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RESUMO

BRITO, K. D. Estudo experimental do limdo Tahiti (Citros Ilatifolia Tanaka):
congelamento e caracterizagdo termo-fisico-quimica e sensorial da polpa e
aproveitamento do albedo na sintese de pectinase.

O limao Tahiti é bastante apreciado mundialmente. No Brasil, sua producéo é
destinada, prioritariamente, a comercializacdo do fruto in natura. A obtencédo de polpa
congelada é uma alternativa para possibilitar mais uma opgado de consumo e agregar
valor a produgdo. O processamento para obtencdo da polpa gera uma quantidade de
residuos com alto potencial de conversdes biolégica e quimica que normalmente sao
descartados de forma inadequada no meio ambiente. Neste contexto, o presente
trabalho tem como obijetivo, realizar o estudo experimental do congelamento da polpa
de limao Tahiti, caracterizar termo-fisico-quimicamente, microestrutural e sensorial e
aproveitar o albedo, para producdo de exo-poligalacturonase. A polpa de limao foi
extraida, congelada a -20 * 2°C e armazenada por 180 dias. Foram avaliados
diferentes parametros termo-fisico-quimico, microestrutural e sensorial da polpa
congelada. O albedo foi utilizado como matéria-prima para a produgdo da exo-
poligalacturonase por meio da fermentagdo em estado soélido, usando o micro-
organismo Aspergillus niger CCT 0916 como agente da fermentagdo. Os resultados
obtidos mostraram-se satisfatorios com relagdo aos parametros de qualidade fisico-
quimicos (teores de solidos soluveis (°Brix), acidez em acido citrico, agucares
redutores, vitamina C, pH, HMF, furfural), aceitagdo sensorial, temperatura de inicio de
congelamento, massa especifica, calor especifico e atividade poligalacturonasica
(APG). A comercializagdo do limao Tahiti na forma de polpa congelada € uma técnica
que garante a sua conservagao por meses, e o aproveitamento do albedo é bastante

promissor na produgéo de poligalacturonase.

Palavras-chave: Limao Tahiti. Polpa congelada. Pectinase. Fermentagéo



ABSTRACT

BRITO, K. D. Experimental study of the Tahiti lime (Citrus latifolia Tanaka): freezing and
thermo-physical-chemical and sensory characterization of the pulp and the use of the
albedo in the synthesis of pectinase.

The Tahiti lime is popular worldwide. In Brazil, its production is designed primarily
for the marketing of in natura fruit. The obtaining of frozen pulp is an alternative to allow
one more consumption option and add production value. The process for obtaining the
pulp generates an amount of residues with high potential for biological and chemical
conversions that are normally discarded improperly in the environment. In this context,
this work aims, conduct an experimental study of the freezing of the Tahiti lime pulp,
characterize thermo-physical-chemically, microstructural and sensory, and enjoy the
albedo for production of exo-polygalacturonase. The lime pulp was extracted, frozen at -
20 £ 2°C and stored for 180 days. Were evaluated different thermo-physical-chemical,
microstructural and sensory parameters of the frozen pulp. The albedo was used as raw
material for the production of exo-polyglacturonase by solid state fermentation using the
microorganism Aspergillus niger (CCT 0916) as an agent of the fermentation. The
obtained results were satisfactory with respect to the physical-chemical parameters of
quality (soluble solid contents (°BRIX), acidity in citric acid, reducing sugars, vitamin C,
pH, HMF, furfural), sensory acceptance, initial freezing temperature, density of the
mass, specific heat and polygalacturonasica activity (APG). The marketing Tahiti lime in
the form of frozen pulp is a technique that ensures their preservation for months, and the
use of albedo is promising in producing polygalacturonase.

Keywords: Tahiti Lime. Frozen pulp. Pectinase. Fermentation.
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Introducgao

1. INTRODUGCAO

A procura por praticidade no preparo dos alimentos tem crescido
substancialmente nos ultimos anos, favorecendo o comércio de alimentos congelados
que possibilita diversidade aos consumidores devido a conveniéncia de transporte,
armazenamento e utilizacdo (AGOSTINI-COSTA et al., 2003). Deste modo, a industria
de polpa de frutas tem se expandido no mundo todo, especialmente no Brasil, onde a
imensa capacidade da producao nacional da principal matéria prima da polpa de frutas,
a fruta em si, contribui para o desenvolvimento deste setor.

De acordo com Neves e Jank (2006), a citricultura € um dos setores mais
competitivos e de maior potencial de crescimento do agronegdécio. O lim&o Tahiti, que
tem sua producdo nacional destinada prioritariamente a comercializacdo do produto in
natura, vem crescendo em importancia no grupo dos citros. Praticamente, todos os
paises da América do Sul, Central, México e estado da Florida (EUA), produzem o
limao Tahiti (IBRAF, 2010).

No Brasil, a lima acida Tahiti se enquadra hoje como um dos frutos citricos de
maior importancia comercial, com uma producédo anual de aproximadamente 1.126.740
toneladas (EMBRAPA, 2013). A regido Sudeste € a principal produtora com 85,41% do
total, sendo que, o estado de S&o Paulo lidera com uma produgao de 75,72%. A Bahia
tem sua produgdo em torno de 53 mil toneladas/ano, o que representa 47% da
producéo nordestina (IBGE, 2010). Na Paraiba, a produg¢ao anual registrada € de 2.212
toneladas (IBGE, 2010). Com relagao as exportagdes brasileiras, a analise dos ultimos
anos revela uma tendéncia de crescimento em volume, o que também ocorre nas
exportacdes mundiais.

A maior oferta do limao Tahiti ocorre, basicamente, no primeiro semestre do ano,
e menor oferta no segundo semestre, sendo a diferen¢ga no pre¢co muito grande nas
épocas mencionadas, variando de 5 a 10 vezes mais na entressafra. O seu valor de
mercado esta relacionado a auséncia de sementes, ao seu aroma intenso e agradavel,

ao elevado volume de suco e a sua capacidade de florescer e frutificar ao longo do ano.
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Com relagao aos canais de distribui¢cado do limao Tahiti, tem-se que 89 % da sua
producao é destinada ao mercado interno da fruta in natura, 7 % para o processamento,
sob a forma de suco concentrado, especialmente, com a finalidade de participar na
composi¢cado de “blends” (misturas) para incrementar o sabor de bebidas, 4 % para
exportacao (NEVES et al., 2007).

Segundo Silva et al. (2008), o mercado interno do limdo tem potencial de
crescimento, no entanto seu consumo ainda é muito baixo, pois esta atrelado ao habito
do consumidor que o utiliza como especiaria. Uma das oportunidades para o
crescimento da demanda de limdo seria propiciar ao consumidor novos produtos
derivados do mesmo. Como exemplo, a obtengdo da polpa congelada que é uma
alternativa viavel, ja que, a produgao de polpas de frutas congeladas tem se destacado
como uma importante alternativa para o aproveitamento de frutas durante a safra, cujo
preco nao € compensador quando comercializado na forma natural. Além de que, a
polpa de limdo é mais uma opgao de consumo, diante da diversidade de sabores ja
consolidados no mercado de polpas de frutas e o seu processamento € uma atividade
agroindustrial importante que possibilitara mais uma forma de utilizagdo do fruto com
caracteristicas nutricionais e sensoriais desejaveis e uma forma mais pratica de
comercializagéo.

O processamento para a obtengdo da polpa gera uma quantidade de residuos
que equivalem em meédia a 45% do peso fresco do fruto (MENDONCA et al., 2006). O
que evidencia a importancia do aproveitamento destes residuos, pois 0os mesmos
apresentam alto potencial de conversdes bioldégica e quimica, que através de uma
tecnologia adequada podem ser convertidos em produtos comerciais de maior valor
agregado, como as enzimas dentre elas as pectinases.

Considerando que nao ha um estudo cientifico da polpa de limao Tahiti e 0 seu
uso em grande parte como especiaria, faz-se necessario a aplicagdo de técnica de
congelamento como uma alternativa no mercado de polpa de fruta, possibilitando mais
uma opgao para o consumidor, assim como, o aproveitamento do residuo gerado pelo
processamento, na produgao de pectinases, minimizando o impacto causado por estes

ao ambiente.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Realizar o estudo experimental do congelamento da polpa de lim&o Tahiti,
caracterizar termo-fisico-quimicamente, microestrutural e sensorial e aproveitar o

albedo para produgao de pectinases.

1.1.2 Objetivos especificos

e Estabelecer o procedimento para obter a polpa de limao Tahiti;

e Determinar o rendimento apds extracéo da polpa;

e Caracterizar fisico-quimicamente a polpa de limdo em relagdo aos sélidos totais,
soélidos soluveis (°Brix), pH, acidez titulavel em acido citrico, agucares totais, agucares
redutores (em glicose), cinzas, umidade, atividade de agua e vitamina C antes do
congelamento;

e Estudar a cinética de resfriamento, congelamento e pds-congelamento da polpa
de limao Taiti;

e Determinar os parametros de qualidade fisico-quimico e quimico (pH, acidez
titulavel, agucares redutores, vitamina C, HMF e furfural) da polpa de limdo durante 180
dias de armazenamento a -20 * 2°C;

e Verificar a microestrutura dos cristais de gelo, apos congelamento das polpas;

e Determinar as propriedades termofisicas: calor especifico e massa especifica da
polpa de limao.

e Analisar sensorialmente os sucos preparados com as polpas de limao Tahiti
armazenadas durante 180 dias.

e Aproveitar o albedo do limdo Tahiti como matéria-prima na produc¢ado da enzima
poligalacturonase utilizando a fermentagdo em estado solido e tendo como agente

metabolizador o Aspergillus niger CCT 0916.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LIMAO TAHITI

A lima acida, cv Tahiti (Citrus latifolia Tanaka), é popularmente conhecida no
Brasil como lim&do Tahiti. O limoeiro tahitiano foi introduzido no Brasil na década de
1960, e s6 nos anos 70 é que teve grande impulso. E proveniente de uma arvore de
porte médio a grande, expansiva, curvada e vigorosa (Figura 1), produzindo a partir do
terceiro ano em torno de 8 a 15kg de frutos por planta (BRAZ, 2007).

Figura1 - Arvore de Citrus latifolia Tanaka, cv. Tahiti.

Fonte: Epamig (2011)

O limdo Tahiti pesa em média 170 gramas, tem formato arredondado e liso,
sendo colhido ainda verde para consumo e comercializagdo. Apresenta polpa com
muito suco, formada por 8 a 11 gomos separados por membrana fibrosa constituida
basicamente por celulose (Figura 2). Quanto as sementes, elas sao ausentes, porque
tanto o polen como as células do 6vulo degeneram durante a multiplicagédo celular na
fecundacao (TRUCOM, 2005).
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Figura 2 - Fruto de Citrus latifolia Tanaka, cv. Tahiti.

FLAVEDO MEMBRANA

ALBEDO

VESICULA DE SUCO

NUCLEO

Fonte: Autora

E uma fruta de polpa espessa e firme, envolta por uma casca composta de duas
fragdes distintas: o “flavedo” ou epicarpo e o “albedo” ou mesocarpo, faciimente
separaveis da polpa, que corresponde a fracdo comestivel do fruto. No “flavedo”
encontram-se substancias quimicas como os carotendides, vitaminas e 6leo essencial.
O “albedo” que corresponde a porgao esponjosa, branca e aderente a casca, € rico em
hemicelulose, celulose, lignina, glicideos soluveis, substancias pécticas e compostos
fendlicos (MENDONCGCA et al., 2006).

A polpa representa 50% do peso do fruto, com teores médios de soélidos soluveis
totais (SST) de 10 °Brix e uma grande quantidade de acido citrico, que varia entre 5 e
7%, o que lhes confere um gosto acido, e no suco, essa acidez corresponde a valores
depHde 2 a 3, em média. Considerando a vitamina C, a polpa do limdo Tahiti
apresenta teores variando de 20 a 40 mg/mL de suco. Porém, sua entrecasca € rica em
vitamina C apresentando 150 mg/100g (TRUCOM, 2005).

Por ser de baixo aporte energético, o limdo Tahiti brasileiro é particularmente
bem adaptado as exigéncias alimentares atuais, pelo alto teor de nutrientes uteis e
baixo valor calérico (Tabela 1).
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Tabela 1 — Composicdo nutricional do limao Tahiti.

Nutrientes Unidades Valor por 100g de valor
nutritivo
Energia kcal 32
Umidade - 87,4
Proteinas g 0,9
Lipidios g 0,1
Carboidratos g 11,1
Fibra alimentar g 1,2
Cinzas g 0,4
Calcio mg 51
Potassio mg 128
Fosforo mg 24
Ferro mg 0,2
Sodio mg 1
Cobre mg 0,06
Zinco mg 0,2
Vitamina B1 (tiamina) mg 0,3
Vitamina B2 (riboflavina) mg 0,04
Vitamina B3 (niacina) mg 0,3
Vitamina C mg 38,2
Vitamina P (citrina) ul 6

Fonte: TACO - Tabela brasileira de composi¢ao de alimento (2011)
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2.2 POLPA DE FRUTA CONGELADA

2.2.1 Consideragoes sobre mercado de polpas de frutas congeladas

Com a tecnologia disponivel, o mercado de polpas de frutas congeladas tem
crescido bastante nos ultimos anos, visto que tem se tornado um produto que atende a
varios segmentos da industria alimenticia (MORAES, 2006). Além do mais, a sua
producao se tornou um meio favoravel para melhor aproveitamento da matéria-prima,
representando uma oportunidade para os fruticultores obterem melhores ganhos
financeiros (SERAFIN, 2009).

As industrias de polpas de frutas no Brasil visam os mercados fornecedores em
todo o ambito nacional, uma vez que a producdo de frutas no Brasil atende as
necessidades de abastecimento da matéria-prima, maquinario e demais insumos
(NASCENTE, 2003).

A comercializacdo de polpas de frutas no mercado interno e externo é
interessante para a agroindustria brasileira, pois o Brasil cresceu nesta area e
conquistou a condicdo de maior exportador de polpa e sucos de frutas citricas e
tropicais, o que vem promovendo oportunidades de abertura de novos mercados para
exportacao de frutas e polpa de frutas congeladas do Brasil (BRITO, 2011).

No Nordeste brasileiro, o mercado de polpas de frutas congeladas tem
apresentado expressivo crescimento, com grande potencial mercadoldgico,
especialmente pela variedade de frutas e sabores agradaveis, como também pelo fato
de que na regido tem-se uma grande produgéo de frutos cuja elevada perecibilidade é
responsavel por perdas superiores a 25% na época de safra (BUENO et al., 2002;
CALDAS et al., 2010). Este segmento tem despertado interesse por parte de 6rgaos de
financiamento, instituicbes de pesquisa, universidades e 6rgdos governamentais no
sentido de investir na melhoria da qualidade das polpas através da padronizacao e
monitoramento de novos processos, com vistas a aumentar seu tempo de vida util
(NASCENTE, 2003).
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Bueno et al. (2002) resalta que ha uma tendéncia no mercado da substituicao
dos sucos engarrafados pela polpa de fruta congelada, devido a nao utilizagdo de
aditivos quimicos na conservagao do produto e menor pregco de venda, em fungéo de

menor custo de producao.

2.2.2 Caracteristicas de qualidade da matéria-prima e da polpa congelada

As caracteristicas de qualidade das frutas resultam da interagdo de varios fatores,
tanto da fase de pré-colheita como da pds-colheita, e que podem ser agrupados em
diferentes categorias, tais como: fatores genéticos (cultivares, porta-enxerto), climaticos,
culturais, estadio de maturagéo e tratamento pos-colheita, os quais sdo imprescindiveis
para um adequado processamento (CHITARRA,1994; FELLOWS, 2000).

A colheita precoce interrompe o desenvolvimento do fruto e prejudica o processo
de amadurecimento, provocando perda da qualidade final da polpa de fruta e menor
rendimento. Do mesmo modo, a colheita tardia com a fruta muito madura, trara
consequéncias irreversiveis de perdas.

A qualidade dos frutos depende do estado adequado de maturacido, e esta
relacionada ao aumento da taxa respiratéria (BLUM e AYUB, 2008). No entanto, o grau
de maturacdo otimo para colheita da fruta, dependera da utilizacdo que se fara
(consumo direto ou processamento), sendo um parametro decisivo para o seu potencial
de conservagao (CARVALHO, 1994).

Toda fruta possui uma série de atributos caracteristicos que ira definir o sucesso
ou insucesso em sua comercializacdo. De um modo geral, deseja-se que as frutas
destinadas ao processamento de polpas apresentem atributos de qualidade em relacao
a composicao, rendimento, cor, sabor, aroma, textura e valor nutritivo os quais
constituem caracteristicas de qualidade a comercializagdo e utilizagdo da polpa na
elaboragao de produtos industrializados (GOES et al., 2012; OLIVEIRA et al., 1999).

O conhecimento da composicdo quimica dos frutos € de fundamental importancia
para que se possa avaliar a disponibilidade de nutrientes e o seu consumo. Em se

tratando dos frutos citricos, a composi¢cdo quimica sofre variagées em funcéo do clima,
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dos tratos culturais, do tipo de solo, das cultivares utilizadas e ainda entre as partes de
um mesmo fruto (CARVALHO e NOGUEIRA, 1979; MENDONCA et al., 2006).

Os atributos de qualidade referentes a cor, aroma, sabor e textura devem ser
considerados em conjunto, pois sdo poucos representativos da qualidade como um
todo, se considerados isoladamente (BEZERRA, 2003).

