddgenas e tradicionalmente pouco utilizadas na dieta alimentar.



2. Introducéao

2.1. Arbutus
2.1.1. Taxonomia

O género Arbutus pertence a classe Magnoliopsida, ordem Ericales, familia
Ericaceae e subfamilia Arbutoideae. Este é um grupo dentro da familia Ericaceae, que
se distingue, ndo so pela morfologia das flores e frutos como também pela anatomia e
caracteristicas fitoquimicas. Este género destaca-se pelas caracteristicas dos seus frutos e
pela producdo de compostos fendlicos com grande importancia econdémica (Sa et al.,
2011; Takrouni et al., 2012). Na regido mediterranica ocorrem trés espécies: A. Unedo,
A. Andrachne e A. Andrachnoides. A Gltima é possivelmente um hibrido entre A. Unedo
e A. Andrachne (Hileman et al., 2001).

O medronheiro € uma das poucas plantas que conseguiram suportar os periodos

de frio do Quaternario, adaptando-se ao clima mediterranico (Silva, 2007).
2.1.2. Descricao Botéanica

O medronheiro possui porte arbustivo ou arbéreo, com uma altura entre 1,5 e 3
metros, apesar de, ocasionalmente atingir 12 metros. A sua copa, sempre verde, torna-o
uma excelente planta ornamental. E capaz de suportar baixas temperaturas (até -12 °C)
(Mereti et al., 2002) e é tolerante a seca (Gomes & Canhoto, 2009). As folhas (Figura 1A
e B) sdo persistentes, simples, alternas, pecioladas, oblonga-lanceoladas, geralmente
serradas, de cor verde-claro quando jovens e verde-escuro intenso quando adultas. Ambas
as epidermes consistem de uma camada de células com paredes muito espessas, cobertas
por uma cuticula densa. O meséfilo é constituido por duas camadas de células em
palicada, na pagina adaxial, muito regulares, e por parénquima esponjoso, caracterizado
por grandes lacunas, na pagina abaxial. As folhas sdo muito ricas em compostos fendlicos
(Rotondi et al, 2003). Geralmente, as folhas sdo glabras quando adultas, embora algumas
espécies, como A. Unedo possuam pélos glandulares nos peciolos (Sorensen, 1987). As
flores (Figura 1C) sdo hermafroditas e tém forma de campéanula, dispondo-se em
paniculas pendentes. A corola é urceolada, com cinco pétalas esbranquicadas ou
ligeiramente rosadas. O fruto (Figura 1D) é o medronho, uma baga esférica com 2-3 cm

de diametro, vermelho escuro quando maduro, com polpa amarelada (Figura 1E) e varias



pequenas sementes de tegumento castanho. Demora cerca de um ano a amadurecer, sendo

possivel encontrar, na mesma arvore, simultaneamente flores e frutos (Figura 1F).

Figura 1 - Arbutus unedo L. (A) Ramos com folhas jovens (B) e frutos (Julho) (C) Conjunto de flores em
desenvolvimento (Janeiro). (D,E) Frutos maduros e respetiva polpa (Novembro) (F) Frutos em diferentes estados de
maturacao em simultaneo na mesma arvore (Fonte: Dias, 2014)

2.1.3. Distribuicdo Geografica

Arbutus Unedo L. é uma espécie nativa da Regido Mediterranica e Europa
Ocidental, podendo ainda encontrar-se na Irlanda, no Oeste da Franca e no Norte de
Africa (Figura 2), onde cresce espontaneamente em Vvarios paises, nomeadamente em
zonas rochosas e em solos bem drenados (Torres et al., 2002; Gomes & Canhoto, 2009).
Esta espécie cresce tanto em solos acidos como calcéarios (pH 5,0-7,2), preferindo
substratos siliciosos ou descarbonificados e ocorrendo, por vezes, até aos 1200 m de
altitude (Mereti et al., 2002; Torres et al., 2002; Godinho-Ferreira et al., 2005; Celikel et
al., 2008; Ertekin & Kirdar, 2010).



Em Portugal, encontra-se maioritariamente a Sul do Rio Tejo, na regido das Serras
do Caldeirdo e Monchique (Algarve), podendo, contudo, encontrar-se difundido por todo
0 pais, incluindo Tras-os-Montes (Pedro, 1994), onde cresce associado a comunidades
arbustivas (Prada & Arizpe, 2008). Deste modo, é uma espécie com ampla distribuicéo,
desde &reas de clima Atlantico, no Norte, até areas secas e aridas no Sul, ocupando cerca
de 15.500 ha (Godinho-Ferreira et al., 2005).

O medronheiro foi uma das poucas espécies que conseguiu sobreviver aos
periodos de frio do Quaternario, razdo pela qual se adaptou ao clima mediterranico, tendo,
por isso, colonizado varios habitats (Silva, 2007). Esta adaptacdo é particularmente
visivel ao nivel das folhas, muito embora a atividade fotossintética da planta e a eficiéncia
do uso da agua sejam muito reduzidas durante o periodo de seca (Tenhunen et al., 1982;
Gratani & Ghia, 2002).

Figura 2- (A) Distribuicio de Arbutus unedo na Bacia Mediterranica e Costa Atlantica (adaptado de Oliveira et al,
2011) (B) Pormenor da distribuicio na Peninsula Ibérica (adaptado de Torres et al, 2002)

2.1.4. Importancia ecoldgica

O medronheiro, pela sua fisionomia e caracteristicas adaptativas, &€ uma espécie
gue se mostra bastante resistente a seca e possui uma grande capacidade de regeneracao
apos incéndios, criando varios rebentos por toica, numa regeneracdo vigorosa (Quevedo
et al., 2013). Estas caracteristicas contribuem bastante para a resiliéncia dos ecossistemas
onde esta espécie estd inserida (Vasques et al., 2013). E, por isso, uma espécie
interessante para programas de florestacdo na regido mediterranica, nomeadamente na

colonizacdo de solos marginais e na prevencdo da propagacdo de incéndios florestais

4



(Gomes et al., 2014). Além disso apresenta grande importancia ecologica por evitar a
erosdo dos solos, pela agua e ar, e por manter a biodiversidade (Lopes et al., 2012;
Takrouni et al., 2012, Abreu et al., 2014).

2.1.5. Importéancia Economica e Etnobotéanica do fruto

O medronheiro é considerado uma espécie NUC, o que significa que possui
interesse agricola, nomeadamente para as populacdes residentes no local de origem, mas
por varias razdes ndo é devidamente explorado em termos agricolas (GFU, 2013; Gomes
et al., 2010). Apesar disso, 0 medronheiro é um dos mais importantes e conhecidos
arbustos da bacia mediterranica, pela sua importancia como planta ornamental, melifera,
medicinal e pela utilizacdo dos seus frutos e madeira (Silva, 2007). E uma espécie
multifuncional, usada em farmacéutica, cosmetica, saude ou alimentacdo, como fonte de
compostos funcionais e ainda como fonte de fibra (GFU, 2013). Os frutos, medronhos,
sdo comestiveis e podem ser consumidos frescos ou preparados em compotas ou geleias.
Podem também ser fermentados e destilados para obtencdo de bebidas alcoolicas,
algumas com elevado teor de etanol 45-50% (v/v) (Santo et al., 2012), sendo este o seu
uso mais expressivo na atualidade (Gomes et al., 2010). Na producdo de 1 litro de
aguardente, sdo usados cerca de 10 quilos de medronhos frescos (Gomes & Canhoto,
2009). Guerreiro et al., (2013) com alguns estudos a nivel do armazenamento de
medronhos frescos concluiram que, a uma temperatura de 0 °C, estes mantém a cor e 0
sabor praticamente inalterados durante, pelo menos, 15 dias. Este € um passo importante
para a comercializacdo do fruto nas grandes superficies comerciais, contornando a sua
rapida degradacdo quando completamente maduro, contribuindo também para a

valorizacdo do medronheiro como espécie fruticola de interesse.

A composicao dos frutos € melhor conhecida que a composicao das folhas nesta
espécie (Oliveira et al., 2009). Os frutos contém uma percentagem elevada de aclcares,
entre 0s 42 e 52% (base seca), e sdo uma boa fonte de minerais, especialmente de potéassio,
calcio e fosforo (Ozcan & Haciseferogullari, 2007). Sdo uma boa fonte de antioxidantes,
incluindo compostos fendlicos (antocianinas e outros flavonoides, derivados do &cido
galico e taninos), vitaminas C e E, e carotenoides (Alarcdo-E-Silva et al., 2001; Mendes
et al, 2011; Malheiro et al., 2012; Morales et al., 2013). Muitas das funcbes biologicas

atribuidas ao consumo de medronhos estdo relacionadas com a sua composigdo nestes



compostos antioxidantes (Oliveira et al., 2011a). Na sabedoria popular os frutos séo
considerados ricos em etanol, assim sendo, quando comidos em grande quantidade podem
causar a sensacdo de embriaguez (Abreu, 2014). E essa a possivel origem do restritivo
especifico “Unedo” de “unus + edo” que significa “comer apenas um” (Cela et al., 2003).
No entanto, Oliveira et al. (2011b) por analise dos compostos volateis em medronhos, em
varios estados de maturacdo, verificaram que apesar dos alcoois serem 0 composto
maioritario, nenhum etanol é detetado. Outros usos tém sido explorados para estes frutos,
tais como: iogurte, tartes, bolos, barras de cereais ou cereais para pequeno-almoco
(Alarcdo-E-Silva et al, 2001), incorporados como polpa, frutos frescos, secos ou
desidratados. Dado o seu elevado teor de f-caroteno e antocianinas, 0s medronhos podem
também ser usados para producéo de corantes alimentares (Molina et al., 2011). Na tabela

1 podemos verificar a composigédo nutricional do fruto segundo varios autores.