A cor é um atributo de qualidade nas frutas destinadas ao processamento, pois
sua intensidade na produgao de sucos e polpas é fundamental, especialmente para
aquelas frutas que podem sofrer degradagcdo dos pigmentos naturais durante o
tratamento térmico ou por processos naturais iniciados pela agdo mecanica que sofrem
nas etapas de preparo (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Considerando o sabor, para os frutos citricos este atributo esta relacionado as
quantidades relativas de agucares (sélidos soluveis totais) e acidez titulavel no suco
(SST/AT), conhecida como indice de maturidade ou, simplesmente, “ratio”. Apesar da
relagdo solidos soluveis/acidez apenas descrever o sabor da fruta, este € um indicador
do indice de maturacdo que apresenta boa replicabilidade e € de facil determinagao
(BENDER e FLORES CANTILLANO, 2011; SOUSA, 2009).

A textura esta relacionada com a estrutura do tecido e € composta por um
conjunto de atributos sensoriais de elevada relevancia, que influenciam ou determinam
a aceitagao/rejeicao da fruta (ROMOJARO e RIQUELME, 1994).

Segundo Cordenunsi et al. (2003), citados por Malgarim et al. (2008), a
mudancga na textura € uma consequéncia natural do processo de senescéncia.

O valor nutricional € um dos principais fatores que conduzem o interesse
crescente no consumo e processamento de frutas, uma vez que as mesmas tém alto
valor vitaminico, mineral e a natureza dos glicidios que contém €& de facil digestdo. De
acordo com Bezerra (2003), o valor nutritvo muda com o avan¢o da maturagéo,
tornando-se maior, embora ocorra variagao na proporcao dos nutrientes.

Em se tratando da polpa de fruta congelada esta apresenta uma grande variagéo
nas caracteristicas de qualidade (cor, sabor, aroma e textura) que evidencia

modificagdes no aspecto quimico e bioquimico do produto, decorrentes de problemas
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associados a deficiéncia nas técnicas de processamento e/ou armazenamento do
mesmo (CALDAS et al., 2010).

Considerando as caracteristicas fisicas e quimicas, estas deverdo corresponder
as originais da fruta, observando-se os limites minimos e maximos estabelecidos, nas
normas especificas, para cada polpa de fruta (BRASIL, 2000).

Segundo a ANVISA (2007), a polpa de fruta € o produto natural obtido por
esmagamento das partes comestiveis de frutas carnosas, maduras e frescas, por
processos tecnoldgicos e sanitarios adequados. E o produto ndo fermentado, ndo
concentrado, ndo diluido, com teor minimo de sélidos totais proveniente da parte
comestivel do fruto. O teor minimo de solidos totais é estabelecido para cada polpa de
fruta especifica.

Os procedimentos de controle de qualidade como acidez titulavel, sdlidos
soluveis, agucares redutores, vitamina C e pH sao importantes para a padronizagao do
produto e analise de alteragdes ocorridas durante processamento e armazenamento.

Através da anadlise da acidez titulavel e do pH pode-se ter uma indicagao do
estado de conservacido de um produto alimenticio. Pois, no processo de decomposi¢ao
do alimento, seja por hidrolise, oxidagdo ou fermentagcdo, ocorre alteracdo na
concentragédo dos ions de hidrogénio, e por consequéncia na sua acidez (DANTAS et
al., 2010; MACEDO, 2001; OLIVEIRA et al., 1999).

No caso dos sucos citricos, a degradacdo do acido ascoérbico, dos acidos
organicos (principalmente o acido citrico) e dos agucares presentes no suco podera
ocorrer com formagcdo do hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, favorecendo o
escurecimento ndo enzimatico o qual causa o aparecimento de sabor estranho (LEE e
NAGY, 1988; PEDRAO et al., 1999).

Em termos dos solidos soluveis (°Brix), estes indicam a quantidade de
substancias que se encontram dissolvidos no suco, sendo constituido por compostos
soluveis em agua, que representam substancias, tais como agucares, acidos, pectina,
vitaminas hidrossoluveis, como exemplo, a vitamina C (CHAVES et al., 2004; OLIVEIRA
et al.,1999). No entanto, o teor de sdlidos soluveis pode sofrer variagdo, devido a

fatores climaticos, variedade, solo, como também, durante o processamento, pela
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adicdo de agua a polpa extraida, levando a condi¢do de abaixamento do teor de solidos
soluveis no produto final (DANTAS et al., 2010; SANTOS et al., 2004).

O teor de acucar no fruto € um paradmetro importante na producao de frutos
destinados a industria de sucos, pois permite melhor rendimento no processamento
(DANTAS et al., 2010; FERREIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al.,1999).

A vitamina C é usada como indice de qualidade nutricional de produtos
derivados de frutas e vegetais, porque quando comparado a outros nutrientes, esta
vitamina é mais sensivel a degradagdo durante o processamento e subsequente
estocagem (DANIELI et al., 2009).

Os principais fatores capazes de degradar o acido ascoérbico estao relacionados
ao meio alcalino, oxigénio, calor, acdo da luz, metais (Fe, Cu, Zn) e a enzima oxidase
do acido ascorbico (CASTRO, 2005; GABAS e MENEGALLI, 2003; OLIVEIRA et
al.,1999).

2.2.3 Producao da polpa de fruta congelada

Para a obtengao da polpa de fruta congelada, uma sequéncia de etapas deve ser
efetuada sem nenhuma alteracdo da ordem, a fim de se obter produtos dentro dos
padrdes de seguranga do alimento estabelecidos pelo Ministério da Saude e Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (KEPLER e FAIR, 2008).

De modo geral, a produgédo de polpa congelada segue as seguintes etapas de
producédo: recepgao/pesagem, lavagem, selegdo, descascamento, desintegragao/corte,
despolpamento, envase, congelamento e armazenamento (SEBRAE, 2007).

Na etapa de recepcao e pesagem as frutas s&o pesadas e passam por uma pre-
selegdo, onde sao observados os seguintes atributos: maturagao fisioldgica, pH, ° Brix e
acidez titulavel.

A etapa de lavagem é muito importante no processamento da fruta, sendo
realizada com o objetivo de reduzir o numero de micro-organismos da superficie e,

ainda permitir melhor visualizagao destas durante a etapa de selecéo.
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A selecéo evita o uso de frutas excessivamente verdes, estragadas e aquelas em
estadio de maturagdo avangado, visto que, poderiam causar prejuizos as caracteristicas
naturais do produto final.

Na operacao de descasque, algumas frutas necessitam ter sua casca retirada
antes da etapa de desintegracdo. O descascamento pode ser feito por varios métodos
conforme a fruta a ser processada, podendo ser manual, mecanizado ou através de
processos quimicos, como a lixiviagao.

No despolpamento separa-se a polpa do material fibroso, além de se
conseguir a redugdo do tamanho das particulas. Alguns frutos requerem a
desintegracgéo ou corte para facilitar a extragdo da polpa.

O envase pode ser feito diretamente na embalagem de comercializagcdo ou em
maiores volumes para estoque. Ele pode ser manual, semiautomatico ou automatico,
de acordo com o equipamento disponivel. Geralmente, as polpas sdo comercializadas
em embalagens flexiveis (sacos plasticos de polietileno) ou tetra pak, pela facilidade no
manuseio.

O tipo de embalagem utilizada no acondicionamento tem influéncia na vida de
prateleira, visto que a vitamina C apresenta baixa estabilidade e esta sujeita a
degradagao pela agédo do oxigénio, luz, pH, agucares e aminoacidos livres ( DANTAS et
al., 2010; OLIVEIRA et al., 1999).

O efeito do processo de congelamento quando a fruta € congelada na forma de
polpa € verificado através de mudangas em suas composi¢des, causadas por reacdes
quimicas durante o armazenamento posterior (FERNANDES et al., 2010)

Considerando o armazenamento, € importante que a temperatura de
conservagao seja mantida de forma uniforme, pois flutuagées na temperatura poderao
provocar recristalizagdo, com formagdo de grandes cristais de gelo, que apos
descongelamento, acarretara perda de suas caracteristicas originais, organolépticas
nutricionais, bem como, a seguranga para o consumidor quando do seu consumo
(COLLA e PRENTICE-HERNANDEZ, 2003).
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2.3 PROCESSO DE CONGELAMENTO

O processo de congelamento € uma pratica muita utilizada para a conservagéo
de um produto, pois promove transformagdées minimas no seu valor nutritivo, sensorial,
além de, minimizar as atividades microbiolégicas e enzimaticas para uma extensao de
sua vida de prateleira. Segundo Belchior (2012) e Ciabotti et al. (2000), nos alimentos
congelados, a qualidade final esta relacionada com as condigbes empregadas durante
0 processo de congelamento e com as condi¢gdes de armazenamento.

O congelamento tem sido o método de conservagdo mais empregado pela
pequena e meédia industria de polpas, pois promove a conservagao do produto, em
condicdes de oferecer uma qualidade desejavel para consumo (ARAUJO et al., 2000).
Porém, o mesmo deve ser feito 0 mais rapido possivel, para manter as caracteristicas
originais, mais proximas dos frutos in natura (MORAES, 2006).

De acordo com Lidon e Silvestre (2008), durante o processo de congelamento se
faz necessario utilizar temperaturas entre -18 e -22°C ou inferiores, como também levar
em consideragado se o congelamento é realizado de forma lenta ou rapida, assim como
a velocidade da circulagcédo do ar ou do refrigerante, tamanho e forma da embalagem e
o tipo de alimento. Pois, o conhecimento dos fatores que interferem na mudancga de
estado da polpa é substancial para o monitoramento e controle do cristal de gelo e da
qualidade do produto congelado (FERNANDES et al., 2010; GEORGE, 1993).

Para Moraes (2006), a temperatura recomendada para o congelamento da polpa
de fruta é na faixa de -23 + 5°C, no entanto, o tempo necessario para abaixar a
temperatura do produto para -5°C nao deve ultrapassar 8 horas. Essa temperatura
devera atingir cerca de -18°C em um tempo maximo de 24 horas e devera ser mantida
durante todo o tempo de armazenamento e transporte até 0 momento do consumo.

Tipos de congelamento tém sido estudados a fim de minimizar as alteracdes
quimicas e fisicas que deles decorrem. O principal fator de estudo é como a velocidade
de congelamento influencia nas caracteristicas do produto final, pois a localizagao, o
tamanho e a quantidade dos cristais de gelo formados, estdo relacionados diretamente
com a velocidade de congelamento (COLLA e PRENTICE-HERNANDEZ, 2003).
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No congelamento lento, a velocidade de congelamento vai decrescendo
gradativamente (taxa de 1°C/min.), havendo a formacédo de grandes cristais de gelo,
exclusivamente no meio extracelular. Esses cristais ocasionam a ruptura das células,
injuria celular por forca do aumento da pressdo osmoética e precipitagéo irreversivel dos
constituintes coloidais da célula, favorecendo forte exsudagcdo no descongelamento,
com perda de nutrientes, principalmente no meio intracelular (BELCHOIR, 2012; COLLA
e PRENTICE-HERNANDEZ, 2003; FENNEMA et al.,1973; GAVA, 1984).

Em altas taxas de congelamento (congelamento rapido), ocorre a formagao de
pequenos cristais de gelo nos espacgos intercelulares e intracelulares, em grande
quantidade, com minimo deslocamento de agua, sendo a aparéncia do produto
congelado, apdés o descongelamento, similar ao produto ndo congelado (COLLA e
PRENTICE-HERNANDEZ, 2003; MARTIN et al., 1982; SOARES et al., 2012).

O congelamento pode ser realizado por diversas formas e com diferentes
métodos, entre eles, o congelamento pelo resfriamento com o ar estatico ou em
circulagao, pelo contato indireto com placas super-resfriadas e por imersao em liquidos
refrigerantes.

O congelamento com o ar estatico, geralmente é realizado em um freezer do tipo
domeéstico que atinge a temperatura de -18 + 2°C. No entanto, este apresenta limitagdo
quanto ao tempo requerido para congelar um determinado lote de produto, pois neste
tipo de equipamento, a retirada de calor da massa é feita através do contato direto com
as paredes do equipamento e por condugido, no interior da polpa. Desse modo, o
processo de congelamento se torna bastante lento (MORAES, 2006). No congelamento
com circulacdo, o ar resfriado € insuflado em alta velocidade por ventiladores, o que
promove o congelamento em pouco tempo. Esse método pode ser aplicado em tuneis
ou camaras de congelamento, com as polpas dispostas em bandejas.

No congelamento indireto o produto é colocado dentro de uma embalagem, entre
placas metalicas que contém gas refrigerante circulando no seu interior. Este método
tem sido aplicado de forma a reduzir o tempo de congelamento de polpas de frutas
embaladas em sacos plasticos de polietileno, a fim de possibilitar a manutencdo dos
atributos de qualidade do produto final (THOMPSON, 2004).
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No congelamento por imersdo, o produto embalado € mergulhado em liquidos
criogénicos como solugdes de cloreto de sédio, agucar, glicerina ou nitrogénio liquido
(SILVA, 2000).

O estudo da cinética de congelamento da polpa de acerola por diferentes
meétodos e temperaturas foi realizado por Araujo et al. (2000), os quais utilizaram um
freezer horizontal para a temperatura de congelamento de -22,6°C, um criostato para a
temperatura de -100 °C e imersao em nitrogénio liquido para a temperatura de —196°C.
Os resultados revelaram que as curvas de congelamento obtidas a -22 e 100°C
distinguiram claramente os trés estagios de conversdo da agua em gelo. Ja a curva de
congelamento a temperatura de -196°C nao distinguiu com clareza os trés periodos de
converséao, devido a maior velocidade de congelamento e um maior gradiente térmico a
que esta exposto o produto.

Theansuwan e Triratanasirichai (2008) utilizaram um congelador com jato de ar
para investigar o efeito da velocidade do ar e espessura da camada de suco no tempo
de congelamento do suco de limdo. As curvas de tempo de congelamento mostraram
gue quando ha diminuicdo da velocidade do ar e aumento da espessura da camada de
suco, o tempo de congelamento aumenta. Além disso, o tempo de congelamento é
ligeiramente reduzido quando a velocidade do ar € aumentada para qualquer espessura
da camada de suco, demonstrando com isso, a n&o linearidade do processo.

De acordo com Resende e Silveira Jr. (2002b) e Barbin et al. (2009), variagédo na
velocidade do ar significara um maior ou menor tempo de congelamento, ja que os
perfis de velocidade s&o influenciados por alteragées na quantidade de produto e na
distribuicdo do mesmo no interior do equipamento, podendo levar a erros comuns na

determinacao de tempos de congelamento.
2.3.1 Microestrutura dos cristais de gelo
A estrutura do alimento € de grande importancia em todos os aspectos de

funcionalidade, pois a organizagdo microscépica da agua e outros componentes do

alimento governam as informag¢dées macroscopicas que estdo sendo observadas atraves
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de instrumentagao, isto €, podem ser criadas areas muito heterogéneas no interior do
alimento fazendo com que ocorram grandes modificagées na estrutura e qualidade do
produto final (PARK e ANTONIO, 2006).

De acordo com Aguilera e Stanley (1990), a microestrutura de alimentos é definida
pela organizagdo dos componentes e suas interagdes, ja que em virtude do
processamento aplicado, a microestrutura é destruida e posteriormente reconstituida,
resultando na sua reestruturacdo e reorganizagao.

Segundo Carvalho (2007), nem sempre é possivel manter uma integridade celular
e a textura do produto congelado, pois a agua congelada tem um comportamento
peculiar, expandindo-se ao cristalizar e, ao fundir, tem a tendéncia de recristalizar, de
aglutinar, formando longos e protundentes cristais de gelo.

A extensdo dos danos causados pelo crescimento de cristais de gelo pode ser
avaliada através de medidas fisicas que relacionam a qualidade do produto com as
caracteristicas de composicdo, firmeza e porosidade do produto descongelado
(RESENDE e CAL-VIDAL, 2002).

Os métodos para o processamento de alimentos podem ser baseados no conceito
de que mudancas na microestrutura afetam as propriedades do produto. Desse modo,
técnicas de analise de microestrutura sdo necessarias para entender as relagdes
estrutura e propriedades (AGUILERA, 2005).

Os meétodos utilizados para analise estrutural dos alimentos em forma de imagens
sa0: a microscopia Optica e microscopia eletrénica de varredura.

A microscopia oOptica (MO) associa versatilidade a facilidade de uso e preparo da
amostra, sendo uma ferramenta indispensavel para a analise estrutural dos cristais de
gelo.

A aplicacdo mais comum da microscopia Optica é a iluminacdo de campo
brilhante, em que a luz é transmitida de baixo através de um pequeno pedag¢o ou
seccdo de material. A imagem é formada acima da amostra num tubo e visto por uma
ocular com o tamanho ampliado de aproximadamente 10 a 100 vezes. As amostras sao
examinadas a pressdao atmosférica normal e ndo precisam ser desidratadas. Além

disso, a preparagcdo de amostras € relativamente facil (JAMES, 2009). Entretanto, a
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microscopia eletrénica de varredura (MEV) € usada para examinar superficies onde a
amostra pode estda seca (MEV convencional) ou congelada abaixo de -80°C (cryo-
MEV).

O microscépio eletrénico de varredura utiliza um feixe de elétrons no lugar de
fétons utilizados no microscopio optico convencional, o que permite solucionar o
problema de resolucao relacionado com a fonte de luz branca, além de alcancar uma
profundidade de campo, aproximadamente 500 vezes maior que a microscopia o6tica.