Tabela 1 - Composigdo nutricional do fruto de A. unedo, segundo varios autores por ordem cronolégica (adaptado de: Anastacio, 2014)

T T Bzcan & T T T T T T T pimoa
Noronha 1 Cavaco 1 . 2 . .« | Celikeletal, | Serceetal, | Barrosetal, * | Oraketal, ISulusogluetal,l Ruiz-Rodriguezetal, I IO
1 | Haciseferogullari* y | 1 1 1 1 1 al.,
2001 | 2007 I 2007 1 2008 | 2010 1 2010 1 2011 1 2011 1 2011 1 2013
T T T T T T T T T
Origem Arganil : Algarve : Turquia : Turquia I Turquia : Tras-os-Montes : Turquia : Turquia : : Alentejo
: o | . ) | ) | : | ] | . | . | : A ) A
Unidades média | méd+DP min-max | méd + DP ] min-max | médxDP | méd + DP | méd+DP | min-mdx | média min-max | méd+DP
L L L 1 L L L L L
Teor de humidade g/100 g 74,6 ! 68,84+ 10,32 | 58,92-73,96 ! 53,72%2,1 ! ! ! 59,7 + 2,67 ! 56,16 + 1,07 ! ! 56,48 46,82-71,89 !
. I I I i I I I I I
Energia kcal/100 g 761 | | 15134602 | I | 16121047 | 1 | 101 | 61,48-13593 |
1 1 1 ] 1 1 1 1 1
Proteinas g/100g 1,2 : 0,98 + 0,032 : 1,56+ 0,56 : : : 1,25+0,03 : : : 0,899 | 0,581-1,187 :
L L L L L L L L L
Lipidos g/100g i i i | l l l ] 0,609 | 0,299-0,779
1 1 1 | 1 1 1 1 1
Hidratos de carbono g/100g ] ] ] | | 3781017 | ] | 23,55 14,11-31,55 |
} } } } } } } } }
TSS (°Brix) : 22,71+3,179 18,25 - : : 15-30 : 11,9+0,1 : : : 16,5- 31,68 : : 27,8+0,1
T T T 1 T T T T T
Gordura g/100g 0,5 : : : : : 0,55+0,16 : : : :
" Frutose 2/100g 10,7 ! 307+1,152 1,83-433 | I I"975+129 I 976+059 | | 11036 | 364-1454 |
[ L] L] L] T L] L] L] L] L]
g Glucose g/100g 51 : 1,11 £0,399 0,7-1,53 : : : 5,33+0,88 : 4,89 +0,10 : : : 5,51 2,34-6,49 :
O
< 1 1 1 L 1 1 1 1 1
Sacarose g/100g nd. | 0,120,046 0,1-0,15 | 1 | 1,29+0,57 | 1,69+ 0,02 | 1 | 0,412 | traces-0,483 |
1 1 1 | 1 1 1 1 1
Fibra total g/100g | | | | | | | | 1621 | 10,04-22,27 |
1 1 1 ] 1 1 1 1 1
g Fibra soltvel g/100g : : : : : : : : 2,95 2,17-3,71 :
w L L L 1 L L L L L
Fibra insoltvel g/100g : : : : : : : : 13,26 | 7,86-1855 :
T T T T T T T T T
Celulose g/100g 32 |1 1 2,96+ 0,51 1 | 1 1 1 1 1
1 1 1 | 1 1 1 1 1
Cinza g/100g 08 | | 1,31+ 0,06 | | I 069+004 | | I 0864 | 0,685-1,058 |
T T T 1 T T T T T
pH 3,9 : 3,72 3,19-4,73 : 4,6+ 0,1 : I 5,57 + 0,07 : : : 3,52-3,7 : 3,38 3,235 :
) 1 1 1 ] 1 1 1 1 1
Acidez titulavel % eq. Ac.malico | | I 066-159 1| 067017 1| | I 048-124 | |
1 1 1 | 1 1 1 1 1
2 o . 1 1 1 | 1 1 1 1 1
S Acido malico mg/100 g 1 1 1 | 180 1 1 1 | 254,9 203,3-299,6 |
s } } } } } } } } }
po Acid <li | | | | | | | | R |
o cido oxalico mg/100 g I n.d. I I | I I I I 96,51 | 48,44 -146,75 I
2 T T T 1 T T T T T
Acido citrico mg/100 g | | | | 20 | | | | |
| | | | | | | | |
Acido fumarico mg/100 g ! ! ! ! ! ! ! 10729 | 0489-1,114 1




Tabela 1 — Composicao nutricional do fruto de A. unedo, segundo varios autores por ordem cronoldgica (continuagéo) (adaptado de: Anastacio, 2014)

T T Bzcan & T T T T T T T pimos
Noronha | Cavaco | . z . .. | Celikeletal, | Serceetal, | Barrosetal, * 1 Oraketal, ISulusogluetal, | Ruiz-Rodriguezetal., | APEDEE
1 | Haciseferogullari* 1 | 1 1 1 1 al.,
2001 | 2007 1 2007 1 2008 1 2010 1 2010 | 2011 | 2011 | 2011 | 2013

T T T T T T T T T

Origem Arganil | Algarve 1 Turquia 1 Turquia I Turquia | Tras-os-Montes 1 Turquia | Turquia 1 I Alentejo
| 1 1 1 | 1 1 1 1
| 1 1 1 | 1 1 1 1

Unidades média | méd+DP min-max | méd + DP ] min-max | méd+DP | méd + DP ] méd+DP | min-max | média min-max | méd+DP
1 L L L 1 L L L L
Ca mg/100 g | 48,55 | 2295+694 | | 187+13 | | 6455+9,1 | | 66,54 | 40,54-104,12 |
| I I I | I I I I
Cu mg/100 g : : 0,08+ 0,02 : : 0,17 + 0,04 : : 1,2 : : 0,125 0,073-0,208 :
1 ] ] ] 1 ] ] ] ]
Fe mg/100 g : : 0,56+ 0,05 : : 4,65%0,8 : : 0,68 : : 0,885 | 0,354-1,856 :
| I I I | I I I I
K mg/100 g | 36,16 I 689,99+78,07 | I 88163 | 1 293,15+46,7 | 1 177,3 | 79,72-323,14 |
1 1 1 1 1 1 1 1 1
| 1 1 1 | 1 1 1 1
P mg/100 g I | 169781572 | 179£37 | 49370 | |
t 1 1 1 t 1 1 1 1
Mg mg/100 g : 9,62 : 60,88 + 5,98 : : 124+7 : : : : 19,62 | 9,56-45,85 :
I I I I I I I I I
Mn mg/100 g 1 | 0,21+ 0,03 | | 0,42 1 | | 1 0,081 0,038-0,178 |
| 1 1 1 | 1 1 1 1
| ] ] ] | ] ] ] ]
S mg/100 g I 1 1 1 I 1 1714 1 1
L 1 1 1 L 1 1 1 1
Al mg/100 g : : 0,93+ 0,12 : : : : : : :
1 ] ] ] 1 ] ] ] ]
As mg/100 g | | 0,49+0,3 | | | | | | |
0 | | | | | | | | |
o | ] ] ] | ] ] ] ]
2 B mg/100 g | | 0,74+0,1 1 1 | 1 18 1 1 1
€ 1 1 1 1 1 1 1 1 1
k) 1 | | | 1 1 1 1 1
= cd mg/100 g | | 0009:0,002 | I | I I I I
1 ] ] ] 1 ] ] ] ]
Cr mg/100 g | 1 0,11+ 0,04 1 1 | 1 1 I I
| 1 1 1 | 1 1 1 1
| I I I | I I I I
Ga mg/100 g | | 0,02+ 0,02 1 1 | | | 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
Li mg/100 g : ' o0oazo007 | ! : ! ! ! !
t } } } t } } } }
Na mg/100 g : 29,74 : 32,4537 : : : : : : 7,52 4,33-9,94 :
T T T T T T T T T
Ni mg/100 g | 1 0,006+ 0,006 1 1 | 1 1 1 1
I I I I I I I I I
Pb mg/100 g | 1 002+0002 | 1 | 1 1 1 1
| 1 1 1 | 1 1 1 1
| ] ] ] | ] ] ] ]
Sr mg/100 g 1 1 0,24+ 0,04 1 1 | 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ti mg/100 g : : 0,007 + 0,01 : : : : : : :
t t t t t t t t t
v mg/100 | 1 0,77+0,2 1 1 | 1 1 1 1
g/100¢ I I I I I I I I I
Zn mg/100 g : 1 039+0,04 ! ' 083:01 ! 1 1,8 1 V0471 | 0,188-0,762 !




Os medronhos tém sido usados na medicina tradicional como antissépticos,
diuréticos e laxativos, enquanto as folhas tém sido largamente usadas como adstringentes,
diuréticas, agentes antissépticos urinarios e, como terapia para a hipertensdo arterial,
arteriosclerose, trombose e diabetes (Ziyyat & Boussairi, 1998; Pallauf et al., 2008;
Fortalezas et al., 2010). Estudos sobre propriedades antimicrobianas foram também
realizados por Ferreira et al. (2012) mostrando a inibicdo de bactérias Gram-positivas

responsaveis por doengas como, por exemplo, a pneumonia.

As folhas de medronheiro podem ser usadas para obtencdo de extratos benéficos
a nivel nutricional e medicinal, como fonte de antioxidantes naturais, para suplementos
alimentares, reduzindo o recurso a suplementos sintéticos e aditivos potencialmente
toxicos (Malheiro et al., 2012). Para além disso, os extratos das folhas podem também
ser usados como ingrediente funcional em carne processada prevenindo a oxidacao de
lipidos (Morales et al., 2013).

Também a madeira desta pequena arvore possui compostos com interesse
medicinal (Cela et al., 2003), para além disso é excelente combustivel e pode ser usada
para construcdo (GFU, 2013).

Recentemente, Lancellotti et al. (2014) conseguiram pela primeira vez,
estabelecer micorrizas arbutdides entre Tuber borchii (uma espécie de trufa) e Arbutus
Unedo. Isto representa uma oportunidade econdmica importante nas zonas

mediterranicas, aliando o cultivo de trufas com a producéo de frutos para alimentacéo.

E valorizada como planta ornamental devido a coloracdo vermelha intensa dos
frutos durante o Outono e Inverno e as suas flores brancas ou rosadas no Outono (Celikel
et al., 2008; Sa et al., 2011) e pelo facto destas caracteristicas de floracdo e frutificacdo
ocorrerem simultaneamente na mesma planta (Takrouni et al., 2012). Zizzo et al. (2009)
avaliaram o potencial do medronheiro como planta ornamental, analisando caracteristicas
de floracdo e frutificacdo bem como a aparéncia global do arbusto, e ainda a diversidade

genética das varias populacdes de A. Unedo na ilha da Sicilia na Italia.

As flores de medronheiro sdo uma boa fonte de néctar e pdlen para abelhas (Apis
mellifera) que produzem, a partir desta espécie, um mel caracteristico bastante apreciado
pelo seu aroma, sabor amargo e cor escura devido ao alto teor de compostos fendlicos

(Bianchi et al., 2005; Lopes et al., 2012). O mel monofloral de medronheiro é um produto



tipico de algumas regiGes mediterrénicas, particularmente da ilha da Sardenha, e tem um
valor econdmico cerca de 6 vezes superior ao mel monofloral obtido de outras espécies
(Bianchi et al., 2005). Estudos realizados por Rosa et al. (2011) demonstraram elevado
potencial antioxidante no mel monofloral de A. Unedo.

2.2. Enzimas
2.2.1. Propriedades gerais

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos que aumentam a velocidade das reacGes
e, apresentam caracteristicas que tornam o seu uso vantajoso quando comparadas com 0s
catalisadores quimicos convencionais. Pode destacar-se uma elevada eficiéncia catalitica,
muitas vezes superior a dos catalisadores quimicos, e o0 elevado grau de especificidade
que Ihes permite discriminar ndo sé entre reaces quimicas mas também entre substratos
(especificidade do substrato), partes similares de moleculas (regioespecificidade) e entre
isdmeros Gticos (esterioespecificidade) (Cabral et al., 2003; Krajewska, 2004; Lei et al.,
2007a; Milétic et al., 2012).

A enorme especificidade das enzimas relativamente aos substratos deve-se ao
centro ativo ou centro catalitico da enzima. Esta especificidade garante que a reagédo
catalisada ndo é perturbada por outras reacdes laterais, resultando na producao do produto
final pretendido, e na eliminacdo dos subprodutos indesejaveis. Esta reacdo proporciona
rendimentos substancialmente mais elevados, reduzindo os custos materiais (Krajewska,
2004). As enzimas geralmente operam em condi¢cGes moderadas de temperatura, pressao
e pH, com velocidades de reacdo da ordem das obtidas por catalisadores quimicos em
condicBes mais extremas (Krajewska, 2004; Milétic et al., 2012). Isso contribui para a
poupanca substancial da energia do processo e para a reducao dos custos de producdo.
Além disso, ndo apresentam praticamente problemas de eliminacdo sendo estas
biodegradaveis. Este conjunto Unico de caracteristicas das enzimas como catalisadores
tem sido explorado desde a década de 60 e a maioria dos processos catalisados por elas
tém sido introduzidos com sucesso na industria, por exemplo, na producdo de produtos
alimentares, farmacéuticos e agroquimicos (Krajewska, 2004; Lei et al., 2007a; Mateo et
al., 2007).
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2.2.2. Efeito do pH e da temperatura na atividade enzimética

As enzimas tém uma estrutura tridimensional caracteristica e, ao serem
submetidas a temperaturas elevadas e pH extremos podem sofrer desnaturagéo e
consequente perda de atividade bioldgica. Por outro lado, cada enzima apresenta
atividade méxima quando sujeita as condicGes de temperatura e pH 6timo (Cabral et al.,
2003).

A capacidade catalitica de cada enzima depende da conformacéo tridimensional
do centro ativo. Como as enzimas sdo constituidas por aminoacidos (contém grupos
ionizaveis), o pH influencia diretamente a sua ionizacdo. Uma pequena alteracdo no pH
impede que 0s grupos ionizaveis continuem carregados, impedindo assim a formag&o do

complexo Enzima-Substrato (ES) e consequentemente a ocorréncia da reacao catalitica.

Quando se usam valores de pH préximos do 6timo, a atividade da enzima é menor
comparativamente ao uso de um pH 6timo, contudo essa diminuicdo de atividade é
reversivel. Para valores extremos de pH, da-se o desenrolamento irreversivel da proteina
(desnaturacdo), perdendo assim toda a sua atividade enzimatica. Contudo, é necessario

salientar que, cada enzima apresenta o seu pH 6timo (Cabral et al., 2003).

O aumento da temperatura aumenta a probabilidade de colisdo entre as moléculas
e faz com que uma maior quantidade de moléculas tenha energia de ativacdo suficiente
para que a reacdo ocorra. No entanto, tal como para o pH, cada enzima apresenta uma
temperatura O0tima. Temperaturas demasiado baixas ou demasiado elevadas levam a

desnaturacdo da enzima podendo perder assim a sua atividade de forma irreversivel.
2.3. Enzimas carboidrases

As enzimas carboidrases sdo enzimas que catalisam a degradacdo de
carbohidratos, ou seja, hidrolisam as ligacbes glicosidicas entre monossacarideos

formadores de oligossacarideos ou polissacarideos.

As pectinases, enquanto enzimas carboidrases, podem ser de origem vegetal ou
microbiana, produzidas por varias estirpes de fungos, leveduras e bactérias (Alimardani-
Theuil et al., 2011). As de origem fungica sdo geralmente usadas como preparacoes

comerciais. Espécies do género Aspergillus sdo frequentemente usadas nas industrias de
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sumos pela sua alta atividade pectolitica exibida (Alkorta et al., 1998; Kashyap et al.,
2001; Fawote e Odunfa, 2003; Plaza et al., 2008).

Relativamente as suas aplicacdes, existem dois tipos de pectinases: as alcalinas e
as acidicas. As pectinases alcalinas sdo usadas principalmente na degomagem e na
maceracgdo de plantas téxteis (como o algoddo) e no pré-tratamento das aguas residuais
pécticas nas industrias de sumo de fruta. Estas enzimas provém principalmente de fontes
bacterianas, como Bacillus spp (Kashyap et al., 2001). As enzimas pécticas acidicas,
usadas nas industrias de sumos de fruta e na producédo de vinho, provém frequentemente
de fontes fungicas, especialmente de Aspergillus niger. Os sumos produzidos por estas

industrias incluem comercialmente;

I.  Sumos clarificados gaseificados (macd, pera e uva);
[1.  Sumos com turbidez (sumos de citrinos, sumo de ameixa, sumo de tomate
e néctares);
1. Produtos unicelulares, em que a intencdo é preservar a integridade das
células das plantas por hidrolise seletiva de polissacaridos da lamela

média.

A adicdo de enzimas pectoliticas (pectinases) resulta na degradacéo da pectina
(bem como de outros componentes de alto peso molecular) (Kashyap et al., 2001; Jayani
et al., 2005). Estas enzimas atuam apenas nas regides de homogalacturonana e

ramnogalacturonana das pectinas (Alimardani-Theuil et. al., 2011).