A MEV destina-se basicamente ao exame de superficie das amostras, sendo que
as superficies internas das amostras também podem ser visualizadas desde que a

amostra seja fraturada e exposta (JAMES, 2009).

2.3.2 Formacgao dos cristais de gelo em relagao a temperatura

Os alimentos congelam-se dentro de uma grande faixa de temperaturas, onde a
velocidade de congelamento dependera da quantidade de agua livre presente na célula
e da quantidade de sais dissolvidos (BELCHIOR, 2012; ROCA, 1999).

No inicio do congelamento, parte da agua livre do alimento cristaliza-se, e com
o continuo decréscimo da temperatura, ocorrera o aumento da formagao dos cristais e,
consequentemente, concentragdo dos solutos na solugéo restante e diminui¢do do seu
ponto de congelamento (BECKER e FRICKE, 1999; BELCHIOR, 2012). A velocidade
de crescimento do cristal e o0 processo de cristalizagdo dependem também das
concentragbes dos componentes envolvidos (ALVES et al., 2008).

A formacdo de cristais de gelo € uma das principais causas de modificagcbes
indesejaveis durante o processo de congelamento (BARRUFALDI e OLIVEIRA, 1998;
HELDMAN, 1983; KIRCHHOF et al., 2008).

Durante o processo de cristalizagao, distinguem-se duas etapas: a nucleagéo e o
crescimento dos cristais. A etapa de nucleacdo corresponde a orientagao e associagao
das moléculas de agua para formar o nucleo de cristalizagédo. Isto &, inicialmente o
nucleo se forma e depois cresce, sendo que a forgca motriz desse processo é a

supersaturacdo (GEANKOPLIS, 1998). Na etapa de crescimento dos cristais, verifica-se
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o aumento em tamanho do nucleo e a formagao do cristal (ALVES et al., 2008). Essas
duas etapas ocorrem de forma simultdnea durante o congelamento, contudo, é possivel
controlar a velocidade relativa de cada uma delas e ajustar as caracteristicas do
produto final (ORDONEZ et al., 2005).

Segundo Barrufaldi e Oliveira (1998), quando a transferéncia de calor € rapida, a
velocidade de nucleacdo aumenta consideravelmente, provocando a formacdo de
muitos nucleos, que dao origem a cristais pequenos. Nas amostras congeladas
lentamente, ocorre o contrario, formam-se poucos nucleos que resultam em cristais
relativamente grandes.

As frutas e hortalicas possuem estruturas com paredes e membranas celulares
que sao muito vulneraveis a formacdo de cristais de gelo (KIRCHHOF et al., 2008;
NEVES FILHO, 1997; ORDONEZ et al., 2005). E, quando estas sdo congeladas a
temperatura em torno de -20°C perdem a forma aculea (pontiaguda) dos cristais de gelo
formados no seu interior (GRUDA e POSTOLSKI 1996; MATA et al., 2003).

De acordo com a faixa de temperatura sao especificadas as seguintes
geometrias para os cristais de gelo (Figura-3).

Figura 3 — Especificagdo e geometria dos cristais de gelo nas diversas

faixas de temperatura.
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2.3.3 Temperatura de inicio de congelamento

Segundo Silva (1997), o conhecimento da temperatura de inicio de
congelamento se faz necessario para predicdo das propriedades termofisicas e do
tempo de congelamento de alimentos.

Os métodos mais usados para a determinacdo da temperatura de inicio de
congelamento sdo baseados em dados experimentais de tempo versus temperatura,
entalpia versus temperatura ou de osmometria crioscépica. Dentre esses métodos, o
mais comumente usado devido a praticidade é o registro grafico dos dados
experimentais de temperatura em fungdo do tempo durante o congelamento (BARBIN
et al., 2010; FENNEMA, 1973).

Durante o processo de congelamento, diferentes regides do produto passarao
através de varios estagios a diferentes tempos. Considerando-se uma regido ou um
ponto do produto, trés fases de alteracdes ou temperaturas poderao ser definidas: fase
de resfriamento, cristalizagdo da agua do produto e o congelamento. Na primeira fase a
temperatura diminui rapidamente até -1°C; a segunda fase da cristalizagdo, que deve
ser curta, ocorre o congelamento da maior parte da agua de constituicdo do alimento
entre -1 e -5°C e na terceira fase, a temperatura deve descer até aos valores em que se
pretende efetuar o armazenamento do produto congelado (LIDON e SILVESTRE, 2008;
PEREIRA, 2011).

Barbin et al. (2010) relataram que o ponto inicial de congelamento constitui
importante propriedade termofisica nos processos de congelamento, n&do apenas para
determinagcdo das melhores condigbes de estocagem, mas também para a avaliagédo
das alteragdes provocadas pelo processo no produto. Os mesmos autores descreveram
o grafico (Figura 4) da relagdo tempo-temperatura de um produto alimenticio (AS'B’C’) e
da agua pura (ASB) com o decorrer do tempo de exposicdo a um sistema de

congelamento.
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Figura 4 — Curvas de congelamento de um produto alimenticio e da dgua pura.

Temperatura

Agua

Tempo

Fonte: Zaritzki (2000)

Os pontos AS e AS’ mostram a etapa de resfriamento, através da reducédo da
temperatura inicial do produto mediante retirada do calor sensivel até o sub-
resfriamento abaixo do ponto de solidificacdo do alimento. Esse ponto, diferentemente
estd sempre abaixo de 0° C devido a presenca de solidos dissolvidos no produto e
antes do inicio da formagéo dos cristais de gelo. A agua presente no alimento no ponto
S ainda se encontra no estado liquido, apesar de estar abaixo do seu ponto de
congelamento.

Os pontos S e S’ representam o inicio da nucleagao, quando os cristais de gelo
comecam a liberar o calor latente de solidificagdo mais rapidamente do que a perda de
calor para o meio. Isto causa o aumento da temperatura até B ou B’, que representa o
ponto inicial de congelamento. Os alimentos apresentam temperatura menor que a
agua pura nesse ponto, devido a presenga de solidos soluveis.

O trecho a partir de B representa a etapa em que ocorre o aumento dos cristais
de gelo e a remogéo do calor latente, periodo no qual a temperatura sofre pequena
variagdo e a maior parte da agua disponivel transforma-se em gelo. Apds o
congelamento da maior parte da agua disponivel, a temperatura continua a diminuir

com a retirada do calor sensivel abaixo do ponto de congelamento (ap6s C’) até que a
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temperatura do alimento se aproxime do valor da temperatura do meio de resfriamento,

considerada como a temperatura de equilibrio.

2.4 PROPRIEDADES TERMOFISICAS

O conhecimento das propriedades termofisicas de alimentos é essencial para a
simulacdo da variagdo de temperatura no interior dos alimentos durante o
congelamento, como também, para estimar o tempo de congelamento e a carga térmica
do produto (BARBIN et al., 2010; RESENDE e SILVEIRA Jr., 2002).

As propriedades térmicas dos alimentos dependem fortemente do estado em que
se encontra a agua contida no alimento. Como a maioria dos alimentos contém grandes
quantidades de agua, a mudancga de fase da agua para o gelo tem uma influéncia
significativa sobre estas propriedades (LAMB, 1976).

A maioria dos produtos alimentares comega a congelar entre -1°C e -3°C. Sendo
que a principal mudanga nas propriedades termofisicas ocorre abaixo da temperatura
inicial de congelamento na faixa entre - 4 e -10°C e o processo de mudanga de fase
podera se estender até temperaturas abaixo de -40° (RENAUD et al., 1992; RESENDE
e SILVEIRA Jr., 2002; SINGH,1982).

Porém, nas determinacbes experimentais das propriedades térmicas de
alimentos, a maior dificuldade é atribuida a grande dependéncia destas propriedades e
suas grandes variagbes em relagdo a baixas temperaturas caracteristicas dos
processos de congelamento (RESENDE e SILVEIRA Jr., 2002).

Diante da necessidade de se conhecer as propriedades térmicas com precisao,
Incropera, (2003); Moura et al. (2003), ressaltam a importancia do estudo da influéncia
da composicéo e da temperatura nestas propriedades.

Souza (2008) relata que diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos
considerando a influéncia da composicdo quimica e a relagdo tempo-temperatura no
estudo das propriedades termofisicas dos alimentos. Sendo essas informagdes
imprescindiveis em sistemas industriais onde se aplicam processos de aquecimento,

resfriamento e estocagem sob temperatura controlada (MUNIZ et al., 2006).
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Propriedades como massa especifica, calor especifico, condutividade e
difusividade térmica sao relevantes em estudos de transferéncia de calor e massa nos

processos de aquecimento e resfriamento de alimentos.
2.4.1 Massa especifica

A massa especifica ou densidade (p) de uma substancia é definida pela relagéo
entre a massa da substancia e o volume ocupado por esta massa. Esta é expressa em
kg.m™ no sistema internacional de unidade.

Dados sobre a massa especifica sdo necessarios para a predi¢gao dos tempos e
temperaturas de congelamento e descongelamento de alimentos, visto que, esta
propriedade € uma das mais afetadas pelo congelamento, ja que a mudancga de fase da
agua contida no alimento altera grandemente seu volume (SOUZA et al., 2007).

Nos alimentos a massa especifica € dependente da temperatura e da
composi¢ao quimica, sendo necessario quantificar suas variagdes durante o processo.

Equagdes polinomiais obtidas em fungdo da concentragdo e da temperatura
para a determinacdo da massa especifica foram propostas por Alvarado e Romero
(1989), para polpas e sucos de frutas em geral, por Ramos e Ibarz (1998) para suco de
péssego clarificado e Zuritz et al. (2005) para suco de uva clarificado.

Em termos de medidas experimentais, os métodos baseados no deslocamento
de liquidos, como método do picnédmetro e similares que geralmente utilizam agua, séo
amplamente empregados para a determinacdo da massa especifica de sucos e polpas
(FLINT e FLINT, 2002).

Estudo da massa especifica pelo método do picnédmetro para sucos e polpas de
frutas acima da temperatura inicial de congelamento foi verificado por Telis-Romero et
al. (1998) para suco de laranja; Cepeda e Villaran (1999) para suco de mac¢a; Azoubel
et al. (2005); Bonomo et al. (2009) para suco de caju; Zuritz et al. (2005) para suco de
uva; Pereira et al. (2002) para polpa de acai; Lima et al. (2003) para polpa de umbu;
Dantas Jr. et al. (2007) para polpa de manga espada e Bon et al. (2010) para polpa de

manga Tommy.
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Na literatura ha caréncia de publicacbes sobre massa especifica de polpas de
frutas abaixo da temperatura inicial de congelamento. Em geral, foram apresentados
valores experimentais para morangos congelados e concentrado congelado de suco de
laranja por Singh (1982) e para polpa de caja com diferentes concentra¢des de solidos
soluveis sob baixas temperaturas por Mata et al. (2005).

2.4.2 Calor especifico

O calor especifico (c,) € definido como a quantidade de energia necessaria para
alterar em uma unidade a temperatura de uma massa unitaria de um material qualquer
(SILVA, 2008). A unidade noSlé J kg'.K' porém uma unidade usual bastante
utilizada para calores especificos é cal.g'°C™.

Nos alimentos o calor especifico é afetado significantemente pela quantidade de
agua e pelo estado fisico da mesma. Considerando os alimentos congelados com alto
teor de agua, por exemplo, estes podem ter valores para o calor especifico
aproximadamente iguais a metade dos correspondentes em seu estado fresco (LEWIS,
1993).

No produto congelado, o calor especifico € na realidade um calor aparente, pois
a remocgéo do calor latente ocorre ao longo de uma faixa de temperatura, que inclui uma
porcao de calor latente na entalpia (SILVA, 1997).

O calor especifico € usualmente determinado pelos métodos de Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) e pela técnica do calorimetro de mistura.

Na técnica do calorimetro de mistura é utilizado um recipiente isolado de
capacidade calorifica conhecida, preenchido com um liquido inerte. Através de um
balango global de massa e energia em um sistema isolado termicamente, obtém-se o
calculo do calor especifico.

De acordo com Ramaswamy e Tung (1981), os métodos calorimétricos sdo mais
uteis para o caso em que a mudancga de fase ocorre a temperatura constante. Durante
o congelamento de alimentos, a mudancga de fase ocorre num intervalo de temperaturas

0 que resulta numa aplicagao limitada dos métodos calorimétricos.
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O método de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) é uma das técnicas que
mais se desenvolveu nos ultimos anos, sendo largamente utilizada em analise térmica,
com aplicagdes em varias areas (MA et al., 1990; MARTINEZ LEE, 2001; SKOOG e
LEARY, 1992).

E uma técnica onde a diferenca de energia fornecida a uma substancia e o
material de referéncia é determinada em funcdo da temperatura, enquanto ambas sao
submetidas a um programa controlado de temperatura (MA et al., 1990), resultando em
uma ferramenta eficiente e poderosa para efetuar determinacbes rapidas de calor
especifico e variacdo de entalpia numa faixa de temperatura de -173 a 1527 °C.

As vantagens do DSC é que a medigao é rapida e uma pequena amostra pode
produzir resultados precisos para produtos homogéneos (LOZANO, 2006). A escolha
da quantidade da amostra depende da natureza da analise. Normalmente utiliza-se de
1 a 10 mg de amostra, limitando-se ao tamanho da capsula utilizada e de acordo com o
tipo da amostra a ser analisada (DODD e TONGE, 1987).

2.5 ANALISE SENSORIAL

A andlise sensorial € uma ciéncia interdisciplinar em que avaliadores sao
convidados e se utilizam da complexa interagado dos 6rgaos dos sentidos (vis&o, olfato,
paladar, tato e audi¢do) para medir as caracteristicas sensoriais e a aceitabilidade dos
produtos alimenticios e muitos outros materiais (LANZILLOTT e LANZILLOTT, 1999;
WATTS et al., 1992).

A avaliagdo sensorial dos alimentos € uma caracteristica primaria do homem,
que desde a infancia, de forma mais ou menos consciente, aceita ou rejeita os
alimentos, de acordo com a sensacgédo que experimenta ao observa-los e/ou ingeri-los
(CAMPOS e BENEDET, 1994; MONTEIRO, 2009).

Segundo Monteiro (2009), a qualidade sensorial de um alimento ndo € uma
caracteristica propria deste, mas sim, o resultado da interagcdo entre o alimento e o
homem, onde estdo envolvidas caracteristicas como aparéncia, sabor, textura, forma,

método de preparo, custo e sazonalidade; como também estdo presentes as
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caracteristicas do individuo associadas a idade, sexo, educagao, renda, habilidades na
cozinha, entre outras.

A analise sensorial € uma técnica de medicéo tao importante quanto os métodos
fisicos, quimicos e microbiolégicos, pois desempenha papel importante na
determinagdo da qualidade em todos os aspectos da ciéncia e tecnologia de alimentos
(QUEIROZ e TREPTOW, 2006).

As aplicacbes da analise sensorial na industria de alimentos e nas instituicbes de
pesquisa estido relacionadas ao desenvolvimento e melhoramento de produtos, controle
de qualidade, estudos sobre armazenamento e desenvolvimento de processos
(LANZILLOTT e LANZILLOTT, 1999; OLIVEIRA, 2010; STONE e SIDEL, 2004).

Os resultados da qualidade de uma investigacdo sensorial dependem de
provadores (treinados ou consumidores), das condi¢gdes de realizagao das provas e do
pressuposto de realizagao do teste (DUTCOSKY, 2011).

Segundo Oliveira (2010), os métodos a serem escolhidos para analise sensorial
do produto em desenvolvimento s&o divididos em: analiticos (descritivos e
discriminativos) e afetivos (teste de aceitacdo e preferéncia). A analise descritiva
caracteriza e descreve as propriedades sensoriais de um produto, empregando uma
linguagem técnica. Os métodos discriminativos s&o, em geral, de facil interpretagéo,
requerem pouco tempo, sao relativamente baratos e estabelecem a diferenca
qualitativa e/ou quantitativa entre as amostras. Ja os métodos afetivos determinam qual
o produto preferido e mais aceito por determinado publico-alvo, em funcdo de suas
caracteristicas sensoriais.

No processo de desenvolvimento ou melhoramento de produtos, a aceitagao por
parte do consumidor é fator determinante, para torna-los mais competitivos, otimizar
processos, formulagdes e custos ( MONTEIRO, 2009).

Entre os métodos mais empregados para medida da aceitagdo de produtos estao
a escala hedobnica e a escala de atitude. Na escala hedbénica o consumidor expressa
sua aceitagdo pelo produto, seguindo uma escala previamente estabelecida que varia
gradativamente, com base nos atributos “gosta” e “desgosta” (CARNEIRO et al., 2005;
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IZIDORO et al., 2006). A escala de atitude expressa a intengdo de compra pelo
consumidor.

Os resultados da avaliagdo em escala hedbnica sao tabulados em forma de
escores numéricos, sendo estes analisados estatisticamente para cada caracteristica
sensorial avaliada (CARNEIRO, 2001; MATOS, 2009).

2.6 APROVEITAMENTO DO RESIDUO

As industrias processadoras de sucos citros geram grandes quantidades de
residuos, que equivale em média a 45% do peso da fruta, que, em muitos casos, sao
considerados custos operacionais para as empresas ou fonte de contaminagao
ambiental (ABECITRUS, 2008; LOUSADA et al., 2005).