As pectinases permitem diminuir a viscosidade, aumentando consequentemente o
rendimento da extragdo de sumos, melhoram a sua aparéncia e reduzem o tempo de
filtracdo (Alkorta et al., 1998; Fernandez-Gonzélez et al., 2004). Outra aplicacdo das
enzimas pectoliticas é o tratamento seletivo dos concentrados com endo-
poligalacturonase (endo- PG) para provocar a hidrolise limitada das pectinas de modo a
reduzir a viscosidade (sumos citricos tendem a gelificar quando concentrados) (Alkorta
et al., 1998).

As pectinases expdem parte das cargas positivas da enzima reduzindo a repulsdo
electroestatica entre as particulas o que provoca a aglomeracdo das mesmas, formando-
se particulas maiores. Eventualmente estas particulas maiores depositam, mas para

melhorar o processo, podem ser adicionados agentes floculantes (clarificantes) como a
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gelatina, taninos e bentonite (tipo de argila). Leveduras e outros microrganismos, que
podem ter contaminado o0 sumo, também sdo  precipitados  pelos
clarificantes. Obtém-se, entdo, um sumo transparente mas nem por isso clarificado. Uma
segunda centrifugacdo e subsequente filtracdo sdo necessarias para dar a clareza
ao sumo, sendo que esta € apreciada pelos consumidores (Kashyap et al., 2001).

Tendo em conta que o medronho apresenta pH médio de 3,72+0,75 (Cavaco,
2007), com valores entre 3,2 e 4,7 (Noronha, 2001; Ozcan & Haciseferogullari, 2007;
Ruiz-Rodrigues et al, 2011; Sulusoglu et al, 2011) e como o produto utilizado € a pasta
de medronho resultante da trituracdo integral dos frutos, o mais adequado para este
trabalho é a utilizacdo de enzimas pécticas acidicas.

Nesta categoria foram selecionadas duas enzimas comerciais (Viscozyme® L e
Pectinex®) que pelas suas propriedades poderiam surtir mais efeito no sentido de
proporcionar 0 aumento do rendimento de extracdo de polpa de medronho com
diminuicdo aparente da sua viscosidade. Assim poderia surgir uma nova categoria de
produtos derivados do medronho, de caracteristicas composicionais idénticas ao fruto em
natureza, isentos de sementes e esclereideos, com potencial de utilizacdo nos mais
variados setores da industria alimentar, como a producdo de bebidas a base de fruta,

doces, pastelaria, gelados, iogurtes, entre outros.

2.3.1. Viscozyme® L

A Viscozyme® L é um complexo de multi-enzimas degradativas dos hidratos de
carbono (arabanase, celulase, B-glucanase, hemicelulase e xilanase) com maior atividade
enzimatica para a B-glucanase. A Viscozyme® L foi produzida a partir de uma estirpe

selecionada do fungo Aspergillus (NovoNordish, 1993).

E uma enzima utilizada na quebra de paredes celulares, para a extracdo de
componentes Uteis dos tecidos vegetais e no processamento de cereais e materiais
vegetais. A baixas temperaturas, a enzima ira ter um menor rendimento de extracdo e

degradacdo do material desejado.

A natureza multi-componente da Viscozyme® L tem particular utilidade para o
processamento de matérias vegetais destinados a producéo de alcool, cerveja, amido e

industrias relacionadas. A sua capacidade para degradar os polissacarideos ndo amilaceos
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pode melhorar a disponibilidade do amido na fermentagdo, reduzir a viscosidade e,
portanto, melhorar os rendimentos de extracdo (NovoNordish,1993).

A Viscozyme® L é apresentada sob a forma liquida com atividade enzimatica de
120 FBG (unidades de beta-glucanase fangica) por mililitro. As condicfes ideais para
maximizar a atividade deste complexo sdo pH 3,3-5,5, temperatura entre 40-50 °C e
dosagens entre 0,05 a 0,1% da massa (NovoNordish,1993).

2.3.2. Pectinex®

A Pectinex® é uma preparacdo enzimatica pectolitica, produzida através da
fermentacdo submersa de espécies de Aspergillus. A sua composicdo foi especialmente
desenvolvida para processamento otimizado de polpa de frutas (Begerow, 2016) através
do seu tratamento enzimatico e maceracao de tecido vegetal. A pectina soltvel e insolivel
presente nas polpas bem como os polissacarideos, sdo removidos. Quando aplicada
resulta num aumento significativo da capacidade de separacdo sélido/liquido e,

consequentemente maior producao de sumo (NovoNordish,2007).

Como vantagens de aplicacdo na polpa destacam-se:

e Maior rendimento de extracéo

e Diminuicéo da producao de residuo/bagaco

e Aumento da eficiéncia da operacdo de filtracdo das massas maceradas
(NovoNordish,2007).

A Pectinex® ¢é comercializada na forma liquida e possui uma atividade enzimética
de 26000 PG (unidades de poligalacturonase) por mililitro. As condigdes ideais,
recomendadas pelo fornecedor, para maximizar a atividade desta enzima sdo pH=3,5,

temperatura de 35 °C e dosagens de 200 pL/kg (NovoNordish,2007).
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3. Materiais e métodos

Todos os tratamentos enzimaticos e caracterizagdo analitica dos varios produtos,
fruto em natureza, polpas e bagaco, foram feitos em triplicado, nos laboratérios da Escola
Superior Agréria do Instituto Politécnico de Coimbra.

3.1. Matéria-prima

A matéria-prima (frutos de Arbutus unedo L.) foi colhida na zona centro de
Portugal, durante os meses de Setembro e Outubro de 2016, embalada em vacuo e
conservada em camaras de congelagéo (-18°C).

Para a realizacdo dos ensaios enzimaticos foi retirada uma amostra representativa
de medronhos (6,8 kg). Os frutos, apos descongelacdo, foram triturados e a pasta
macerada resultante foi separada em 12 amostras com aproximadamente 600 g,

devidamente identificadas e novamente congeladas a -18 °C.

Antes de se aplicar o tratamento enzimatico, a amostra foi descongelada a
temperatura de operacgdo (temperatura ambiente, entre 20-25 °C ou a 45 °C) e novamente
divididas em copos com 50 g. Cada copo foi devidamente identificado com a

concentracdo de enzima que iria ser aplicada (0 (controlo), 1, 2 ou 4 pL/g de macerado).

Apos inoculacdo da enzima, as amostras foram colocadas em estufa a 20-25 °C ou
45 °C, durante o tempo determinado, 30 ou 60 minutos. Imediatamente apds ter terminado
o0 periodo de incubacdo, as amostras foram transferidas para micro-ondas com poténcia
de 700 W durante 15 segundos para desnaturacéo e consequente cessacao da atividade
enzimatica e, imediatamente passadas por um banho de agua gelada, para arrefecimento

da amostra até a temperatura ambiente.

Devido ao facto do medronho ser um fruto constituido por pequenas sementes de
tegumento castanho, que permanecem na polpa ap0s maceracdo, é impossivel a sua
separacdo manualmente. Por esse motivo a sua separagdo ocorreu através de prensagem
através de tela sintética (tecido TV, vulgarmente utilizado no processamento de queijo)
com dimensdo de poro suficientemente pequeno para ndo deixar passar as sementes e
esclereideos, permitindo assim a separacdo da polpa do bagago. A figura 3 resume
esquematicamente a metodologia anteriormente descrita usada para extracdo de polpa de

medronho.
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Enzima Viscozyme® L
ou Pectinex®

Agua
(1/3 Massa Bagaco)

Medronho
congelado

v

L Descongelagdo
v

2 Trituragao
v

3 Divisdo em amostras

(aprox. 600 g)

v

4 Congelagdo (-18 <C)
v

5 Descongelacdo a

temperatura de operagdo (20-25°C ou 45°C)

v

6 Pesagem
v

7 Incubagdo da enzima (0, 1, 2 ou 4 uL/g)

(30 ou 60 minutos); (20-25C ou 45°C)

v

(oe]

Inactivagdo da enzima e arrefecimento

v

Prensagem da amostra

v

10 12 Extracdo

v

Bagaco (12 extragdo)

— 11 Lavagem (22 extrag3o)

v

Residuo

Polpa
(12 extragdo)

Polpa
(22 extragdo)

Figura 3 - Metodologia de extracao de polpa de medronho coadjuvado pela a¢do de enzimas carboidrases
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Como ja foi referido estudou-se o efeito da aplicacdo da Viscozyme® L e da
Pectinex® na extracdo de polpa de medronho a partir dos frutos macerados em trés
cenarios diferentes consoante o tempo de tratamento, a temperatura de incubacdo e
concentracdo da enzima (uL/g de macerado). O protocolo para cada tratamento
enzimatico encontra-se no anexo 1. A tabela 2 apresenta a condi¢cbes em que cada uma
das enzimas foi utilizada. Paralelemente na preparacdo do controlo procedeu-se a
incubacédo da polpa, a temperatura ambiente (20-25 °C) e sem adicdo de enzimas.