Este material apresenta-se rico em alguns componentes como pectina, acido
ascorbico, Oleos essenciais e fibras, tornando-o matéria-prima para a industria
alimenticia, farmacéutica e de ragcdes. Além disso, atualmente vem sendo aproveitado
para fins mais nobres, como a produgdo de pectinases fungicas, metano e para
adsorcao de corantes residuais (DAKHMOUCHE et al., 2006; MARTINS et al., 2002;
TAVARES et al., 1998).

Mendonga et al. (2006) ressaltam que o processamento do lim&o Tahiti para
obtencdo do suco produz uma quantidade expressiva de residuos que equivalem, em
média, a 49,9% do peso do fruto. Deste volume de material descartado, o albedo
representa a segunda maior porgéo, em peso fresco. O suco corresponde aos demais
50,1%. Este resultado demonstra a grande perda de material que ocorre durante o
processamento industrial do limao Tahiti.

Uma aplicagao potencial para o albedo do limao Tahiti que é rico em substancias
pécticas, seria utiliza-lo na fabricagcdo de geleias, doces e farinhas ricas em fibras
dietéticas, bem como, servir de fonte de carbono para produgdo de enzimas, com
destaque para as enzimas pectinoliticas ou pectinases, as quais estdo entre as enzimas

que possuem maior significancia comercial.
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As pectinases representam um grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam as
substancias pécticas presentes nas células vegetais e, sua principal aplicagao esta na
industria de processamento de sucos onde sdo usadas nas etapas de extragao,
clarificagdo e concentragdo (MARTIN et al., 2007). Outras aplicagbes incluem a
industria de papel, industria téxtil, industria de fermentados e extragao de dleos vegetais
(GALIOTOU-PANAYOTOU e KAPANTAI, 1993; PANAROTTO et al., 2003; UENOJO e
PASTORE, 2007).

Com base em suas aplicagcbes, as pectinases podem ser classificadas em
pectinases acidas e alcalinas. As pectinases acidas tem sua origem de fontes fungicas,
enquanto as alcalinas vém, em sua maioria, de fontes bacterianas (KASHYAP et al.,
2001; SOUSA, 2010).

A utilizacdo de enzimas de origem fungica tem aumentado progressivamente,
apresentando grande destaque no setor industrial, pois cerca de 90% das enzimas
produzidas podem ser secretadas no meio de cultura (BLANDINO et al., 2001; SOUSA,
2010).

Segundo Ueda et al. (1982), estudos de producdo de pectinases sao mais
abundantes para fungos filamentosos, uma vez que as enzimas comerciais s&o
provenientes destes micro-organismos e o pH ideal para suas atividades aproxima-se
do valor de pH de muitos sucos de frutas, na faixa de 3,0 a 5,5.

Cepas do fungo filamentoso Aspergillus niger sdo as mais utilizadas na produgéo
comercial de pectinases porque suas caracteristicas toxicolégicas sao aprovadas em
termos legislativos (MALVESSI e SILVEIRA, 2004; MENEZES et al., 2006). Entretanto,
as formas mutantes desta espécie também sao bastante utilizadas, pois o rendimento
de um processo enzimatico pode ser melhorado através da selecdo de mutantes que
sejam mais resistentes a represséo catabdlica e que sintetizem maiores quantidades de
enzima sem a presenga de um indutor (MENEZES et al., 2006).

Em termos do substrato preferencial, mecanismo de acao e sitios de clivagem,
as pectinases sdo classificadas em dois grupos principais: despolimerizantes e
desmetoxilantes. As enzimas desmetoxilantes agem removendo grupos metil da cadeia

principal, ja as despolimerizantes (que incluem as enzimas hidroliticas e as liases)
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rompem as ligagdes a, 1-4 entre monémeros de acido galacturénico, tanto por hidrolise
quanto por trans-eliminacdo (CORDEIRO e MARTIN, 2009; KASHYAP et al., 2001;
SANTI, 2005).

Considerando as enzimas hidroliticas, estas incluem as poligalacturonases (PG),
que atuam preferencialmente sobre acidos pécticos e as polimetilgalacturonase (PMG),
que tém como substrato preferencial a pectina (SANTI, 2005; UENOJO e PASTORE,
2007).

A poligalacturonase € a hidrolase mais estudada e amplamente utilizada entre as
enzimas pectinoliticas. Esta se apresenta sob duas formas: endo-PG e exo-PG. As
endo-PG hidrolisam as ligagdes glicosidicas a, 1-4 internas de forma randémica,
causando a despolimerizagdo da molécula e liberando oligbmeros de acidos
poligalacturénico. As exo-PG removem as moléculas de acido D-galacturénico pela
hidrolise das ligagdes glicosidicas a, 1-4 a partir da extremidade n&o redutora, liberando
acidos di ou monogalacturénico (MARTIN, 2006).

Segundo Santi (2005), pela caracteristica da liberacdo de seus produtos, a
determinagdo da atividade enzimatica das poligalacturonases pode ser medida pela
reducdo de viscosidade de uma solucdo (para endo-PG) ou pelo aumento da
concentragédo de agucares redutores (para exo-PG).

Em processos biotecnoldgicos, a técnica de fermentagédo no estado sélido (FES)
vem contribuindo para a utilizagdo dos residuos agroindustriais, os quais sado utilizados
como fonte de carbono e nutrientes para a obtencéo de varios produtos de maior valor
agregado, dentre estes as enzimas (SANTIAGO et al., 2012).

A fermentacdo em estado solido se torna viavel quando os agentes de
fermentacdo s&o fungos filamentosos, pois as condi¢gdes de cultivo sdo mais parecidas
com o habitat natural destes, que adaptados ao meio crescem e excretam maior
quantidade de enzimas (PANDEY, 2003; SANTOS, 2007). No entanto, fatores como
pH, temperatura, atividade de agua, nivel de oxigénio, meio de cultura, tipo e
concentracdo da fonte de carbono, sdo importantes para o desempenho do processo,
pois afetam significativamente o crescimento celular e a formagdo de produto
(SANTOS, 2007).
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De acordo com Valad&o (2005), a fermentagdo em estado solido primeiramente
leva em conta a importancia da sustentabilidade ambiental, que vem sendo prioridade
das politicas de pesquisa agropecuaria em quase todo o mundo, bem como, na

utilizag&o racional dos recursos naturais e de residuos agricolas e industriais.
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3. METODOLOGIA

3.1 LOCAL DE REALIZAGAO DO TRABALHO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Processamento e
Armazenamento de Produtos Agricolas da Unidade Académica de Engenharia Agricola
da UFCG, Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Unidade Académica de
Engenharia Quimica da UFCG, Laboratério Experimental de Térmica de Fluidos da
Unidade Académica de Engenharia Mecanica da UFCG, Laboratério de Certificagdo de
Biomateriais (CERTBIO) da Unidade Académica de Engenharia de Materiais da UFCG
e no Laboratorio de Nutricdo e Dietética da Faculdade Mauricio de Nassau de Campina
Grande — PB.

3.2 MATERIA-PRIMA

Os limdes Tahiti (Citrus latifolia Tanaka) foram adquiridos no comércio local
(EMPASA) da cidade de Campina Grande-PB e transportados para o Laboratério de
Processamento e Armazenamento de Produtos Agricolas da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG).

3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1 Obtenc¢ao da polpa congelada de limao Tabhiti

Inicialmente os limdes foram pesados, lavados em agua corrente e imersos em
solugao clorada a 10 ppm por 10 minutos. Em seguida enxaguados em agua corrente
para a retirada do excesso de cloro e submetidos ao processo de selecao, classificacdo
e descascamento para separagao da polpa. A selecgéao foi feita de acordo com o grau de
maturagao, considerando a coloragao e apresentacado da superficie da casca, tamanho,
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firmeza e aparéncia. Os frutos excessivamente verdes, com injurias teciduais e em
estadio de maturagdo avangado foram descartados.

Os limbes foram descascados manualmente com facas de ago inoxidavel. A polpa
foi extraida em uma despolpadeira horizontal de ago inoxidavel, Modelo DF-200 (marca
Laboremus), refinada em peneira com malha menor que 1,0 mm, envasada em sacos
plasticos de polietileno com capacidade de 100 mL e armazenada em um freezer

doméstico com temperatura de -20 + 2°C por um periodo de 180 dias.

3.3.1.1 Rendimento da polpa

O rendimento da polpa foi determinado pela razdo entre a massa (kg) de polpa
extraida e a massa (kg) do fruto. O resultado foi expresso em porcentagem.

3.3.2 Caracterizacgao fisico-quimica e quimica da polpa de limao Tahiti
Foram realizadas analises em triplicata para a determinacdo dos parametros
fisico-quimicos e quimicos da polpa, antes do congelamento e durante o

armazenamento, a -20 + 2°C por um periodo de 180 dias nos tempos de 0, 1, 5, 10, 15,
20, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias.

3.3.2.1 Antes do congelamento e durante o armazenamento

a) Solidos totais (ST)

Os sodlidos totais foram obtidos pela diferenga entre o peso total da amostra e o
conteudo de umidade em base umida da mesma (CECCHI, 1999).

b) Sdélidos soluveis totais (°Brix)
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Os solidos soluveis totais foram determinados seguindo a metodologia de Brasil
(2005) utilizando o refratdmetro digital modelo HI 9680, da marca HANNA.

c) pH

O pH das amostras foi determinado por potenciometria, segundo Brasil (2005),
utilizando-se um pHmetro Quimis TEC-2, previamente calibrado com as solucdes
tampao de pH 4,0 e 7,0.

d) Acidez titulavel (ATT)

A acidez titulavel foi determinada pelo método AOAC (1997). Os resultados
foram expressos em porcentagem de gramas de acido citrico por 100 g da amostra.

e) Acucares redutores (AR)

Os agucares redutores foram quantificados pelo método do DNS (Miller, 1959),
com base na reduc&o do acido 3,5 dinitrosalicilicico a 3-amino-5-nitrosalicilico (DNS)

simultaneamente com a oxidag&o do grupo aldeido do agucar a grupo carboxilico.
f) Agucares redutores totais (ART)

A determinacdo de agucares totais (AT) foi realizada conforme o método de
Miller (1959). Apds a diluicdo das amostras foi feita a hidrdlise acida com a adi¢do de
acido cloridrico (HCI) 2 mol.L™", seguido de aquecimento por 5 minutos em banho de
agua fervente. Apos resfriamento, a solugdo foi neutralizada com hidréxido de sodio
(NaOH) a 1molL™". A partir da neutralizagéo foi adotada a mesma metodologia descrita
para a determinacdo de acgucares redutores. A leitura de absorbancia das amostras foi
feita em um espectrofotdmetro com comprimento de onda ajustado para 540 nm.
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Os calculos foram efetuados expressando os resultados em gramas de agucares
totais por 100 gramas de amostra inicial (g AT/100 g amostra).

g) Acido ascérbico (vitamina C)

O acido ascorbico foi determinado pelo método titulométrico de Tillmans usando
o 2-6-—diclorofenol—indofenol (DCFI) conforme a AOAC (1992). Os resultados foram
expressos em mg de acido ascoérbico por 100 g da polpa.
3.3.3.2 Antes do congelamento

a) Umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico, segundo Brasil (2005), o
qual se baseia na perda de peso da amostra submetida a aquecimento a temperatura
de 105°C por 24h. Os resultados foram expressos em porcentagem (%).
b) Cinzas

O teor de cinzas foi obtido utilizando-se a metodologia descrita em Brasil (2005),
que consiste na carbonizagdo da amostra em mufla a temperatura de 550°C até peso
constante. Os resultados foram expressos em porcentagem (%).

c) Atividade de agua

A atividade de agua foi medida em higrbmetro Aqua-Lab digital, modelo CX-2
(Decagon Devices Inc., EUA) com temperatura constante de 25°C.

3.3.3.3 Durante o armazenamento



49
Metodologia

a) Hidroximetilfurfural e furfural

A quantificagdo do hidroximetilfurfural (HMF) foi realizada com as polpas
armazenadas no periodo de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias. Inicialmente, as polpas
descongeladas foram filtradas e, em seguida retirou-se 1 mL, o qual foi diluido em agua
destilada, até perfazer um volume de 25 mL. Aliquotas de 25 yL de cada amostra
foram manualmente injetadas no sistema CLAE (cromatografo liquido de alta eficiéncia)
com coluna HI-PLEX H, 300 x 7,7 mm IA a 40°C usando como eluente H,SO4 0,005
mol.L™" como fase mével a 0,6 mL.min" e detector UV-visivel. Os dados foram
registrados e tratados utilizando o software Star Chromatography Workstation, version
6.4. Os resultados foram expressos em miligramas de HMF e furfural por 100 mL da

amostra.

3.3.4 Cinética de congelamento da polpa de limao Tahiti

As polpas foram congeladas em um freezer vertical doméstico da marca Cénsul
com temperatura de -20 + 2°C. Durante o processo de congelamento, as temperaturas
das amostras e do freezer foram monitoradas com termopares tipo K (cobre-
constantan), sendo um posicionado dentro da amostra (centro geométrico) e o outro no
ambiente do congelador, conforme Figura 5. Os dados de temperatura foram
registrados a cada minuto até que atingisse a temperatura de equilibrio (-20 + 2°C). O
sistema de aquisicdo de dados NILabVIEW 8.2, mantinha conexdo remota com o
computador para o armazenamento dos dados. Os ensaios foram realizados em
triplicata, e a partir dos dados de tempo-temperatura foram obtidas as curvas de

congelamento.
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Figura 5 — Registro dos dados de temperatura: a) freezer doméstico, b)
termopar no centro geométrico da amostra, c) termopar no

ambiente do congelador, d) sistema de aquisi¢cdo de dados.

(a)

(e ()

3.3.5 Analise das microestruturas dos cristais de gelo

A microestrutura dos cristais de gelo foi analisada, apdés congelamento das
polpas, em um microscopio optico (HIROX KH1300) acoplado a um SOFTWARE 2D
Measure, conforme Figura 6, disponivel no Laboratério de Certificagdo de Biomateriais
(CERTBIO) da Unidade Académica de Engenharia de Materiais da UFCG.

As imagens das estruturas cristalinas das polpas congeladas foram ampliadas
para (100x e 200x) e fotomicrografadas para observacao das estruturas dos cristais de

gelo formadas no processo de congelamento a -20 £ 2°C.
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Figura 6 - Microscopio optico utilizado para observar

as imagens das estruturas cristalinas das

polpas congeladas.

3.3.6 Propriedades termofisicas

Durante o periodo de congelamento foram analisadas as seguintes propriedades
termofisicas: massa especifica e calor especifico.

3.3.6.1 Determinacgao da massa especifica

Foi utilizado o método do picndmetro para a determinacdo da massa especifica
da polpa de limdo na temperatura de 25 + 2°C e o método do deslocamento da agua
pela massa do produto para a polpa na temperatura de -20 £ 2°C.

a) Método do picnébmetro

A massa especifica da polpa de limdo na temperatura de 25 + 2°C foi obtida
utilizando-se um picnémetro de 25 mL previamente calibrado com agua destilada. Em
seguida, o mesmo foi preenchido com a amostra na temperatura especificada, pesado
em uma balanga analitica e sua massa devidamente registrada. O valor da massa

especifica para a amostra foi calculado pela Equacgao 1.
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(my—my)
Pa= pHZO (mH,0 -my) (1)

Onde:

p,: Mmassa especifica da amostra a uma dada temperatura (g.cm™);

p n,0. massa especifica da &gua na mesma temperatura (g.cm™);
ma. massa do picnémetro completamente cheio com a amostra (g);
MH20: Massa do picnédmetro completamente cheio com agua (g);

my. massa do picnémetro vazio (g).

b) Método do deslocamento da agua

A massa especifica da polpa a temperatura de -20 + 2°C foi obtida pela razdo
entre a massa da polpa e o seu volume. O volume foi determinado pelo método do
deslocamento da agua pela massa do produto, segundo MOHSENIN (1978).
Primeiramente, foi realizada a pesagem da polpa congelada em uma balanga semi
analitica com precisdo de 0,001g. Em seguida a polpa foi submersa em um becker
contendo agua, sem tocar sua base, onde se registrou o peso do deslocamento da
agua pela massa do produto. A leitura da massa da polpa congelada submersa menos
o peso do becker + agua, corresponde ao peso da massa de agua deslocada, que foi
substituida na Equacgao 2 para o calculo do volume.

massa de agua deslocada (g)

V= (2)

massa especifica da agua (g.cm)

que substituido na Equacéo 3 obteve-se a massa especifica pela seguinte relagéo:

4= massa da polpa de limdo congelada (g)
4=

(3)

volume da polpa (cm?3)
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3.3.6.2 Determinacéao do calor especifico

A determinagéo do calor especifico (cp) foi realizada pelo método de Calorimetria
Exploratéria Diferencial — DSC. Os ensaios foram realizados com a polpa de limao em
um calorimetro modelo DSC-8500 do tipo compensacao de poténcia da PerkinElmer,
disponivel no Laboratério de Certificagao de Biomateriais da UFCG.

Foram obtidas curvas calorimétricas, apds resfriamento e aquecimento das
amostras em atmosfera de nitrogénio com vazao de 20 mL.min™ utilizando-se capsula
de aluminio selada, com massa de 15,02 mg e taxas de aquecimento e resfriamento de
1°C.min"". As temperaturas variaram de 30 a -30°C para o resfriamento e de -30 a 30°C
para o0 aquecimento.

O procedimento foi realizado acoplando a amostra e a referéncia no calorimetro
em compartimentos separados, como mostra a Figura 7, de forma que permanecessem
na mesma temperatura durante toda a analise.

Os dados observados nas curvas foram registrados e tratados utilizando o
software Pyris R10 Data Analysis, PerkinElmer.