Tabela 2 - Condicdes de aplicagdo das enzimas Viscozyme® L. e Pectinex® a pasta de medronho macerado

Tempo de incubacéo Temperatura de Concentracéo da enzima
(minutos) incubacéo (°C) (uL/g de macerado)
0 (controlo)
20-25 1
30 )
(temperatura ambiente) 2
4
0 (controlo)
20-25 1
60 ]
(temperatura ambiente) 2
4
0 (controlo)
1
30 45
2
4

3.2. Rendimento de extracdo e caracteristicas fisico-quimicas dos produtos

obtidos (polpas de 12 e de 22 extracgao)

De modo a avaliar a acdo das diferentes enzimas e condi¢des de tratamento sobre
a pasta macerada de medronho, foram avaliados os rendimentos de extracdo de polpa e
caracterizados os produtos resultantes do ponto de vista fisico-quimico quanto a cor
(L*a*b*), acidez titulavel (g acido citrico/100 g), pH, extrato seco, sélidos insoluveis,

solidos soluveis (°Brix) e viscosidade aparente (Pa.s), quando aplicavel.
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3.2.1. Rendimento de extragao

O rendimento de extracdo em polpa foi obtido através da razéo entre a quantidade
de polpa obtida resultante da prensagem através tecido TV, de amostras de 50 g de pasta
macerada de medronho, resultante da sua prensagem (etapa 9 da figura 3), submetida ou
ndo (controlo) a tratamento enzimatico nas condi¢des descritas na tabela 2. O resultado
foi expresso em percentagem e foi avaliado na polpa de 12 extracdo e no bagaco de 12
extragao.

Devido a quantidade significativa de polpa que ainda fica aderente a componente
solida do bagaco apds a primeira extracao, fez-se uma lavagem (etapa 11 da figura 3) com
uma quantidade de agua correspondente a 1/3 da massa de bagaco obtida em cada ensaio.
Depois de devidamente homogeneizado, procedeu-se a separacdo e contabilizacdo da
polpa (de 22 extracdo) extraida de forma similar a da primeira extracao, resultando uma
polpa de 22 extracao e residuo.

3.2.2. Cor

A cor foi medida através do colorimetro (Minolta CR-200b). O colorimetro
fornece o valor de trés coordenadas L*, a*, b*. Onde L* representa a luminosidade e varia
de O (preto) a 100 (branco). O eixo a* representa a cor entre o verde (valores negativos)
e o vermelho (valores positivos) e o eixo b* fornece a variacao de cor entre o azul (valores
negativos) e o amarelo (valores positivos). Este parametro foi avaliado na pasta macerada

de medronho e nas polpas de 12 extracao e de 2° extracao.

3.2.3. Acidez titulavel

Da pasta macerada de medronho e das polpas de 12 extracdo e de 22 extracao
retiraram-se amostras de aproximadamente 5 g, para copos distintos aos quais se
adicionaram 50 cm?® de agua destilada. As misturas foram submetidas a agitacdo até se

obter uma solu¢do homogénea.

Para cada uma das amostras, adicionou-se lentamente uma solucédo

de hidréxido de sodio (0,1 N) recorrendo a uma bureta graduada.
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Utilizou-se o potenciémetro (Crison micro pH 2002, Espanha) com elétrodo de pH 52 03
para acompanhar a subida de pH durante o processo. Assim que 0 potenciometro indicou
pH 8,1, procedeu-se ao registo da quantidade (mL) de NaOH gasto na titulagdo. O
resultado foi expresso em g de &cido citrico/100 g de polpa, e obtido através da expressao

(1):

Acidez (%) — 64 x 0,1 x N xV gasto (mL) (1)

Massa amostra (g)

3.2.4. pH

O pH foi medido com um potenciémetro digital de leitura direta, calibrado
previamente com solucéo tampéo de pH 7 e pH 4. Apos cada medicéo o elétrodo foi limpo
com agua destilada.

Este parametro foi avaliado na pasta macerada de medronho e nas polpas de 12
extragéo e de 22 extracéo.

3.2.5. Sdlidos totais

A determinacdo da matéria seca das amostras foi efetuada por secagem em estufa
a 105 °C até peso contante. A perda de agua foi calculada pela diferenca de massa antes
e apos a secagem da amostra. O extrato seco, ou teor de solidos totais, foi determinado

segundo a equagdo 2.

M gmostra Seca (9) x 100 (2)

Extrato seco (%) = . )
Amostra

A percentagem de humidade foi calculada a partir do valor de extrato seco

segundo a equacao 3.
Humidade (%) = 100 — Extrato seco (%) (3)

Este parametro foi avaliado na pasta macerada de medronho e na polpa de 12

extracao.
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3.2.6. Sélidos insoltveis

Entende-se por solidos insollveis de frutos, respetivos sumos, conservas e
produtos secos o conjunto insoltvel dos seus componentes fixos obtidos, apos lavagem
com agua quente e posterior secagem em estufa a 105 °C. O teor de sélidos insoltveis dos
produtos exprime-se pela percentagem em peso (Netto, s/d).

Amostra lavada seca (g) X 100 (4)
M Amostra(9)

Solidos insoluveis (%) = u

Este parametro foi avaliado na pasta macerada de medronho.

3.2.7. Soélidos soluveis

O indice refratométrico, ou grau °Brix, € frequentemente utilizado para quantificar
a percentagem de materia soluvel presente nos frutos. Por exemplo, aglcares, acidos,
vitaminas, amino&cidos e pectinas. Como a solubilidade dos acUcares depende da
temperatura é necessario que o produto esteja a temperatura ambiente ou, dependendo do
equipamento, pode-se ter que proceder a correcdo do teor de sélidos soluveis para a

temperatura de 20 °C.

A sua determinacdo foi feita com um refratdmetro digital HANNA HI 96801
(escala 0- 30%) na pasta de macerada de medronho e nas polpas de 12 extracdo e de 22

extragéo.

3.2.8. Reologia da polpa de medronho

A viscosidade aparente da polpa de 12 extracdo de medronho foi determinada
utilizando o redmetro Rheostress 6000 (Haake, Thermo Scientific, Australia). Os ensaios
foram realizados imediatamente ap6s a extracdo da polpa, a 20 + 0,1 °C com rampa de
cisalhamento linear (y) ascendente e descendente entre 0,1 e 10 s™*. Para cada ciclo, a taxa
de cisalhamento aumentou ao longo de um periodo de 100 s, foi mantida no limite
superior durante 20 s e depois diminuiu novamente durante um periodo de 100 s. A
tixotropia foi registada como a area do gréfico resultante entre as curvas de tensdo de

corte (o) ascendente e descendente em fungdo da taxa de cisalhamento (y).
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A rampa de taxa de cisalhamento ascendente foi utilizada para ajustar a Lei de
Poténcia ou 0 modelo de Ostwald (equacédo 5) e determinar o indice de consisténcia (k) e

o factor de lei de poténcia (n).
o=ky"oun=ky™1t (5)

onde 1 ¢ a viscosidade aparente (Pa.s) ¢ y € a taxa de cisalhamento (1/s) (Blair, et al.
1939).

3.2.9. Andlises estatisticas

Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado. Os dados sdo expressos
como valores médios * desvio padrdo. A andlise estatistica foi realizada por analise de
variancia (ANOVA) usando o software Estatistica V.12.0 (Statsoft, 2013). Utilizou-se o
teste Tukey HSD para verificar a existéncia de diferencas significativas entre os valores

das médias dos parametros avaliados, com um nivel de confianga de 95%.
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4. Resultados e discussao

Neste capitulo séo apresentados os resultados das analises efetuadas ao medronho
(frutos em fresco) e aos produtos resultantes apos aplicacdo dos tratamentos enzimaticos
descritos no ponto 3.1, polpa de 1° extragéo e polpa de 2° extracéo.

4.1. Caracterizacado dos medronhos (pasta macerada de medronho)

De modo a caracterizar a matéria-prima foram analisados varios parametros, tais
como °Brix, pH, cor, acidez titulavel, extrato seco, humidade e solidos insoltveis. Os
resultados sdo apresentados na tabela 3. Estes resultados sdo concordantes com descritos
na bibliografia (Noronha, 2001; Ozcan & Haciseferogullari, 2007; Ruiz-Rodrigues et
al.,2011; Sulusoglu et al., 2011; Celikel et al., 2008; Cavaco, 2007).