Figura 7 — Aparelho DSC com compensagao de poténcia (a) sensores e fontes

de aquecimentos individuais (b).

sensores de Pt

)|

=y — = =
ki

fontes de aquecimento
individuais

(b)
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3.3.7 Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada no Laboratério de Nutricdo e Dietética da
Faculdade Mauricio de Nassau de Campina Grande — PB. A pesquisa foi previamente
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFCG. Foram utilizados 50 provadores
escolhidos ao acaso, com faixa etaria entre 18 e 45 anos e que se declararam nao
alérgicos ao acido citrico.

Para cada tempo de armazenamento especificado (1, 30, 60, 90, 120, 150 e 180
dias), foi preparado o suco utilizando 100 g da polpa congelada, 500 mL de agua
mineral, correspondendo uma diluicdo de 1:5 (v : v) e 55 g de sacarose. O suco foi
distribuido em copos plasticos descartaveis de 50 mL codificados com numeros
aleatorios.

As amostras foram analisadas quantitativamente pelos provadores através do
teste de aceitagdo quanto aos atributos (sabor, aroma e aparéncia) e a intengao de
compra (QUADRO-1). Para o teste de aceitacéo foi utilizada escala hedbdnica hibrida
com variagdo de um a nove, com extremos em (1) “desgostei muitissimo” e (9) “gostei
muitissimo”, onde os provadores expressaram o quanto gostaram/desgostaram da
amostra. Com relacdo a intengdo de compra, foi avaliado se compraria ou nao o

produto.
3.3.8 Analise estatistica
Os dados da analise sensorial e dos parametros fisico-quimicos das polpas

foram analisados por meio do software estatistico R. Foram utilizadas as técnicas da
Analise exploratéria dos dados e Comparagdes multiplas.
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Quadro 1 — Ficha de avaliagéo do teste de aceitagdo e intengdo de compra do suco da polpa congelada

de limao Tahiti.

de compra.
9 - gostei muitissimo
8 — gostei muito
7 — gostei moderadamente
6 — gostei ligeiramente
5 — nem gostei/nem desgostei
4 — desgostei ligeiramente
3 — desgostei moderadamente
2 — desgostei muito

1 — desgostei muitissimo

Comentarios:

Intengdo de compra:

1 — decididamente eu compraria

2 — provavelmente eu compraria

3 — talvez sim/ talvez nao

4 — provavelmente eu n&o compraria

5 — decididamente eu ndo compraria

AMOSTRA: JULGADOR:

(
(
(

DATA:

Vocé esta recebendo uma amostra de suco da polpa congelada de limao Tahiti,

avalie a amostra quanto aos atributos sensoriais (sabor, aroma e aparéncia) e intengéo

) sabor
) aroma

) aparéncia
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3.3.9 Aproveitamento do residuo (albedo seco)

3.3.9.1 Obtencao do residuo seco do albedo de limaoTahiti

O albedo foi separado manualmente, colocado em bandejas de aluminio em
estufa com circulacdo forcada de ar a temperatura de 55 + 2°C até massa constante.
Apds a secagem, o mesmo foi triturado em moinho de facas da marca TECNAL para
obtencdo da granulometria adequada no processo de fermentacdo em estado sdlido
para producdo da enzima poligalacturonase. Desse albedo triturado foi retirado
aproximadamente 150 g para a realizagdo da caracterizagdo fisico-quimica. O restante
foi armazenado a temperatura ambiente em recipiente de vidro hermeticamente

fechado para ser utilizado no processo fermentativo.

3.3.9.2 Caracterizagcao do albedo seco do limao Tahiti

Foram realizadas em triplicata as seguintes analises fisico-quimicas e quimicas:
umidade, pH, cinzas, atividade de agua, proteina, agucares redutores (AR) e pectina. A
determinagdo do pH, cinzas e umidade foi realizada segundo metodologia descrita em
Brasil (2005). O teor de acgucar redutor foi determinado pelo método de Miller (1959). A
pectina foi quantificada pela metodologia descrita por Rangana (1979). O teor de
proteina foi determinado utilizando o método semi micro Kjeldahl com adaptagéo para
UV visivel a 410 nm, de acordo com a metodologia de Silva (1998) e a atividade de
agua (Aw) foi realizada em higrébmetro Aqua-Lab digital, modelo CX-2 (Decagon

Devices Inc., EUA), a uma temperatura constante de 25°C.

A Figura 8 representa as etapas de obtencdo da polpa congelada e do residuo
seco do albedo do limao Taiti.



57

Metodologia

Figura 8 — Etapas de producg&o da polpa congelada e do residuo seco do limao Tahiti.
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3.3.10 Processo fermentativo utilizando o albedo seco do limao Tahiti

A fermentac&o no estado sélido foi conduzida segundo os parametros otimizados
por Santiago (2012), que determinou como melhores condigdes para produgdo da exo-
poligalacturonase utilizando cascas secas de umbu, um meio com 60% de umidade,
1,5% de fonte de nitrogénio e 10" de esporos de Aspergillus niger CCT 0916 por grama

do meio.
3.3.10.1 Micro-organismo

O micro-organismo empregado foi Aspergillus niger CCT 0916, modificado
geneticamente para a producdo de pectinases, cedido pela Embrapa Agroindustria
Tropical, com sede em Fortaleza — CE.

3.3.10.2 Preparo do inéculo

De acordo com procedimento adotado por Couri (1993), os conidios foram
retirados do solo estéril com uma alga de platina e transferidos para tubos de ensaios
contendo um meio basico, esterilizado em autoclave por 20 minutos a 0,5 atm,
constituido de: pectina citrica (10 g.L™"), NaNOs (3 g.L™"), KH2PO4 (1 g.L "), MgSO4 (0,5
g.L™), KCI (0,5 g.L"), FeSO47H,0 (0,01 g.L") e agar-agar (20 g.L™"). Os tubos de ensaio
foram inclinados e resfriados a temperatura ambiente. Os tubos foram incubados por
cinco dias em estufa a 30°C. Em seguida foram mantidos sob refrigeragdo por um
periodo maximo de quatro meses. Este foi denominado de primeiro repique. Para
obtencdo do segundo repique foram transferidos, do primeiro repique com auxilio da
alca de platina, esporos para outro meio basico similar ao primeiro, descrito
anteriormente, e incubados a temperatura de 30°C durante cinco dias. Apds este
periodo foi utilizado um meio de sabugo de milho para producédo de grande quantidade
de conidios.
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O meio contendo o sabugo de milho foi preparado de acordo com o protocolo da
EMBRAPA Agroindustria de Alimentos, com sede no Rio de Janeiro (RJ). Este meio era
composto de uma solugcédo A (20 g de fosfato de potassio monobasico dissolvido em
agua destilada e transferido para um baldo volumétrico de 100 mL) e uma solugéo B
(3,96 g de sulfato de zinco, dissolvido em um pouco de agua destilada em seguida
adicionado 4,60 g de sulfato de ferro, 0,01 g de sulfato de manganés e 0,5 mL de acido
sulfurico PA. Apos completa dissolugao, transferiu-se para um baldo volumétrico de 100
mL o qual foi aferido com agua destilada). Em seguida foi feita uma solugao
umidificante (2,8 g de peptona foram dissolvidas em um pouco de agua destilada e
transferida para um baldo volumétrico de 50 mL). Foi adicionado a esta solugdo 0,19 da
solugao A e 0,025 da solugdo B e completado o volume do baldo com agua destilada.

Em cada erlenmeyer de 125 mL, foi pesado 4,6 g de sabugo de milho seco e
moido e foi adicionado 6 mL da solucdo umidificante. Os frascos foram fechados com
tamp&o de algodao envolvido com gaze, homogeneizado e esterilizado em autoclave a
120°C por 30 minutos.

Para inoculagdo no meio de sabugo de milho, foi transferido 10 mL de solugéo
0,3% (v/v) de Tween 80 para tubos com os micro-organismos do segundo repique. Com
auxilio de uma alga de platina, os micro-organismos foram suspensos e transferidos, 1
mL, para cada frasco que continha o meio com o sabugo de milho. Os frascos foram
incubados em estufa a 30°C por um periodo de 5 dias. Apds este periodo, os frascos
foram armazenados sob refrigeracdo e utilizados como indculo nos ensaios de

fermentacgéao.

3.3.10.3 Preparo do meio

Foram pesados em um béquer 80 gramas do residuo seco do albedo do limé&o.
Em seguida foi calculada a quantidade de agua a ser adicionada no meio, para que o
residuo ficasse com umidade de 60%, conforme Equacao 4. A quantidade da fonte de
nitrogénio, sulfato de aménio (1,5%), foi diluido na quantidade de agua destilada a ser
adicionada ao meio. Em seguida o meio umidificado foi homogeneizado. Apos a
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homogeneizagao, foram distribuidos 10 gramas desse meio umido nos erlenmeyer de
250 mL os quais foram tampados com tamp&o de algoddo envolvido com gaze e
levados para a autoclave. Apds a esterilizacdo, foram resfriados a temperatura
ambiente.

_ (uz—uy) (4)
My o = MRES -u,)

Onde:

Mu20: Massa de agua requerida para hidratagdo do meio;
MgRes: Massa do residuo seco utilizado na fermentagao;
u¢: umidade presente no residuo seco em base umida;

uz: umidade requerida pelo processo fermentativo.
3.3.10.4 Obtencao da suspensao de esporos e quantificacao

A suspensao de esporos para inoculagao foi obtida adicionando-se 40 ml de
solugao de Tween 80 (0,3% v/v) nos frascos de sabugo de milho com esporos. Apos
agitacédo para liberagcdo dos esporos, a mistura foi filtrada com auxilio de gaze e funil
esterilizado para separagao das particulas de sabugo. O filtrado rico em esporos foi
recolhido em um becker de 80 mL.

Para a quantificacdo do numero de esporos obtidos na suspenséao, foi realizada
uma contagem utilizando uma camara de Neubauer espelhada e um microscopio
optico.

Inicialmente foi feita uma diluicdo para facilitar a visualizagdo e contagem dos
esporos presentes na camara de Neubauer. A diluigio foi feita da seguinte forma: 1 mL
da suspensao de esporos foi adicionado a 39 mL de Tween 80 0,3% v/v estéril. Apds
homogeneizagdo, uma aliquota da mistura foi recolhida e transferida para a camara de
Neubauer. Em seguida foi feita a contagem dos esporos no microscépio e calculado o
numero de esporos utilizando a Equacéao 5.

Z:nq><25><fd><104

n

Contagem de esporos =
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Onde:

an - Soma algébrica do numero de esporos contados nos n quadriculos

25 - Numero total de quadriculos na camara

fd - Fator de diluicdo utilizado

10* — Constante padrdo da camara

n — Numero de quadriculos contados, dentro dos 25 disponiveis.

Mediante a concentracdo de esporos, foi calculado o volume a ser tomado da
suspensao para inocular 107 esporos por grama do meio a fermentar (Equacéo 6).

V= Concentragdo de esporos desejada X massa de substrato (6)

contagem de esporos

Onde:
Concentracdo de esporos desejada = 10’
Massa de substrato = 10g

3.3.10.5 Inoculagao e incubagao do meio

Apos a esterilizacdo e resfriamento do meio de cultivo foram inoculados 107
esporos/grama de meio em cada erlenmeyer, os quais foram incubados em estufa
bacteriologica a temperatura de 30 + 2°C. O processo fermentativo teve duragédo de 72
horas. Foram retiradas amostras periodicamente durante o processo (0, 7, 22, 30, 44,
50, 66, 72 horas de fermentagao) para a realizagdo das seguintes analises: umidade,
acucares redutores, pH e atividade exo-poligalacturonasica (APG). A extragdo do

complexo enzimatico também foi feita a cada intervalo de tempo citado.

3.3.10.6 Extragao e determinagao da atividade enzimatica

A extragao do complexo enzimatico foi realizada adicionando-se 5,0 mL.g'1 ao meio
fermentado de tampao acetato de sédio 200 mol.L™" pH 4,5. Apos homogeneizagao, as
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amostras foram mantidas durante 1 hora em banho termostatico a 30°C. Em seguida

foram filtradas em papel de filtro Whatman 1 e determinada a atividade enzimatica,
segundo a metodologia de Couri (1993).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Este capitulo apresenta os resultados obtidos nos experimentos com as
respectivas discussdes. Primeiramente s&o apresentados os resultados do rendimento
da polpa extraida e residuo. Em seguida tém-se a caracterizagcéo fisico-quimica e
quimica da polpa de  limdo in natura e armazenada por 180 dias a -20 £ 2 °C como
também a cinética de congelamento para avaliagcdo das curvas de congelamento e
determinacgdo das temperaturas de inicio de congelamento. Também s&o apresentadas
as microestruturas dos cristais de gelo da agua disponivel da polpa de lim&o congelada
a -20 + 2°C, seguida da determinagado das propriedades termofisicas como massa
especifica e calor especifico da polpa nas temperaturas de 25 e -20°C. E por fim a
analise sensorial dos sucos preparados com as polpas armazenadas por 180 dias e o
aproveitamento do albedo seco utilizado como fonte de carbono no processo de

fermentacdo em estado sélido na produgédo da enzima poligalacturonase.

4.1 CALCULO DO RENDIMENTO

Para o processamento da polpa foram utilizados 100 limdes que correspondeu, em
média a 50,16% de polpa extraida e 49,83% de residuo. Considerando o residuo, o
rendimento obtido foi de 10,37%, 20,51% e 18,95% para o flavedo, albedo e bagaco,
respectivamente. Esses resultados estdo resumidos nas Tabelas 2 e 3.

TABELA 2 — Massa e rendimento do lim&o Tahiti da polpa extraida e do residuo.

Componentes Massa (kg) Rendimento (%)
100 Limoes 12,190 100
Polpa extraida 6,115 50,16

Residuo 6,075 49,83
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TABELA 3 — Massa e rendimento das fragdes do albedo, flavedo e bagago presentes no residuo do

lim&o Tahiti.

Fragdes do residuo Massa (kg) Rendimento (%)
Flavedo 1,264 10,37
Albedo 2,501 20,51
Bagaco 2,310 18,95

De acordo com os resultados, observa-se que o rendimento obtido de 50,16% de
polpa correspondeu um pouco mais da metade da massa do fruto, sendo o restante
49,83% atribuido ao residuo. Resultados semelhantes foram relatados por Mendonga et
al. (2006) que obtiveram os mesmos percentuais para a fragdo de suco e residuos do
limdo Tahiti. Entretanto, Viana (2010) avaliando sucos integrais de lima 4acida
convencional Tahiti, obteve rendimentos de 52,60% para o suco extraido e 40,60% para
os residuos. Rendimentos inferiores ao encontrado neste trabalho foram reportados por
Pedrao et al. (1999) 47%; Jamori (2005) 42,26% e Barboza Junior (2007) 49,26% para
0 suco de limao convencional, cv. Tahiti.

Pio (1997) estudando variedades de tangerinas obteve percentuais de suco
variando de 40 a 48%, o que denota que o limao Tahiti, apresenta um rendimento de
polpa expressivo para o seu processamento.

Como a quantidade do residuo do limdo gerada € bastante elevada, o seu
aproveitamento € uma alternativa para obtencao de 6leos essenciais, pectina, vitamina
C e fibras, como também pode ser usado na alimentacdo humana e racdo animal, além

da producao de produtos de alto valor comercial, como as enzimas.

4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E QUIMICA DA POLPA DE LIMAO ANTES
DO CONGELAMENTO

Os resultados médios e desvio padrdo das avaliagbes fisico-quimicas e
quimicas, realizadas na polpa de limdo antes do congelamento, estdo descritos na
Tabela 4.
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TABELA 4 — Valores médios e desvio padrdo dos parametros fisico-quimicos

e quimicos da polpa in natura de limao.

Parametros Valores médios  Desvio padrao
pH 2,067 0,006
Acidez titulavel em acido citrico (%) 6,750 0,019
Soélidos totais (%) 7,373 0,050
Solidos soluveis (°Brix) 8,167 0,058
Acucares totais (%) 1,320 0,004
Acucar redutor (%) 1,041 0,013
Vitamina C (mg/100mL) 28,400 0,693
Umidade (% b.u) 92,627 0,070
Cinzas (%) 0,221 0,020
Atividade de agua (Ay) 0,995 0,000

O valor obtido para o pH de 2,067 esta proximo do reportado por Durigan et al.
(2005) que foi de 2,0. Porém, inferior aos obtidos por Pedrdo et al. (1999) 2,75, Marin et
al. (2002) 2,80, Viana (2010) 2,70 e Brighenti et al. (2011) 2,23 para sucos de limo
frescos. Tendo em vista que a avaliagcdo do pH € um parametro importante quando se
processa o fruto para a produgao industrial de polpa, o resultado obtido na presente
pesquisa ndo pode ser considerado fora do padréo, ja que ndo ha especificacdo na
Instrucdo Normativa Vigente do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) sobre o valor minimo permitido .

A acidez em acido citrico de 6,75% encontra-se dentro dos Padrdes de
Identidade e Qualidade preconizada pela legislagdo brasileira, que estabelece valor
minimo de 5,0 g de acido citrico/100g amostra (BRASIL, 2000). Porém, foi superior aos
valores obtidos por Pedrao et al. (1999) 5,56%; Marin et al. (2002) 5,53%; Viana (2010)
5,72% e préximo aos relatados por Ziena (2000) 6,33%, Neves et al. (2008) 6,30% e
Brighenti et al. (2011) 6,19 .