Tabela 3 - Caracterizacdo do medronho

Parametro Resultado
°Brix 26,0+0,0
L* 45,1+0,0
Cor a* 15,8+0,4
b* 26,6+0,1
pH 3,310,0
Acidez titulavel % (g &c. citrico/100g pasta) 1,1+0,1
Humidade (%) 65,1+1,4
Extrato seco (%) 34,9+1,4
Solidos insoluveis (%) 21,1423

4.2. Caracterizacdo fisico-quimicas da polpa de 12 extracdo
4.2.1. Rendimento de extracao (%)

Quanto a da aplicacdo da enzima Viscozyme® L (Figura 4), verifica-se que o
rendimento de extracdo ndo é significativamente aumentado pela aplicacdo do tratamento
enzimatico nas condi¢6es descritas quando comparado com o controlo (sem aplicacdo de
enzima). Ainda assim verificam-se maiores rendimentos quando aplicadas temperaturas

mais elevadas (45 °C), coincidente com a temperatura 6tima e maior concentragdo
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daquela enzima, 46,9+0,5%. Estranhamente, observou-se um rendimento de extragéo
inferior a qualquer um dos controlos (entre 40,8 a 42,3%) quando aplicada a Viscozyme®
L a temperatura ambiente (20-25°C), durante 60 minutos para qualquer uma das
concentracdes utilizadas, facto para o qual ndo temos explicacdo e que necessitara de
confirmagé&o futura com realizagdo de novos ensaios.

60

wu
o

40

30

| S —  ®30min-20/25°C

H 30min-45-C
20

60min-20/25¢°C

Rendimento da polpa (%)

[Eny
o

0 1 2 4
Concentracdo da enzima (pL/g)

Figura 4 - Rendimento de extracéo de polpa (%) (12 extracdo) com a aplicacéo da Viscozyme® L

A figura 5 mostra que o rendimento de extracdo da polpa quando aplicada a
Pectinex® é semelhante ou superior aos registados para os controlos (sem enzima). O
rendimento de extracdo mais elevado (54,9+1,1%) foi obtido quando aplicada a
Pectinex® na concentracdo de 2 uL/g, a temperatura de 45 °C durante 30 minutos. No
entanto este resultado ndo é significativamente diferente do alcangcado no tratamento 20-
25 °C (temperatura ambiente) durante 30 minutos (52,8+1,1%) aplicando a concentragédo
mais baixa de enzima (1 puL/g), o que desta forma se pode traduzir em custos mais baixos

de processamento, ja que implica a utilizacdo de menor quantidade de enzima e auséncia
de gastos de energia durante o tempo de incubag&o.
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Figura 5 - Rendimento de extracéo de polpa (%) (12 extragdo) com a aplicacdo da Pectinex®

Quando comparada a utilizacdo da Viscozyme® L (Figura 4) com a da Pectinex®
(Figura 5), verifica-se que o rendimento de extracdo da polpa é sempre superior quando
utilizada esta Gltima enzima. Desta forma pode-se afirmar que a Pectinex® é preferida a
Viscozyme® L na producéo de polpas de medronho, nas condi¢des estudadas.

4.2.2. °Brix

Como expectavel, dadas as caracteristicas das enzimas utilizadas, verifica-se um
aumento significativo (p<0,05) do °Brix para a maioria das polpas produzidas quando
comparado com os controlos (c.a. 26 °Brix), quer nas polpas produzidas apos a incubacgéo
com Viscozyme® L (Figura 6) quer por a Pectinex® (Figura 7). Verifica-se também que
esse aumento se acentua com o aumento da concentragdo das enzimas e ndo é tdo
dependente quer do tempo quer da temperatura de incubacdo, no caso da Viscozyme ®
L. A semelhanca do rendimento da extracio da polpa, € também com o tratamento com
Pectinex® que sdo alcancados maiores valores de °Brix (27,3+0,1%) a temperatura

ambiente, durante 30 minutos na concentragdo de 4 pL/g.
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Figura 6 - °Brix na polpa de 12 extrag@o com aplicacdo da Viscozyme® L
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Figura 7 - °Brix na polpa de 12 extrac@o com aplicacéo da Pectinex®

Quando comparada a utilizacdo da Viscozyme® L (Figura 6) com a Pectinex®
(Figura 7), verifica-se que o °Brix na polpa obtém valores superiores quando utilizada
esta Gltima enzima. Afirma-se entdo que a Pectinex® é preferida a Viscozyme® L na

producdo de polpas de medronho com maior °Brix.
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4.2.3. Viscosidade aparente

Quanto a aplicacdo da enzima Viscozyme® L verifica-se uma queda acentuada da
viscosidade aparente (Figura 8) na polpa de medronho em relacéo aos valores do controlo,
especialmente se tido em conta o tratamento a temperatura ambiente (20-25 °C) por 30
minutos (7,98+0,15 Pa.s). Entre os varios tratamentos, verificam-se diferengas
significativas (p<0,05) de viscosidade aparente mesmo entre os diferentes tratamentos
com a Viscozyme® L. O valor mais baixo (0,88+0,38 Pa.s) foi obtido quando aplicada
esta enzima a temperatura 6tima (45 °C) durante 30 minutos, na concentracdo de 4 pL/g.

9,00
8,00 \

7,00

6,00 \
5,00 \

\ ==de=30m-20/252

4,00
—e—30m-45¢2

3,00 \ 60m-20/252
2,00 T —
1’00 K‘

0,00

Viscosidade aparente (Pa.s)

Concentrac¢do da enzima (uL/g)

Figura 8 — Viscosidade aparente na polpa de 12 extracdo com aplicacéo da Viscozyme®

A figura 9 mostra que as polpas obtidas a partir de tratamentos com a aplicacéo
da Pectinex® também sofrem um decréscimo acentuado da viscosidade aparente quando
comparado com a dos controlos (a variar entre 5,88+0,17 Pa.s para o tratamento de 30
minutos a temperatura ambiente e 8,90+0,16 Pa.s para o tratamento a 45 °C). O menor
valor de viscosidade aparente foi observado (1,19+0,22 Pa.s) para o tratamento a 45 °C,

durante 30 minutos, na concentracdo mais elevada (4 pL/g). Ndo sdo observadas
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diferencas significativas somente entre os tratamentos com concentracdes de 1 e 2 pL/g,

30 minutos, a 20-25 e 45 °C.
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Figura 9 — Viscosidade aparente na polpa de 12 extracdo com aplicagdo da Pectinex®

Quando comparada a utilizacdo da Viscozyme® L (Figura 8) com a Pectinex®
(Figura 9), verifica-se que a viscosidade aparente das polpas resultantes apresenta sempre

valores mais baixos quando a Viscozyme® L ¢ utilizada.

A tabela 4 apresenta os valores da tixotropia e ainda indice de consisténcia (k) e 0

fator de lei de poténcia (n) do modelo de Oswald pertinentes as polpas de 12 extracao.

A polpa de medronho é classificada como um fluido ndo newtoniano —
pseudoplastico (a viscosidade aparente depende da taxa de cisalhamento) ja que o fator
de lei de poténcia (n) apresenta valores inferiores a unidade. Globalmente observa-se que
as polpas resultantes dos tratamentos com Viscozyme® L apresentam menores valores
quer de tixotropia quer para o indice de consisténcia (k) quando comparados as
provenientes do tratamento com Pectinex® e do controlo, em conformidade com

comportamento o observado quanto a viscosidade aparente destes produtos.

No anexo Il encontram-se representados graficamente os ensaios de fluxo
pertinentes a determinacdo da tixotropia e dos parametros do modelo de Oswald (eg. 5),

indice de consisténcia (k) e o fator de lei de poténcia (n).
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Tabela 4 - Tixotropia, indice de consisténcia (k) e fator da lei de poténcia (n) do Modelo de Oswald da polpa de 12

extracdo
Modelo de Oswald
St Tempo (min.) [Enzima] Tixotropia (equacéo 5)
Temperatura (°C) | (uL/g) (Pals) k n®
(Pa.s")

o 30 - 20/25 0 102,2+31,6 °¢ | 53,1+8,7 9 | 0,28+0,05
g 30- 45 0 65,8456 %Y | 73,4+#3,8°% | 0,23%0,01
S 60 - 20/25 0 50,2+14,9 59 | 25 3+1, 1590 | 0,27+0,07
1 89,3+37,6 o4 | 39,3+13,8%¢7 | 0,23+0,02

30 - 20/25 2 83,0+4,4 ¢4 | 34,743,499 | 0,20+0,01

4 61,0+3,0 %4 | 26,1+0,8*%9" | 0,17+0,03

2 1 | 218£170° | 60£16" | 0,22£0,08
GE; 30 - 45 2 27,9+19,9°9 | 10,8+3,99%" | 0,20+0,06
g 4 54,6+28,8 ¢4 | 17,3+8,8%"¢" | 0,18+0,03
> 1 53,0£22,8%9 | 6,240,6" | 0,23+0,07
60 - 20/25 2 41,0£30,0 %9 | 14,3+5,1 f9" | 0,21+0,03

4 24,0+7,8% | 11,1%359" | 0,24%0,02

1 93,0+13,5 %9 | 40,9+3,5 ¢4 | 0,23+0,01

30 - 20/25 2 78,2+3,1 %9 | 33,5+2,4%%9 | 0,19+0,02

4 73,4+21,0°9 | 29,6+5,3%%9 | 0,18+0,02

® 1 106,4+8,5 P9 | 42,3+4,1 %9¢ | 0,22+0,01
E 30 - 45 2 87,0+10,6 o4 | 34,7+4,6 %7 | 0,18+0,01
E 4 63,2+20,0 °9 | 25,1+6,9%79" | 0,160,01
1 171,8+18,0%" | 46,4+23,7%P¢ | 0,28+0,03

60 - 20/25 2 2345+67,7° | 79,3+17,5% | 0,27+0,02

4 223,0+59,8 % | 68,9+13,92° | 0,27+0,01

abcdefon diferentes letras na mesma coluna significam tratamentos com diferencas significativas (p<0,05); @ Sem diferencas
significativas (p>0,05).
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4.2.4. Cor

As figuras 10 e 11 representam, respetivamente, a cor das polpas obtidas por acdo
do tratamento com Viscozyme® L e a Pectinex® em compara¢do com 0s respectivos
controlos. Verifica-se que a cor das polpas de medronho ndo é influenciada por qualquer
uma das enzimas utilizadas em qualquer condicdo de tratamento, tempo, temperatura ou
concentracdo de enzima.