O teor de 7,373% de solidos totais esta abaixo dos valores reportados por
Gouveia et al. (2006) 29,108% para polpa de pinha com 28 Brix e por Benevides et al.
(2008) 15,970% para polpa de manga com 16 °Brix. Com relagdo aos solidos soluveis o
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teor de 8,167% foi proximo aos encontrados por Pedrdo et al. (1999) 8,9%; Viana
(2010) 8,5% e semelhante ao de Neves et al. (2008) 8,2%.

O conteudo de vitamina C de 28,40 mg/100 mL apresenta-se abaixo do valor
obtido por Pedréo et al. (1999) 34 mg/100 mL e Neves et al. (2008) 34,3 mg/100 mL.
Entretanto, esta acima do minimo estabelecido (20 mg/100 mL) pelo regulamento
técnico (BRASIL, 2005) para fixagdo dos padrdes de identidade e qualidade para suco
de limdo. O suco do limao € relativamente pobre em vitamina C quando comparado
com caju, tangerinas, acerola, goiaba e kiwi. Porém, o limdo tem 5 vezes mais vitamina
C na sua casca: 150 mg/100g, enquanto que no seu suco € encontrado 20-50
mg/100mL.

A umidade de 92,63% foi superior aos resultados de Scapiari et al. (2008)
88,26% para suco de limao galego e de Viana (2010) que obteve teores de 88,63% e
91,83% para sucos de lima acida convencional e organica, respectivamente.

O percentual para o AT de 1,32% esta abaixo dos obtidos por Silva et al. (2005)
8,42% para o suco de acerola e préximo aos de Benevides et al. (2008) 1,50% para a
polpa de manga. Para os agucares redutores o valor de 1,04% esta um pouco acima do
citado por Pereira (2009) 0,9% e abaixo do obtido por Brighenti et al. (2011) 3,03% para
o suco limao Tahiti. O teor de agucar no fruto € um fator intrinsecamente relacionado
com o genotipo, ambiente e manejo de cultivo e estadio de maturagdo, sendo um
parametro importante na producdo de frutos destinados a industria de sucos, pois
permite melhor rendimento no processamento (FERREIRA et al., 2009).

O percentual de 0,22% para as cinzas esta abaixo dos valores obtidos por Viana
(2010) 0,37% para o suco de limao e por Scapiari et al. (2008) 0,30 para o suco de
lim&o galego.

A alta atividade de agua 0,99 encontra-se dentro da faixa observada na literatura
(CONSELHO REGIONAL DE QUIMICA, 2008) que é = 0,98 para sucos citricos.

A maioria dos valores obtidos encontra-se dentro da faixa citada na literatura
para frutos in natura, porém, algumas variagdes podem estar associadas a fatores

como o clima, tempo de colheita, variedade, solo e grau de maturagéo.
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4.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E QUIMICA DA POLPA CONGELADA
DURANTE 180 DIAS DE ARMAZENAMENTO A -20 + 2°C

As médias e desvio padrdo dos parametros fisico-quimicos e quimicos das
polpas de limdo armazenadas a — 20 + 2°C por 180 dias estdo apresentadas na Tabela
5. Os resultados revelaram que para cada tempo de armazenamento as médias obtidas
foram representativas, ja que o coeficiente de variagédo foi menor que 0,5.

Tabela 5 — Valores médios e desvio padrao dos parametros fisico-quimicos e quimicos das

polpas de limao durante o armazenamento a — 20 £ 2°C.

Parametros
Tempo de
Acidez em Soélidos Vitamina C Acucar
armazenamento

(dias) pH acido citrico soluveis (mg/100mL) redutor (%)

ias

(%) (°Brix)

1 2,103(0,006) 6,242(0,019) 8,200(0,000) 27,600(1,200) 1,306(0,023)
5 2,120(0,000) 6,208(0,019) 8,200(0,000) 27,200(0,693) 1,348(0,014)
10 2,160(0,000) 6,175(0,019) 8,133(0,058) 26,800(0,693) 1,409(0,110)
15 2,167(0,000) 6,153(0,019) 8,067(0,058) 26,400(1,200) 1,444(0,024)
20 2,160(0,000) 6,133(0,004) 8,100(0,000) 26,000(0,693) 1,722(0,000)
30 2,227(0,006) 6,120(0,019) 8,033(0,058) 25,600(0,693) 1,764(0,003)
60 2,280(0,000) 6,090(0,000) 8,000(0,000) 24,800(1,386) 1,905(0,034)
90 2,300(0,000) 6,076(0,019) 7,767(0,058) 24,000(0,000) 2,012(0,003)
120 2,303(0,006) 5,943(0,019) 7,767(0,058) 23,200(0,693) 1,458(0,003)
150 2,320(0,000) 5,424(0,038) 7,800(0,000) 22,800(1,200) 1,449(0,003)
180 2,337(0,006) 5,192(0,019) 7,300(0,000) 20,4000(1,200) 1,420(0,002)

Os valores de pH variaram de 2,103 a 2,337 e a acidez titulavel, expressa em
acido citrico, variou de 6,242 a 5,192% durante o periodo de armazenamento. Pedrao
et al. (1999) obteve variagcbes de 2,66 a 2,75 para o pH e de 5,46 a 5,59% para acidez
em acido citrico, avaliando o suco congelado de limado Tahiti durante 60 dias de
armazenamento a -18°C. Entretanto, Albuquerque et al. (2002) obtiveram varia¢des de
2,11 a 2,17 para o pH e de 1,75 a 1,78% para acidez titulavel da polpa congelada de

umbu caja no estadio de maturagcdo do fruto totalmente amarelo, durante 60 dias de
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armazenamento na faixa de -18 a -20°C. Lopes et al. (2005) avaliando polpa congelada
de pitanga durante 90 dias de armazenamento a -18°C, encontraram valores de pH
entre 3,27 e 3,40 e acidez titulavel de 1,24 a 1,25. Verifica-se que até os primeiros 60
dias de armazenamento da polpa de lim&o, os resultados apresentaram comportamento
semelhante aos reportados na literatura para diferentes frutas. Sendo as variagcdes
ocorridas a partir deste tempo, possivelmente, relacionadas a especificidade de cada
fruta, ja que durante o armazenamento podem ocorrer alteragdes na sua composigao.

Os valores apresentados para o pH e acidez titulavel mostram que durante o
armazenamento houve uma variagado na acidez, como pode ser observado na Figura 9.
Tal variagdo pode esta relacionada as reagdes quimicas de hidrolise ou oxidacdo que
alteram a concentracdo de ions de hidrogénio e consequentemente, a acidez do
produto (MACHADO, 2010).

Figura 9 — Relacdo entre a acidez titulavel e o pH da polpa de lim&o

durante o armazenamento a -20 + 2°C.
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Os teores médios de solidos soluveis apresentaram valores minimos € maximos
de 7,3 e 8,2%, respectivamente. Variacbes de 11 a 11,25% foram reportadas por

Albuquerque Lima et al. (2002) para a polpa congelada de umbu caja armazenada por
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60 dias e por Lopes et al. (2005) de 10,73 a 11,47% durante 90 dias de armazenamento
da polpa de pitanga.

Pode-se observar na Figura 10, que os sdlidos soluveis praticamente, néo
variaram até 60 dias, sendo observada uma diminuicdo a partir de 90 dias. Essa
diminuicdo, possivelmente podera estar associada a reagdes quimicas que, embora
lentamente ainda ocorrem durante o armazenamento, como também o crescimento dos

cristais de gelo decorrentes do processo de congelamento lento.

Figura 10 — Teores médios de solidos soluveis (% Brix) da polpa de liméo

durante o armazenamento a -20 + 2°C.
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Os acucares redutores apresentaram teores variando entre 1,31 e 2,01%.
Observa-se que houve acréscimo até 90 dias e a partir de 120 dias diminui com o
tempo de armazenamento (FIGURA 11). Este aumento inicial pode ser decorrente da
concentragdo destes durante o congelamento, pela diminuicdo da atividade de agua
durante o congelamento, o que favorece uma maior interagdo entre os componentes,
como também segundo Fennema et al. (2010) a pectina em meio acido é hidrolisada
originando agucares de baixo peso molecular. Esta oscilagdo também foi observada por
Silva et al. (2010) no estudo da estabilidade da polpa de bacuri durante 12 meses de
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armazenamento, os quais obtiveram valores entre 8,0 e 8,56. Entretanto, Evangelista et
al. (2006) avaliaram a qualidade de polpa de goiaba congelada durante 9 meses e
encontraram valores entre 5,1 e 7,69. Ciabotti et al. (2000) avaliando a polpa de
maracuja armazenada durante 6 meses e Lopes et al. (2005) durante 90 dias de
estocagem da polpa de pitanga, verificaram que os agucares redutores se mantiveram

de um modo geral estaveis. No entanto, os referidos autores ndo inferem sobre o
fendmeno ocorrido.

Figura 11 - Teores médios de agucares redutores (%) da polpa de limao

durante o armazenamento a -20 + 2°C.
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A vitamina C apresentou um valor maximo de 27,60 mg/100 mL no 1° dia de
armazenamento e minimo de 20,40 mg/100 mL apds 180 dias.

Na Figura 12, pode ser observado que apos o primeiro dia de armazenamento
houve uma perda de 2,82% e no ultimo dia (180) foi de 26,08%. Apesar da redugéao, o
teor de acido ascorbico, apds 180 dias de armazenamento, ainda permaneceu proximo
do minimo estabelecido pela legislacdo vigente (BRASIL, 2000) de 20mg/100mL.
Pedrao et al. (1999) avaliando a estabilidade do suco de lim&o congelado verificou uma
reducdo de 30,3 mg/100mL no 1°dia para 28,7 mg/100mL ao final de 60 dias de
armazenamento a -18°C.
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Figura 12 — Teores médios de vitamina C da polpa de limao durante o armazenamento a 20 + 2°C.
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Avaliando a estabilidade da vitamina C em polpa de acerola armazenada a -12°C
e -18°C, Yamashita et al. (2003) verificaram uma pequena perda (~3%) apos 4 meses
de armazenagem. Os mesmos autores constataram que a estabilidade da vitamina C
depende tanto do tipo de processamento como da temperatura de armazenagem.

Reducédo de 25,7% foi constatada por Brunini et al. (2003) para a polpa de
goiaba armazenada a -20°C durante 18 semanas, e de 79,33% por Sebastiany et al.
(2009) para a polpa de acerola armazenada a -18°C durante 12 semanas. Entretanto,
Ciabotti et al. (2000) avaliando a polpa de maracuja armazenada em temperatura de
-22,6°C e —-196°C concluiram que os métodos de congelamento nao interferiram na
estabilidade do acido ascérbico, ou seja, ambos permaneceram com teores estaveis.

Segundo Chitarra (1994), os niveis de vitamina C sao totalmente variaveis entre
citros e tendem a reduzir sazonalmente e com o armazenamento.

A reducédo dos teores de vitamina C durante o armazenamento a -20 + 2°C da
polpa de limao, provavelmente podera estar associada a deficiéncias do processo
produtivo, caracteristicas da matéria prima, presenga de oxigénio dissolvido no produto
ou nos espagos livres da embalagem, tipo de embalagem, enzimas, tipo de
congelamento (visto que as reagdes oxidativas s&o aceleradas no congelamento lento),

bem como a temperatura e o tempo de estocagem.
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4.3.1 Determinagdao da concentragao do hidroximetilfurfural (HMF) e furfural

durante o armazenamento a -20 % 2°c

Na Tabela 6 estao os teores de HMF e furfural quantificados durante 30, 60, 90,
120 e 180 dias de armazenamento das polpas congeladas de liméo.

Os resultados mostraram que durante o armazenamento os teores obtidos
destes compostos foram detectados a partir de 90 dias, variando de 0,06 para 0,40 de
HMF e 0,05 para 0,29 para o furfural até os 180 dias de estocagem a -20 £+ 2°C. Neste
caso, pode-se atribuir uma provavel oxidagdo do acido ascorbico ou degradagédo de
acucares (monossacarideos), tendo em vista que neste trabalho ndo foi realizada a

etapa de inativagdo enzimatica.

Tabela 6 — Teores de HMF e furfural durante o armazenamento da polpa de limao Tahiti.

Tempo de armazenamento Teor (mg/mL)
(dias) HMF Furfural
30 0 0
60 0 0
90 0,06 0,05
120 0,26 0,12
150 0,37 0,13
180 0,40 0,29

Segundo Cheftel e Cheftel (1992), sucos e concentrados de frutas citricas, tais
como limdo e pomelo com pH entre 2,0 e 3,5, praticamente ndo sao afetados pela
reacdo de Maillard, devido a alta acidez e por serem pobres em compostos aminos.
Logo, as reagdes responsaveis pelo escurecimento durante o armazenamento, destes
produtos s&o as de degradacgédo do acido ascoérbico que sao catalisadas pelo acido
citrico ou por enzimas oxidase.

A Figura 13 mostra uma polpa de lim&o com 180 dias de armazenamento a -20 +

2°C. Observa-se que a possivel degradagao de acido ascérbico, associada a produgéo
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de HMF e furfural ndo foi significativa para promover aparentemente o escurecimento
da polpa.

Figura 13 — Polpa de lim&o congelada e armazenada por 180 dias.

Fonte: Autora

Verificando a estabilidade do acido ascoérbico e a qualidade do suco de laranja
Kennedy et al. (1992); Solomon et al. (1995) mencionaram que compostos indesejaveis
da degradagdo do acido ascorbico como furfural e HMF tém sido altamente
correlacionados com o escurecimento de sucos de fruta, resultando na redugao do valor
nutricional, perda de qualidade e, consequentemente, da vida de prateleira.

Burdurlu et al. (2006) no estudo da cinética de degradagao do acido ascorbico e
a formagdo do HMF (Hidroximetilfurfural) em sucos citricos concentrados de laranja,
liméo e tangerina armazenados por oito semanas em temperaturas de 28, 37 e 45°C,

encontraram uma correlagao significante entre a diminuicdo do acido ascorbico e a
formacgao de HMF.



74

Resultados e Discussoes

4.5 CINETICA DE CONGELAMENTO DA POLPA DE LIMAO TAHITI

Para a realizagdo da cinética de congelamento, as polpas de limdo foram
resfriadas a partir da temperatura ambiente até -20 + 2°C. Efetuou-se o processo de
congelamento em trés ensaios, realizados em triplicata, para avaliagdo das curvas que
melhor representassem a cinética de congelamento da polpa de limdo, bem como, a
determinagao das temperaturas de inicio de congelamento.

Nas Figuras 14, 15 e 16 sdo mostradas as curvas de congelamento construidas
a partir dos dados de temperatura a -20 + 2°C, registrados durante os ensaios do

processo de congelamento da polpa de limao Tahiti.

Figura 14 — Curva de congelamento da polpa de limao a temperatura
de -20 £ 2°C (Ensaio ).
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Figura 15 - Curva de congelamento da polpa de lim&o a temperatura

de -20 £ 2°C (Ensaio II).
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Figura 16 - Curva de congelamento da polpa de limao a temperatura

de -20 £ 2°C (Ensaio IlI).
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As curvas obtidas para os ensaios I, Il e Ill foram similares a curva de
congelamento da agua pura, conforme apresentada por Zaritzki (2000), devido a alta
porcentagem de umidade (92,63%) da polpa de lim&o Tahiti, antes do congelamento e
a baixa taxa de congelamento (-20 + 2°C). Logo, foi possivel verificar as trés fases
distintas da conversdo da agua contida no alimento em gelo, como: fase de
resfriamento do produto, caracterizada por uma curva tipica exponencial; fase de
cristalizacdo ou congelamento da agua, representada por uma reta e a fase de pos
congelamento, caracterizada por uma curva exponencial.

Na Figura 17 é mostrado o comportamento das trés curvas de congelamento
obtidas, onde se pode observar que as mesmas, apresentaram, praticamente, 0 mesmo

comportamento durante o processo de congelamento a -20 + 2°C.

Figura 17 — Curvas dos ensaios de congelamento da polpa de limao.
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A partir das curvas de congelamento, foram obtidos os graficos das taxas de
resfriamento, apresentadas nas Figuras 18a, 18b e 18c, para a determinagdo da
temperatura de inicio de congelamento (Tic) de cada ensaio.
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Figura 18 — Taxa de resfriamento da polpa de limao Tahiti durante o congelamento a -20 + 2°C.
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Os graficos da taxa de resfriamento para cada ensaio evidenciaram que apos o
sub-resfriamento houve um aumento da temperatura em decorréncia da formagao dos
primeiros cristais de gelo e liberagao de calor latente. Neste intervalo, em que ocorreu o
aumento da temperatura, determinou-se a temperatura de inicio de congelamento da
polpa, para os trés ensaios que corresponderam a: Tic = -1,024°C (a), Tic = -1,045°C (b)
e Tic = -1,032°C (c) para os tempos de 1999, 2280 e 2000 segundos, respectivamente.
Verifica-se que a temperatura de inicio de congelamento foi praticamente constante
entre 0s ensaios.

Fernandes et al. (2010) estudando o congelamento de polpa de morango com
umidade de 94,35% em banho ultratermostatico a —20 °C, verificaram uma temperatura
de inicio de congelamento de -0,7 °C. Soares et al. (2012) utilizando um ultrafreezer
para o congelamento da polpa de mangaba com umidade de 72,39%, verificaram uma
temperatura inicial de congelamento de aproximadamente -1°C. Ja Pereira (2013)
congelando polpa de acerola com 92,10% de umidade em céamara fria a -25°C, obteve
uma temperatura de inicio de congelamento de -1,1°C.

Segundo Ferreira et al. (2007), a temperatura de inicio de congelamento de
polpas de frutas depende da composi¢ao quimica do produto, em especial, o teor de
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soélidos soluveis. Quanto mais alto o teor de sdlidos, mais baixo sera o ponto inicial de
congelamento.

Avaliando os resultados obtidos para a temperatura de inicio de congelamento
da polpa de limao Tahiti, pode-se ressaltar que os valores experimentais determinados
estao coerentes com os especificados na literatura.

Em relagdo a etapa de congelamento, que corresponde a fase onde ocorre o
aumento dos cristais de gelo, liberagdo do calor latente e 0 aumento da concentragéo
dos sdlidos soluveis, esta se estendeu da regido do ponto inicial de congelamento até a
temperatura de congelamento que correspondeu a Te@) = -1,510°C, Tep) = -1,538°C e
Tee)=-1,243°C para os tempos de 4560, 4440 e 4500 segundos, respectivamente.

Araujo et al. (2000) no estudo do congelamento da polpa de acerola em um
freezer com temperatura de -22,6°C verificou um periodo de 1.800 segundos para o
resfriamento e 6.000 segundos para a cristalizagao e o pés-congelamento.

Segundo Kleeberg (1995) a regido de -1 a -5°C €&, normalmente, a zona de
maxima formagdo de gelo ou da "parada térmica", assim chamada por corresponder,
aproximadamente, a um patamar nas curvas temperatura versus tempo durante o
congelamento.

O pos-congelamento foi caracterizado pela retirada do calor sensivel abaixo do
ponto de congelamento, resultando na diminuigdo da temperatura até que atingisse a
temperatura proxima a de equilibrio do freezer (-20 £ 2 °C).

4.6 ANALISE MICROESTRUTURAL

As microestruturas dos cristais de gelo da agua disponivel da polpa de limao
congelada a -20 * 2°C, podem ser observadas na Figura 19 com aumentos de 100 e
200x. Verifica-se que apds o congelamento, os cristais de gelo apresentaram estruturas
com ramificacbes semelhantes a de uma arvore, caracterizada como dendritica,
presente na grande maioria dos processos de solidificagao.

As fotomicrografias mostram que os cristais de gelo configuraram uma rede de

dendriticas que cresceram paralelamente e com espacos intercelulares presentes na
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estrutura celular. Esses espagos possibilitam o aumento no teor de agua intracelular,

que é favoravel a formagao de grandes cristais de gelo.

Figura 19 — Fotomicrografias da polpa de lim&o congelada a -20 + 2°C (a) aumento de 100x
(b) aumento de 200x.
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Segundo Rocha et al. (2003), o espagamento dendritico € inversamente
proporcional a velocidade de resfriamento, pois quanto maior for essa velocidade, mais
refinada sera a microestrutura.

Logo, pode-se ressaltar que a velocidade de congelamento € reconhecida como
um dos fatores responsaveis pela manutencao das caracteristicas microestruturais do
produto congelado, ja que os fendmenos de nucleagdao e crescimento de estruturas
dendriticas ocorrem ao longo da evolugao do processo.

Além da dinamica do processo de congelamento, os aspectos como
heterogeneidade da composigdo quimica e concentragdes dos componentes envolvidos
também estdo relacionados a intensidade do crescimento do cristal. Desta forma, é de
grande importancia o entendimento do desenvolvimento dendritico durante o
congelamento lento de polpas de frutas, ja que as caracteristicas das dendriticas e o
controle de segregacdao que se forma nos espacgos intercelulares irdo influenciar
fortemente nas propriedades do produto final.

A morfologia de cristais de gelo durante o congelamento foi observada por outros
autores: Marti e Aguilera (1991), para frutos de amora silvestre; Resende e Cal-VidalL
(2002) frutos de melao; Gongalves et al. (2010) frutos do pequi e Reno et al. (2011)
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frutos do morango. Porém, evidencia-se a inexisténcia de trabalhos na literatura
pesquisada, com polpas de frutas, que abordem a morfologia de crescimento dendritico

e consequentemente o arranjo microestrutural em condi¢gées de congelamento lento.
4.7 PROPRIEDADES TERMOFISICAS

4.7.1 Massa especifica

Os resultados médios experimentais obtidos para a massa especifica da polpa
de limdo antes e apds o congelamento estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores médios da massa especifica e desvio padrdo da polpa de lim&o nas temperaturas

de 25 e -20 °C.
Temperatura (°C) Massa especifica (g.cm™) Desvio padrao
25 1,017 0,02
-20 0,995 0,01

Considerando o valor da massa especifica da polpa de limdo na temperatura de
25°C, verifica-se que o resultado de 1,017 g.cm™ foi semelhante ao valor obtido por
Silva (2008) 1,017 g.cm‘3 para a polpa de jenipapo com umidade de 94% e temperatura
de 20°C. Resultados acima do obtido no presente trabalho foram reportados por Pereira
et al. (2002) 1,02 g.cm‘3 para a polpa de agai com 84,73% de umidade e temperatura
de 20°C, por Lima et al. (2003) 1,063 g.cm‘3 para a polpa de umbu com 89,89% de
umidade, temperatura de 20°C e concentragdo de 10 °Brix e por Dantas Junior et al.
(2007) 1,048 g.cm™ para a polpa de manga com 86,94% de umidade e temperatura de
20°C.

Segundo os autores acima citados, a massa especifica varia em fungcédo da
temperatura e da quantidade de sdlidos soluveis totais. Sendo que o teor de agua
exerce maior influéncia na massa especifica que a temperatura (TELIS-ROMERO et al.,

1998). Esta afirmacao justifica o resultado encontrado neste trabalho, uma vez que a
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polpa de limdo apresentou um teor de umidade elevada (92,63%) e temperatura de
analise acima das referenciadas.

Para a polpa congelada houve uma diminuicdo de 2,16% da massa especifica,
em relagdo a polpa ndo-congelada. Esta redugéo esta relacionada com a mudanga de
fase da agua contida na polpa, que na forma de gelo tem menor massa especifica.

Na literatura sdo poucos os trabalhos que reportam a massa especifica de polpa
de frutas em temperatura abaixo do ponto de congelamento. Mata et al. (2005)
utilizando a mesma metodologia aplicada no presente trabalho, obtiveram resultados de
0,920 g.cm™ para a polpa de caja congelada a -18°C e com teor de sélidos soltveis de
9°Brix, e por Pereira (2013) 0,950 g.cm™ para polpa de acerola com 7,5% Brix e
congelada a -25°C.

4.7.2 Calor especifico

As curvas calorimétricas DSC para os ciclos de resfriamento e aquecimento da
polpa de limao Tahiti, com seus respectivos calor especificos estdo apresentadas na
Figura 20.

Figura 20 — Curvas DSC para os ciclos resfriamento e aquecimento da polpa de limao.
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Foi evidenciada a formagao de dois picos, sendo um exotérmico para o ciclo de
resfriamento que ocorreu no intervalo de temperatura entre 30 e -30°C com razéo de
resfriamento de 1°C.min™' e um endotérmico para o ciclo de aquecimento entre -30 e
30°C com razdo de aquecimento de 1°C.min™".

Os resultados mostraram um pico exotérmico em -15,37°C com calor especifico
de 1,962 J.g™"°C”(cristalizagd0) e um pico endotérmico em 1,02°C com calor especifico
de 3,834 J.g'°C”", apds a mudanca de fase (fusdo) da amostra na curva DSC. Pode-se
notar que a diminui¢gdo da temperatura acarreta uma diminui¢do do calor especifico, e
isto pode esta relacionado ao fato de que as propriedades térmicas dos alimentos
sofrem mudancas substanciais com a temperatura e com o seu estado termodinamico.

Segundo Zueco et al. (2004), o calor especifico é fortemente influenciado pela
temperatura, principalmente na faixa em que ocorre a mudanga de fase do estado
soélido para o liquido, sendo esta influéncia evidenciada através de um pico prolongado.
Além da temperatura, o calor especifico também sofre influéncia da agua contida na
amostra, ja que esta apresenta propriedades distintas quando se encontra no estado
livre e quando estd ligada a algum componente sélido (ARAUJO et al., 2004;
TANSAKUL e LUMYONG, 2008).

Considerando os resultados obtidos para o calor especifico abaixo do ponto de
congelamento, verifica-se que o mesmo foi inferior aos reportados por Simdes (1997)
que trabalhando com polpa de manga a -18°C encontrou valores entre 2,25 kJ.kg'1°C'1
e 2,49 kJ.kg'°C"', por Silva (1997) 2,85 kJ.kg'°C"' para a polpa de abacaxi com
15°Brix e por Mata et al. (2005) que estudando a polpa de caja a -18°C e com teor de
solidos soltveis de 9°Brix obtiveram um resultado de 2,485 kJ.kg'°C™. Entretanto, esta
de acordo com o valor obtido por Alvarado e Romero (1989) 1,97 kJ.kg'°C" para o
suco de melancia congelado a -18°C e com 92,6% de agua. Também préximo ao valor
de 1,657 kJ.kg'°C' encontrado por Pereira (2013) para a polpa de acerola na
temperatura de -15°C e com solidos soluveis de 7,5% Brix.

Com relacdo ao calor especifico obtido para temperatura acima do ponto de
congelamento, pode- se ressaltar que o mesmo esta dentro da faixa de 3 a 4 kJ.kg'1K'1
apresentada por Choi e Okos (1986), para o calor especifico de sucos de frutas.
Resultados dentro da faixa mencionada foram reportados por Lima et al. (2003) para a
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polpa de umbu que obtiveram resultados de calor especifico variando de 3,2 a 3,7
kJ.kg'1°C'1, por Araujo et al. (2004) que analisaram a polpa de cupuagu e obtiveram
resultados médios experimentais variando entre 3,18 kJ.kg"°C™" e 3,71 kJ.kg'°C™, por
Muniz et al. (2006) que obtiveram o valor médio de 3,61 kJ.kg'°C™ para a polpa de
bacuri e por Silva (2008) 3,80 kJ.kg™'°C™" para a polpa de jenipapo.

Verifica-se que o resultado do calor especifico de 3,834 J.g"'°C™) obtido para a
polpa de limdo na temperatura acima do congelamento apresentou um pouco acima
dos referenciados pela literatura. Provavelmente, isto se deve ao alto conteudo de
umidade (92,63%) como também a maior disponibilidade da agua livre, que faz com
que o calor especifico seja préximo ao da agua de 4,186 kJ.kg'1.°C'1 na temperatura de
25°C e pressao constante.

4.8 ANALISE SENSORIAL

As amostras de suco de limdo Tahiti preparadas com as polpas armazenadas
por 180 dias, adogadas com 55g de sacarose para 100g de suco e diluidas na
proporcao de 1:5 (v : v) com agua mineral foram classificadas relacionando o tempo de
armazenamento e o tamanho amostral, conforme a Tabela 8. O tamanho amostral foi
diferenciado para as amostras 4, 5 e 6, devido a ndo uniformidade na distribuicdo das
fichas de avaliagdo. Porém, de acordo com os dados estatisticos essa diferenga nao

influenciou na obtencao dos resultados.

Tabela 8 — Tempo de armazenamento e tamanho de cada amostra.

Amostra Tempo de armazenamento (dias) Tamanho amostral
1 180 50
2 150 50
3 120 50
4 90 49
5 60 52
6 30 52
7 1 50
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Nas Tabelas 9, 10 e 11 estdo apresentadas, respectivamente, a distribuicao de
frequéncias e porcentagens de opinides dos provadores com relagao ao sabor, aroma e

aparéncia para cada item de aceitacéo.

Tabela 9 - Frequéncia e porcentagem das opinides com relacédo ao sabor da polpa armazenada

por um periodo de 1 a 180 dias.

Itens Frequéncia Proporcéo Porcentagem
1 3 0,008 0,8
2 5 0,014 1,4
3 13 0,037 3,7
4 16 0,045 4,5
5 10 0,028 2,8
6 40 0,113 11,3
7 86 0,244 24 .4
8 109 0,309 30,9
9 71 0,202 20,2

Total 353 1 100

* Itens de aceitacdo na escala hedbnica (1= desgostei muitissimo; 2 = desgostei muito; 3 = desgostei
moderadamente; 4 = desgostei ligeiramente; 5 = nem gostei/nem desgostei; 6 = gostei ligeiramente; 7 = gostei

moderadamente; 8 = gostei muito; 9 = gostei muitissimo).

Considerando os resultados obtidos para a frequéncia e porcentagens de
opinides, verifica-se que em relagdo ao sabor dos 353 provadores, 109 (30,9%)
gostaram muito, enquanto que 3 (0,8%) desgostaram muitissimo. Observa-se também
que independente da intensidade que eles gostaram 306 (86,8%) afirmaram gostar
(itens 6, 7, 8 e 9 na escala hedbnica), 37 (10,4%) disseram desgostar (itens 1, 2, 3, e 4
na escala hedénica) e 10 (2,8%) nem gostaram nem desgostaram (item 5 na escala
hedobnica).

Com relagdo ao aroma (Tabela 10), observa-se que dentre os 353 provadores
108 gostaram muito e 4 desgostaram muitissimo, que em termos percentuais

correspondem a aproximadamente 30% e 1%, respectivamente.
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Tabela 10 - Frequéncia e porcentagem das opinides com relagdo ao aroma.

ltens* Frequéncia Proporcéao Porcentagem
1 4 0,011 1,1
2 7 0,020 2,0
3 4 0,011 1,1
4 15 0,042 4,2
5 42 0,119 11,9
6 75 0,212 21,2
7 65 0,184 18,4
8 108 0,306 30,6
9 33 0,095 9,5

Total 353 1 100

* Itens de aceitagdo na escala hedbnica (1= desgostei muitissimo; 2 = desgostei muito; 3 = desgostei
moderadamente; 4 = desgostei ligeiramente; 5 = nem gostei/nem desgostei; 6 = gostei ligeiramente; 7 = gostei

moderadamente; 8 = gostei muito; 9 = gostei muitissimo).

Para a aparéncia (Tabela 11), constatou-se que aproximadamente 30% de
todos os provadores gostaram muito, 4,5% desgostaram ligeiramente e 8,8% disseram
que nem gostaram nem desgostaram da aparéncia. Considerando os itens 6, 7,8 e 9 e
somando as porcentagens de cada um desses itens, pode-se ressaltar que a aparéncia
das amostras de suco foi aprovada por aproximadamente 84,2% dos provadores.

Tabela 11 — Frequéncia e porcentagem das opinides com relagdo a aparéncia.

Itens Frequéncia Proporcéao Porcentagem
1 3 0,008 0,800
2 4 0,011 1,100
3 2 0,006 0,600
4 16 0,045 4,500
5 31 0,088 8,800
6 47 0,133 13,300
7 78 0,221 22,100
8 108 0,306 30,600
9 64 0,182 18,200

Total 353 1 100
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Nas Tabelas 12, 13 e 14 estdo apresentados os resultados das proporcdes de
cada item, simultaneamente, com o tempo de armazenamento para os atributos sabor,
aroma e aparéncia das amostras de suco de limdo. Os itens que apresentavam as
maiores proporcoes foram correlacionados em percentuais para expressar as opinides

dos provadores.

Tabela 12 — Proporgdes de aceitagao do sabor de cada item simultaneamente com o tempo de

armazenamento.
Amostras

tons* 2 3 4 5 6 7
(180 dias) (150 dias) (120 dias) (90dias) (60 dias) (30 dias) (1 dia)
1 0,020 0,000 0,020 0,020 0,000 0,000 0,000
2 0,000 0,060 0,000 0,020 0,000 0,000 0,020
3 0,040 0,060 0,000 0,041 0,000 0,000 0,120
4 0,040 0,100 0,040 0,082 0,000 0,000 0,060
5 0,060 0,000 0,000 0,061 0,038 0,000 0,040
6 0,120 0,160 0,140 0,061 0,115 0,096 0,100
7 0,280 0,200 0,220 0,245 0,308 0,096 0,360
8 0,360 0,260 0,400 0,163 0,346 0,442 0,180
9 0,080 0,160 0,180 0,306 0,192 0,365 0,120

Total 1 1 1 1 1 1 1

* Itens de aceitagdo na escala heddnica (1= desgostei muitissimo; 2 = desgostei muito; 3 = desgostei

moderadamente; 4 = desgostei ligeiramente; 5 = nem gostei/nem desgostei; 6 = gostei ligeiramente; 7 =
gostei moderadamente; 8 = gostei muito; 9 = gostei muitissimo).

De acordo com os resultados obtidos para o atributo sabor, verifica-se que na
amostra 1 (180 dias) a opcao gostei muito foi escolhida por 36% dos provadores. Para
a amostra 2 (150 dias) 26% disseram que gostaram muito. Na amostra 3 (120 dias) a
opgao gostei muito foi de 40%. No caso da amostra 4 (90 dias) a opgao que apresentou
a maior frequéncia foi a gostei muitissimo, com a porcentagem de 30,6%. Para as
amostras 5 (60 dias) e 6 (30 dias), as opgdes de 1 a 4 ndo foram escolhidas por
nenhum dos provadores, e em ambas as opgdes com maior frequéncia € a gostei muito,

porém para a amostra 5 a segunda opgédo mais escolhida foi a gostei moderadamente,
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enquanto que para a amostra 6, a segunda opgédo mais escolhida foi gostei muitissimo.
Ja para a amostra 7 (1 dia) 36% dos provadores disseram que gostaram
moderadamente.