A (uL/g)
30m-452C 60m-20/252C
o r N M O B N M O R N b

CONCENTRAGCAO DA ENZIMA

30m-20/252C

L*a*b*

Figura 10- Cor na polpa de 12 extracéo com aplicagédo da Viscozyme® L
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- N Sy

N~ O

(uL/g)

30m-45¢C
[

CONCENTRACAO DA ENZIMA

30m-20/252C

o

~ O

N
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Figura 11- Cor na polpa de 12 extragao com aplicagdo da Pectinex®
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Desta forma, apesar das polpas produzidas com auxilio destas enzimas
manifestarem menor viscosidade, por exemplo, mantém algumas das caracteristicas
iniciais do fruto, como é o caso da cor. Esta evidéncia associada ao aumento do °Brix e
do rendimento de extracdo tornam a aplicacdo de enzimas ainda mais promissora na
transformacéo deste fruto em polpas.

4.2.5. pH e acidez titulavel da polpa de 12 extracdo

A polpa de 12 extracdo foi ainda caracterizada pelo pH, acidez titulavel e extrato
seco, como se pode verificar na tabela 5. A acidez titulavel e o extrato seco das polpas
extraidas com aplicacdo das enzimas ndo € alterado significativamente em relacdo aos
controlos. O pH da polpas apresenta um decréscimo, tanto maior quanto maior a
concentracdo de enzima utilizada, na maioria do casos significativo (p<0,05), quando
comparado com o valor do respetivo controlo nas mesmas condi¢cdes de tratamento
(tempo e temperatura), sendo que ndo séo verificadas diferencas significativas entre 0s

controlos.
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Tabela 5 — pH, acidez titulavel e extrato seco das polpas de 1% extragédo

Acidez
Enzima Tempo (min.) [Enzima] oH ditulével Extrato seco
Temperatura (°C) (uL/g) e (%)Y

o 30 - 20/25 0 3,50£0,07%0 | 1,0¢0,2 | 31,2421
[ 0 35740,07° | 1,0002 | 27121
S 60 - 20/25 0 3,56£0,07% | 1,080,2 | 31,1#21
1 3,36+0,02°¢ 1,1+0,5 25,5+1,1

30 - 20/25 2 3,2980,01° | 1,130,0 | 26,7425

4 3,28+0,02° | 1,1#0,3 | 22,536

2 1 354%0,11° | 11203 | 264204
GE; 2 3,39+0,02%>¢ | 11+0,1 | 26,50,2
g 4 3,32£0,025¢ | 1,1#0,2 | 26,802
> 1 3,380,01°°° | 1,040,6 | 28,240,
60 - 20/25 2 3,30£0,01° | 1,1#1,0 | 29,8+13

4 3,28:0,01° | 1,208 | 27,5201

1 3,35:0,07°¢ | 1,1x0,1 | 28,8%0,9

30 - 20/25 2 3,30:0,02° | 1,1#0,1 | 29,3%0,1

4 3,29%0,02° | 1,2¢0,3 | 29,1%0,6

® 1 3,33:0,11°¢ | 1,1x0,3 | 26,4%0,5
g 2 3,28:0,02° | 1,1#0,8 | 26,1%0,3
E 4 3,28:0,02° | 1,2¢03 | 26,4%0,5
1 354+0,11F | 1,1#1,0 | 32,612

60 - 20/25 2 3,39:0,02°P¢ | 1,1#0,3 | 33,1%1,1

4 3,32+0,02°¢ | 1,2¢06 | 31,8%0,5

abe diferentes letras na mesma coluna significam tratamentos com diferengas significativas (p<0,05); &) Sem diferencas

significativas (p>0,05).
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4.3. Caracterizagdo fisico-quimica da polpa de 22 extracdo (extraida apds

4.3.1.

lavagem do bagaco resultante da 12 extracéo)

°Brix

Quanto ao °Brix das polpas obtidas ap6s lavagem do bagaco obtido na primeira

extracdo, ele é obviamente inferior ao obtido nas polpas da primeira extragdo motivado

pela adicdo de &gua, na razdo de 1/3 da massa de bagaco obtido apds a 12 extracdo. Ainda

assim, quer nos controlos quer para qualquer um dos tratamentos enzimaticos, o °Brix
obtido situa-se entre 14,8 (Pectinex®, Figura 13) e 16,1 (Viscozyme® L, Figura 12). Este

produto proporciona assim caracteristicas bastante apreciaveis em termos de sélidos

soluveis, muito superiores ao verificados em frutos comumente utilizados na industria

alimentar como a laranja (11,8 °Brix), a maca (11,5 °Brix), péra (12 °Brix), péssego (10,5

°Brix) ou ananés (12,8 °Brix) (Barrett et al., 2004). Tal significa que o rendimento de

extracdo de polpa de medronho (e de solidos sollveis) podera ser otimizado com a

lavagem do bagaco proporcionando 2 tipos de produtos distintos, passiveis de utilizacdo,

per si ou em mistura, apos tratamentos convenientes de conservacgéo.

%Brix
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Figura 12 — °Brix na polpa de 22 extracao com aplicacédo da Viscozyme® L
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Figura 13 - °Brix na polpa de 22 extrac@o com aplicacdo da Pectinex®
4.3.2. Cor

A cor da 22 polpa extraida apds lavagem do bagaco submetido aos tratamentos
enzimaticos da Viscozyme® L (Figura 14) e da Pectinex® (Figura 15), apresenta
diferencas evidentes quando comparada com a cor da 22 polpa extraida apos lavagem do
bagaco tratado sem adigcdo de enzimas (controlos da 2° extracdo). Aquelas apresentam cor
mais escura (com valores de luminosidade (L*) mais baixos, mas também e
essencialmente com contribui¢do do vermelho (a*) e do amarelo (b*) até 50% e 88%
inferiores, respetivamente. Isto traduz-se em polpas, para além de mais escuras, com um
tom predominante mais avermelhado em comparacdo com mais cor de laranja-
amarelados no controlos da 22 extracdo. A cor das polpas de 22 extracdo provenientes do

tratamento enzimatico ndo traduzem diferencas evidentes entre si.

Se comparadas as cores dos controlos (Figuras 10 e/ou 11) com as dos controlos
da 2 extracdo (Figuras 14 e/ou 15), polpa extraida antes e depois da lavagem,
respetivamente, e sem o efeito da acdo de qualquer uma das enzimas estudadas, verifica-
se também, no segundo face ao primeiro, uma diluicdo de L*, dos valores de a* em cerca
de 59% e, essencialmente, de b* com perda de cerca de 73%. Tudo isto se traduz numa
polpa de 22 extracdo mais escura, ainda alaranjada mas com tom tendencialmente mais

vermelho face a cor da polpa de primeira extragéo.

33



L*¥a*b*

< o~ — o < o~ — o < o~ — o

2552/07-W09 J5SP-Wog 265¢/07-W0E
(1/87) VINIZN3 VA OYDVHLNIINUD

Figura 14 — Cor na polpa de 22 extrac@o com aplicacdo da Viscozyme® L
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Figura 15 — Cor na polpa de 22 extrag@o com aplicacdo da Pectinex®
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4.3.3. pH e acidez titulavel da polpa de 22 extracéo

A polpa de 22 extragdo foi ainda caracterizada quanto ao pH e acidez titulavel,
como se pode verificar na tabela 6. Os valores de pH, acidez titulavel, apos aplicacdo das
enzimas ndo sdo alterados significativamente em relacdo aos valores do controlo da 22

extraco. A semelhanca da polpa de primeira extracdo, pode-se afirmar que nenhuma das

enzimas afeta estes parametros de caracterizacdo da polpa de 2° extracgéo.

Tabela 6 — pH e acidez titulavel da polpa de 22 extracao

Enzima Tempo (min.) [Enzimal] pH Acidez titulavel (%)®
Temperatura (°C) uL/g

~ 30-20/25 0 3,400,04° 0,6+0,1
é 30-45 0 3,35+0,04 20 0,610,1
S 60-20/25 0 3,390,042 0,5+0,1
1 3,30£0,042 0,60,1

30 - 20/25 2 3,40£0,052° 0,60,1

4 3,30£0,07 2 0,620,2

P 1 3,30£0,022 0,6+0,1
GE; 30 - 45 2 3,30£0,012 0,620,1
g 4 3,30£0,012 0,6+0,1
> 1 |3,300,05% 0,60,0
60 - 20/25 2 3,30£0,022 0,60,0

4 3,30£0,032" 0,60,0

1 3,40£0,022 0,6+0,1

30 - 20/25 2 3,30£0,022 0,60,01

4 3,30£0,012 0,6+0,08

® 1 3,30£0,022° 0,60,11
g 30- 45 2 3,30£0,012 0,6+0,08
g 4 3,300,06° 0,6+0,20
1 3,30£0,05 2 0,6+0,20

60 - 20/25 2 3,30£0,022 0,6+0,06

4 3,30£0,0325 0,60,03

ab diferentes letras na mesma colunas significam tratamentos com diferengas significativas (p<0,05); &) Sem diferencas
significativas (p>0,05),
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5. ConclusGes e perspetivas futuras

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que o objetivo inicial foi
alcangado. Conseguiu-se um aumento do rendimento da extracéo de polpa de medronho
a partir de medronho triturado e submetido a tratamento enzimatico pelas Viscozyme® L
e Pectinex® com reducdo consideravel da viscosidade das polpas produzidas por esta
metodologia.

Conclui-se que, para o aumento do rendimento da extracdo da polpa de medronho,
a enzima com melhor performance foi a Pectinex® nas condi¢Ges de 2 pL/g incubada
durante 30 minutos a 45 °C, com 54,9+1,1%. Em qualquer das condi¢des a que foi sujeito
0 medronho com esta enzima, os rendimentos de extragdo de polpa foram sempre
superiores a 50%. Nas condic¢des estudadas, a aplicagdo Viscozyme® L ndo demostrou
ser eficiente no aumento do rendimento de extracdo da polpa de medronho.

Quanto a viscosidade aparente das polpas extraidas, conclui-se ainda que a
aplicacdo da Viscozyme® L motiva polpas com menor viscosidade (0,88+0,33 Pa.s), nas
condicdes de 4 puL/g incubada durante 30 minutos a 45 °C, quando comparada com polpas
provenientes da acdo da Pectinex® (1,19+0,22 Pa.s para as mesmas condicdes). Salienta-
se que a viscosidade aparente da polpa de medronho extraida sem ac¢ao daquelas enzimas,
nas mesmas condicdes de tratamento (controlo), foi de 8,90+0,20 Pa.s, bastante superior

ao anteriormente apresentado.

A aplicacdo das enzimas Viscozyme® L e Pectinex® proporcionou também um
aumento do °Brix das polpas extraidas, em concordancia com a sua acdo catalitica sobre
os hidratos de carbono mais complexos em acucares de baixo peso molecular com
influéncia direta no indice de refracdo daqueles produtos. A polpa de medronho alcangou
0s 27 °Brix quando aplicada a Pectinex® nas condicdes de 4 pL/g incubada durante 30
minutos a 20/25 °C.

Em relacdo a outras caracteristicas das polpas de medronho de 1° extracdo, tais
como, cor, pH, acidez titulavel e extrato seco, ndo houve alterac6es significativas quando

aplicadas ou ndo estas duas enzimas.

No que a polpa de 22 extracdo diz respeito, ela caracteriza-se essencialmente por
uma diminuicdo do °Brix motivado pela lavagem do bagaco, ainda que mais elevado se

tratado enzimaticamente, e de cor significativamente mais escura e mais avermelhada.
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O °Brix das polpas de 22 extracdo é ainda assim muito superior ao °Brix
apresentado por muitos frutos com relevancia na industria dos hortofruticolas. Tal
justifica a utilizagdo desta metodologia na extracdo de polpa de medronho, aumentando
0 seu rendimento de extracao (e de sélidos soltveis) proporcionando 2 tipos de produtos
distintos, com potencial de utilizacdo, per si ou em mistura e apds tratamentos

convenientes de conservacdo, nos mais variados sectores da industria alimentar.

O medronheiro por varias razGes ndo é devidamente explorado em termos
agricolas, mas tem vindo a ganhar popularidade ao longo dos anos com o
desenvolvimento e aparecimento no mercado de novos e inovadores produtos a base de
medronho. Os resultados deste estudo, ainda que preliminares e a necessitar de
confirmacdo em estudos posteriores, permitem desde ja encarar com elevada expectativa
a possibilidade da utilizacdo rentavel da aplicacdo de enzimas carboidrases do tipo
Viscozyme® L e Pectinex® no processo de extracdo de polpa de medronho e aumentar a
variedade de produtos derivados do medronho com mais-valia para esta fileira e para

inddstria alimentar.
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Anexos

Anexo |

Viscozyme® L / Pectinex®

Procedimento:

a > w N e

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Descongelar a amostra no frigorifico;
Pesar 0s copos e identifica-los;
Pesar as redes e identifica-las;
Colocar 50 g de amostra no copo;
Realizar V1, V2 e V4 em triplicado;
e Controlo — Sem enzima (OuL/g)
e V1 - Concentragéo indicada pelo fornecedor (1ulL/g)
e V2-2vezesaV1 (2uL/g)
o V4-4vezesa V1 (4ul/g)
Aplicar a enzima nas concentragdes indicadas;
Colocar as amostras na estufa na temperatura (20-25 °C ou 45 °C) e tempo
pretendidos (30 ou 60 minutos);
Retirara as amostras da estufa e coloca-las no micro-ondas durante 15 segundos e
passar imediatamente por um banho gelado;
Registar os valores do peso do sumo/polpa extraido para calculo de rendimento
de extracdo;
Registar 0 peso da rede com bagaco;
Realizar analises reoldgicas ao sumo/polpa extraidos;
Realizar analises ao °Brix, pH, cor, acidez titulavel e extrato seco do sumo/polpa
extraido.
Realizar uma segunda lavagem ao bagaco com agua equivalente a 33% do seu
peso;
Registar os valores de °Brix, pH, cor, e acidez titulavel do sumo de 22 lavagem e
do bagaco;
Guardar as amostras em congelacdo de V1, V2 e V4 e do baga¢o para realizacédo

posterior de analises do poder antioxidante.
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Anexo 11
1. 60 minutos — 20-25 °C

Viscozyme Pectinex
1 pL/g
15 r 60 60 r 400
50 50
300
— 10 T — 40 .
© © © ©
£ L 30 £ 30 L 200 o
= 5 L 20 © =20 ©
- 100
- 10 10
0 0 0 0
0 5 10 0 5 10
v (1/s) Y (1/s)
2 ul/g
20 r 80 80 r 600
500
15 - 60 60
— . — - 400 __
& 10 L 40 & & 40 L 300 &
= e = - 200 ©
5 F 20 20
100
0 0 0 0
0 5 10 0 5 10
v (1/s) y (1/s)
4 uL/g
15 r 60 60 r 400
- 50 50
300
- 10 - 40 _ - 40 _
© © © ©
& L 30 o £ 30 L 200 =
= 5 L 20 © = 20 ©
- 100
F 10 10
0 0 0 0
0 5 10 0 5 10
y(1/s) Y (1/s)
Legenda:
ascendente descendente
ascendente descendente
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2. 30 minutos — 20-25 °C

Viscozyme Pectinex
1 pL/g
40 - 200 40 - 200
30 L 150 30 L 150
« = « =
& 20 L 100 = & 20 L 100 =
= e = e
10 L 50 10 L 50
0 0 0 0
0 5 10 0 5 10
v (1/s) Y (1/s)
2 ul/g
30 - 150 40 - 150
25
30
— 20 L 100 __ - L 100 __
g1 € || £ g
= 10 L so © = L 50 ©
10
5
0 0 0 0
0 5 10 0 5 10
v (1/s) Y (1/s)
4 uL/g
25 - 120 25 - 150
20 - 100 20
= L 80 = L 100
215 = v 15 —
o L 60 & g £
= 10 a0 * =10 - 50
5 L 20 5
0 0 0 0
0 5 10 0 5 10
v (1/s) v (1/s)
Legenda:
ascendente descendente
ascendente descendente
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3. 30 minutos — 45 °C

Viscozyme Pectinex
1 pL/g
12 - 40 30 - 150
10 25
L 30
= 8 . — 20 L 100 __
S 6 L 20 & 8 15 £
= 4 e =10 L so °©
L 10
2 5
0 0 0 0
5 10 0 5 10
Y (1/9) v (1/s)
2 ul/g
12 - 40 30 - 150
10 25
- 30
- 8 . =20 | - 100 __
& 6 L 20 & & 15 <
= 4 e =10 L so °©
L 10
2 5
0 0 0 0
5 10 0 5 10
v (1/9) Y (1/s)
4 uL/g
10 - 40 25 - 100
8 L 30 20 L 80
o L 20 £ g £
‘;’_ 4 e ‘:’_ 10 F40 e
2 - 10 5 L 20
0 0 0 0
5 10 0 5 10
v (1/s) Y (1/s)
Legenda:
ascendente descendente
ascendente descendente
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