Considerando as proporgdes de aceitacao do aroma, apresentado na Tabela
13, pode-se verificar que para a amostra 1 (180 dias), as opg¢des gostei ligeiramente e
gostei muito foram as mais escolhidas pelos provadores com 28% cada. Em se tratando
das amostras 2 (150 dias), 3 (120 dias), 4 (90 dias), 5 (60 dias) e 6 (30 dias) a opgao
gostei muito obteve a maior frequéncia de escolhas, com 22%, 36%, 30,6%, 38,4% e
46,1%, respectivamente. Para a amostra 7 (1 dia), a opgéo gostei ligeiramente obteve

40% das escolhas.

Tabela 13 — Proporgdes de aceitagao do aroma de cada item simultaneamente com o tempo de

armazenamento.
Amostras

tons* 1 2 3 4 5 6 7
(180 dias) (150 dias) (120 dias) (90dias) (60 dias) (30 dias) (1 dia)
1 0,020 0,040 0,020 0,000 0,000 0,000 0,000
2 0,020 0,020 0,020 0,041 0,000 0,000 0,040
3 0,040 0,020 0,020 0,000 0,000 0,000 0,000
4 0,060 0,040 0,040 0,082 0,019 0,000 0,060
5 0,120 0,200 0,100 0,163 0,096 0,038 0,120
6 0,280 0,200 0,160 0,143 0,173 0,134 0,400
7 0,120 0,180 0,200 0,204 0,250 0,211 0,120
8 0,280 0,220 0,360 0,306 0,384 0,461 0,120
9 0,060 0,080 0,080 0,061 0,077 0,154 0,140

Total 1 1 1 1 1 1 1

* Itens de aceitagdo na escala heddnica (1= desgostei muitissimo; 2 = desgostei muito; 3 = desgostei
moderadamente; 4 = desgostei ligeiramente; 5 = nem gostei/nem desgostei; 6 = gostei ligeiramente; 7 =

gostei moderadamente; 8 = gostei muito; 9 = gostei muitissimo).

Com relacao a aparéncia, apresentada na Tabela 14 as amostras 1, 4, 5 e 6,
apresentaram as porcentagens de 28%, 22,4%, 48,2% e 44,2%, respectivamente, para
a opgao gostei muito, onde estes valores representam as maiores porcentagens obtidas
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em cada uma dessas amostras. Para as amostras 2 e 7, a opg¢ao gostei
moderadamente, registraram as porcentagens de 28% e 24%, respectivamente, sendo
estas as maiores porcentagens em ambas as amostras. Ja na amostra 3, foi registrado

o percentual de 28% para a opgao gostei muitissimo.

Tabela 14 — Proporgdes de aceitagcdo da aparéncia de cada item simultaneamente com o tempo de

armazenamento.
Amostra

ltens* 1 2 3 4 5 6 7
(180 dias) (150 dias) (120dias) (90 dias) (60dias) (30 dias) (1 dia)
1 0,000 0,000 0,000 0,041 0,000 0,000 0,020
2 0,000 0,020 0,000 0,041 0,000 0,000 0,020
3 0,020 0,000 0,000 0,000 0,000 0,019 0,000
4 0,020 0,080 0,040 0,081 0,019 0,038 0,040
5 0,060 0,120 0,080 0,182 0,096 0,096 0,080
6 0,160 0,120 0,160 0,163 0,96 0,038 0,200
7 0,220 0,280 0,200 0,184 0,211 0,211 0,240
8 0,280 0,260 0,240 0,224 0,482 0,442 0,200
9 0,240 0,120 0,280 0,184 0,096 0,154 0,200

Total 1 1 1 1 1 1 1

* Itens de aceitagdo na escala heddnica (1= desgostei muitissimo; 2 = desgostei muito; 3 = desgostei
moderadamente; 4 = desgostei ligeiramente; 5 = nem gostei/nem desgostei; 6 = gostei ligeiramente; 7 =

gostei moderadamente; 8 = gostei muito; 9 = gostei muitissimo).

Desta forma, pode-se constatar que para os atributos sensoriais avaliados, a
melhor aceitagdo ocorreu para as amostras de suco preparadas com as polpas com 30
e 60 dias de armazenamento, ja que apresentaram as maiores proporgbes de
aceitagao.

Nas Figuras 21, 22 e 23 estdo representadas as proporcdes de aceitagdo dos
atributos sensoriais sabor, aroma e aparéncia, respectivamente. Para cada amostra de
suco preparadas com as polpas armazenadas, as opinides foram agrupadas em

categorias, onde os itens 1, 2 e 3 identificam a proporgdo de pessoas que realmente
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nao gostaram, os itens 4, 5 e 6 0s que nem gostaram nem desgostaram ou

gostaram/desgostaram ligeiramente e os itens 7, 8 e 9 os que de fato gostaram.

Figura 21 — Proporgao de aceitagdo do sabor do suco de liméo para cada tempo de armazenamento
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Figura 22 — Proporgao de aceitagdo do aroma do suco de lim&o para cada tempo de armazenamento
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Figura 23 — Propor¢cdo de aceitacdo da aparéncia do suco de limdo para cada tempo de
armazenamento.
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Através dos graficos obtidos, pode-se verificar que em todas as amostras a
propor¢ao de pessoas que afirmaram gostar do sabor, aroma e aparéncia do suco de
limao preparado com as polpas, sdo maiores que a propor¢ao dos que responderam o
contrario ou nenhum dos dois.

Para a intengdo de compra, Figura 24, sdo mostradas as propor¢des dos
provadores que apds provar as amostras de suco informaram que: decididamente ou
provavelmente compraria, talvez sim/talvez ndo e provavelmente ou decididamente nao
compraria a polpa congelada de limao Tahiti.
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Figura 24 — Intencdo de compra da polpa de limao.
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amostras com 180, 150, 60 e 1 dia de armazenamento a maior propor¢ao dos
provadores assinalou que provavelmente comprariam, enquanto que para as amostras
com 120, 90 e 30 dias foi afirmado que decididamente comprariam a polpa, sendo a
amostra com 30 dias de armazenamento, a que apresentou a maior proporgdo, que
decididamente comprariam. Pode-se observar também que para a amostra de suco
com 1 dia de armazenamento foi a que apresentou a maior propor¢cdo de que
decididamente ndo compraria, este fato pode ser atribuido a menor concentragao de

agucares redutores e maior acidez apresentada pela polpa.

4.9 APROVEITAMENTO DO RESIDUO

4.9.1 Caracterizagao fisico-quimica do albedo seco do limao Tahiti

Na Tabela 15 encontram-se os resultados da caracterizagéo fisico-quimica do
albedo seco em base umida do lim&do Tahiti. As analises foram realizadas em ftriplicata.
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Tabela 15 — Caracterizagéao fisico-quimica do albedo seco do lim&o Tahiti.

Parametros Teor (%) Desvio padréao
Umidade (% b.u) 9,73 0,22
Ay 0,48 0,01
Proteina (%) 2,02 0,30
Cinzas (%) 3,17 0,01
pH 3,92 0,00
Acucares redutores (%) 9,71 0,03
Pectina (%) 28,12 0,09

A umidade obtida de 9,73% esta acima dos valores encontrados por Soares et al.
(2012) 4,09% com albedo do lim&o Tahiti e de Santos et al. (2011) 7,18% para farinha
do albedo da laranja. Porém, esta abaixo do obtido por Silva et al. (2009) 10,26% para
o albedo de laranja. O valor de umidade de 9,73% em base umida foi estabelecido para
seu armazenamento até realizagdo do processo fermentativo, ja que o valor estipulado
segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é de no maximo 15%
(massa/massa) de umidade para a conservagao de farinhas.

A atividade de agua (Aw) 0,483 esta dentro da faixa estabelecida para alimentos
secos e estaveis do ponto de vista microbioldgico, ja que apresentou Ay inferior a 0,6
Gava et al. (2007). E proxima dos valores obtidos por Borges (2011) de 0,45 (bagaco
desidratado de acerola e umidade de 8,53%), 0,46 (bagaco desidratado de pitanga com
umidade de 8,30%) e 0,46 (bagaco desidratado de jamboldo com umidade de 8,53%).

Com relacdo ao teor obtido de 2,02% para a proteina, pode-se dizer que o
mesmo apresentou baixo percentual, quando comparado com os resultados de
Mendonga et al. (2006) de 3,67% para o mesmo produto e com Santos et al. (2011)
3,72% para o albedo da laranja. Provavelmente, essa diferenga € devido as condi¢des
de cultivo, como solo e adubagbes (nitrogenadas principalmente), as quais podem
alterar os teores de proteinas nos frutos.

O teor de cinzas de 3,17% foi proximo ao de Santos et al. (2011) 3,88% para o
albedo da laranja e superior aos de Mendonga et al. (2006) 2,45% e Soares et al.
(2012) 2,65% com o albedo do limdo Tahiti. Aumento que também pode esta

relacionado as condi¢des de cultivo. Contudo, pode-se inferir que o albedo seco do



94

Resultados e Discussoes

liméo Tahiti apresenta uma boa fonte de minerais.

O valor obtido para o pH de 3,92 foi superior ao de Soares et al. (2012) 1,05 para
albedo do lim&o Tahiti e proximo ao de Souza et al. (2010) 3,57 para casca e albedo do
maracuja. Panarotto et al. (2003), utilizando 80% de cascas secas de limao Taiti como
indutor para a produgdo de poligalacturonases obtiveram um valor de pH 4,68. Em
processos biolégicos, este parédmetro € muito importante para o crescimento e

desenvolvimento do micro-organismo.

O percentual de 9,71% para os agucares redutores (AR) foi inferior ao reportado
por Souza et al. (2010) 11,71 para a casca e o albedo do maracuja-amarelo e maior
do que obtido por Santiago (2012) 8,81%.

Com relacdo a pectina, o valor encontrado de 28,12% foi superior aos de
Mendonga et al. (2006) 22,85% e préximo ao de Gongalves (2001) 27,5% quando
trabalharam com o albedo do limdo Tahiti e albedo seco de laranja valéncia,
respectivamente. O alto teor de pectina encontrado no residuo seco do liméo Tahiti
favorece a sintese de pectinase, dentre elas a poligalacturonase, uma vez que o

Aspergillus niger metaboliza este carboidrato para a produgao desta enzima.

Segundo a literatura, quando a concentragéo de agucar é baixa, ha a quebra da
molécula de pectina, de modo que possa ser consumida, resultando em alta atividade
pectinoliticas (FAWOLE e ODUNFA, 2003).

A pectina € uma fonte indutora eficiente na produgdo destas enzimas, assim
como também, pode atuar como fonte de carbono para os micro-organismos,
dependendo da quantidade de acucares presentes no meio de cultivo, portanto este

residuo podera ser utilizado na sintese das pectinases (FONTANA et al., 2005).

4.9.2 Acompanhamento cinético da poligalacturonase

A Figura 25 mostra os resultados obtidos do acompanhamento cinético da
producao da exo-PG e do consumo de agucares, assim como, o monitoramento do pH
e da umidade durante o periodo de 72 horas de fermentagéo.
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Figura 25 - Acompanhamento cinético do processo fermentativo da produgao
da exo-PG utilizando como matéria-prima o albedo seco do limao
Tahiti.
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Observa-se que a maior atividade poligalacturonasica foi obtida as 30 horas de
processo alcangando o pico de PG (19,14 U/g). Entretanto, Panarotto et al. (2003)
encontraram a maxima atividade PG de 84,2U/g em 72 horas utilizando 80% da casca
desidratada do limdo Tahiti e 20% de farelo de trigo. Souza et al. (2010) utilizando
casca e albedo seco de maracuja, na produgdo de poligalacturonase por fermentagéo
em estado solido e como agente da fermentagdo o A. niger CCT 0916, obtiveram a
maxima atividade de 20,9 U/g em 66h de processo. Menezes et al. (2006) utilizando
como substratos residuo de maracuja (casca, albedo e sementes) e farelo de trigo,
obtiveram uma atividade de 9,96U/g apos 48h de fermentagcdo. Camargo et al. (2005)
utilizando o bagaco de laranja, obtiveram uma atividade de 3,6 U/g apds 48h do
processo. Santiago et al. (2012) utilizando casca de umbu obteve a atividade
poligalacturonasica de 18 U/g em 44 horas de fermentagdo, com umidade do meio de
60% (b.u) e concentracéo de sulfato de aménio de 1,5%. E importante ressaltar, que os
diferentes valores de atividade esta relacionado com um conjunto de fatores que
influenciam os cultivos em estado sélido, dentre eles o substrato, pH, quantidade de

indculo e da espécie microbiana utilizada.
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Com relagdo aos agucares redutores (AR) percebe-se que ocorreu um acumulo
nas primeiras 30 horas de atividade de processo, possivelmente, em detrimento da
hidrolise da pectina em mono e oligossacarideos. Segundo Fennema (2010), a pectina
em meio muito acido, as ligagdes glicosidicas (1,4) s&o hidrolisadas originando
moléculas de agucares de baixa massa molar mais facilmente assimilavel pelos micro-
organismos, o0os quais durante o processo foram sendo utilizados para o seu
crescimento e metabolismo.

O pH vai diminuindo até 30 horas e a partir deste periodo permanece
praticamente constante, o que pode esta associado a produgdo de acidos organicos
pelos micro-organismos no inicio da fermentacgao.

A umidade variou de 60,27 a 57,19 % durante o processo. A perda da umidade
pode estar relacionada a evaporagao da agua decorrente das atividades metabdlicas do
microrganismo durante o processo fermentativo.

Os resultados obtidos mostraram que o albedo seco do limado Tahiti € uma
alternativa viavel para ser utilizado como matéria-prima na fermentagdo no estado

soélido para a produgao de pectinases (exo-poligalacturonase).



97

Conclusobes

5. CONCLUSOES

Com base nos objetivos propostos e considerando os resultados obtidos neste
trabalho, tem-se para as condi¢gdes estudadas as seguintes conclusdes:

» Rendimento da polpa e do residuo

e O limao Tahiti apresentou um rendimento de 50,16% de polpa e 49,83% de
residuo, sendo a maior porcao deste residuo 20,51%, atribuida ao albedo.

» Cinética de congelamento

e As curvas de congelamento da polpa de limdo a -20 £ 2 °C apresentaram
temperaturas de inicio de congelamento de -1,024°C, -1,045°C e -1,032°C para os
tempos de 1999, 2280 e 2000 segundos, respectivamente. Sendo evidente a influéncia
da composicdo quimica, em especial, o teor de sdlidos soluveis, para a determinagao

da temperatura de inicio de congelamento.

» Parametros fisico-quimicos durante o armazenamento

e Decorridos 180 dias de armazenamento, as polpas apresentaram reducdes da
acidez titulavel (16,82%), solidos soluveis (10,97%) e vitamina C (26,08%). O acucar
redutor aumentou até 90 dias, diminuindo no decorrer do armazenamento. Para o HMF

e o furfural s6 houve aumento a partir de 90 dias.
» Microestruturas dos cristais de gelo
e A microestrutura da polpa congelada de limao evidenciou a formacéo de

grandes cristais de gelo nos espacgos intercelulares, decorrente da baixa taxa de

congelamento e concentragdo dos componentes envolvidos.
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» Propriedades termofisicas

e As propriedades termofisicas massa especifica e o calor especifico
apresentaram mudangas substanciais com a temperatura e com o estado
termodinamico, sendo registrada diminuigdo de 1,017 para 0,995 g. cm™ para massa

especifica e de 3,834 para 1,962 J.g.°C'1 para o calor especifico.
» Analise sensorial

e A polpa de limdo Tahiti armazenada por 180 dias apresentou boa
aceitabilidade para os atributos sensoriais sabor, aroma e aparéncia, sendo a maior
aceitagdo registrada para as amostras de sucos preparados com as polpas
armazenadas por 30 e 60 dias, tendo em vista os resultados das analises de HMF e
furfural quantificados a partir de 90 dias, os quais sdo responsaveis pelas alteracoes
desses atributos.

e Com relagao a de intencdo de compra do produto pelos provadores, a amostra

com 30 dias de armazenamento foi a que apresentou a maior propor¢ao.
» Aproveitamento do residuo

e A caracterizagao fisico-quimica do albedo seco do lim&o Tahiti demonstrou que
este € um substrato com potencial para ser utilizado em processos fermentativos para
producdo de enzimas pectinases por apresentar um percentual de pectina (28,1%),
bastante satisfatorio, haja vista que, essa substancia € um excelente indutor dessas

enzimas.

e As condi¢des de cultivo que favoreceram a maior produc¢ao da poligalacturonase
por Aspergillus niger CCT 0916 foram: umidade do meio fermentado de 60%,
temperatura de incubagdo de 30°C e indculo inicial de 107 esporos/g com produgédo

maxima de 19,14 U/g em 30 horas de fermentagao.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar estudos envolvendo outras temperaturas e técnicas de congelamento
da polpa de limao Tahiti, para verificar possiveis correlacbes na estabilidade fisica,
quimica, sensorial e microestrutural.

e Propor uma modelagem matematica para predizer a cinética de resfriamento,
congelamento e pds-congelamento da polpa congelada de limao Tahiti.

e Determinar outras propriedades termofisicas da polpa de limao Tahiti, tais
como: condutividade térmica e difusividade térmica.

e Fazer o estudo do aproveitamento das outras fragdes do residuo (flavedo e
membrana) para obteng&o de outros produtos ou como substrato energético.

e Estudar outros tipos de embalagens que promovam a diminuicdo da perda da

vitamina C ao longo armazenamento.
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