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Resumo

PRIETSCH, Kennia Mendes. Conservacdo de morangos congelados
enriguecidos com Saccharomyces boulardii utilizando revestimento a base
de gelatina comercial. Orientadora: Caroline Dellinghausen Borges. 2021. 70f.
Dissertacao (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Faculdade de Nutricéo,
Programa de P6s-Graduacao em Nutricdo e Alimentos, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas. 2021.

O congelamento é considerado uma das maneiras mais faceis de preservar a
qualidade dos alimentos, entretanto a preservacdo do morango por esta técnica
€ muito dificil de realizar, pois se verifica a alteracdo da cor do fruto; oxidacéo
dos compostos fendlicos pela acdo das polifenoloxidases, oxidacdo da vitamina
C; além da perda de exsudado e de textura, devido ao dano provocado pelos
cristais de gelo. Uma alternativa para minimizar tais efeitos € o uso de
revestimentos comestiveis, que além de reduzirem a perda de exsudado e as
reacoes de oxidacdo, podem ser utilizados como carreadores de compostos
funcionais. Assim, objetiva-se com o estudo avaliar a conservacao de morangos
congelados utilizando a gelatina comercial como revestimento e carreadora da
levedura probibtica, Saccharomyces boulardii. Os morangos foram
selecionados, lavados e sanitizados em solugdo de hipoclorito de s6dio (200 mg
L), apds foram submetidos aos distintos tratamentos: 1 - Controle 1 (morango
armazenado a —18 °C); 2 - controle 2 (morango armazenado a —80 °C); 3 -
morangos adicionados de acido citrico (1,0% p/v), cloreto de célcio (1,0% p/v) e
Saccharomyces boulardii CNCM [-745 armazenados a —18 °C; 4 - morangos
adicionados de gelatina (5,0% p/v), acido citrico (1,0% p/v), cloreto de calcio
(1,0% plv), glicerol (1,0% p/v) e Saccharomyces boulardii CNCM [-745
armazenados a —18 °C. Os morangos foram embalados em sacos de polietileno
de alta densidade e armazenados durante 90 dias sob congelamento. Foram
avaliados a perda de exsudado, sélidos solaveis, pH, acidez titulavel, cor,
firmeza, acido ascérbico, compostos fendlicos totais, antocianinas monoméricas,
atividade antioxidante, atividade da polifenoloxidase e viabilidade da
Saccharomyces boulardii. O uso do revestimento de gelatina em morangos
minimizou os efeitos do congelamento e promoveu a protecdo da
Saccharomyces boulardii, obtendo-se até 60 dias de armazenamento a
concentracdo minima viavel do microrganismo para exercer a propriedade
funcional e reducdo da perda de exsudado. Além disso, o revestimento de
gelatina, adicionado de acido citrico e cloreto de calcio, em conjunto ao
congelamento a —18 °C, reduziu as reagdes metabdlicas e exerceu um efeito de
protecdo aos compostos bioativos, sendo possivel a sua utilizagdo em
substituicdo ao ultracongelamento. Por outro lado, na auséncia da gelatina a
Saccharomyces boulardii influenciou negativamente nos parametros fisico-
quimicos, além de mostrar menor viabilidade.

Palavras-chave: Fragaria x ananassa Duch. Morango Camarosa. Revestimento
comestivel. Alimento funcional.



Abstract

PRIETSCH, Kennia Mendes. Preservation of frozen strawberries enriched
with Saccharomyces boulardii using commercial gelatin-based coating.
Advisor: Caroline Dellinghausen Borges. 2021. 70f. Master Degree (Master in
Nutrition and Food) - Graduate Program in Nutrition and Food, Federal University
of Pelotas, Pelotas, 2021.

Freezing is considered one of the easiest ways to preserve the quality of food,
however the preservation of strawberries by this technique is very difficult to
perform, due to the loss of anthocyanins; oxidation of phenolic compounds by the
action of polyphenoloxidase, oxidation of vitamin C; in addition to the loss of
exudate and texture due to the damage caused by the ice crystals. An alternative
to minimize such effects is the use of edible coatings, which in addition to
reducing the loss of exudate and oxidation reactions, can be used as carriers of
functional compounds. Thus, the objective of the study is to evaluate the
conservation of frozen strawberries using commercial gelatin as a coating and
carrier of the probiotic yeast, Saccharomyces boulardii. The strawberries were
selected, washed and sanitized in sodium hypochlorite solution (200 mg L), after
which they were submitted to the different treatments: 1 - Control 1 (strawberry
stored at —18 °C); 2 - control 2 (strawberry stored at —80 °C); 3 - strawberries
added with citric acid (1.0% w / v), calcium chloride (1.0% w /v) and
Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 stored at —18 °C; 4 - strawberries with
gelatin (5.0% wl/v), citric acid (1.0% wi/v), calcium chloride (1.0% wi/v), glycerol
(1.0% wi/v) ) and Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 stored at —18 °C. The
strawberries were packed in high density polyethylene bags and stored for 90
days under freezing. Loss of exudate, soluble solids, pH, titratable acidity, color,
firmness, ascorbic acid, total phenolic compounds, monomeric anthocyanins,
antioxidant activity, polyphenoloxidase activity and viability of Saccharomyces
boulardii were evaluated. The use of gelatin coating on strawberries minimized
the effects of freezing and promoted the protection of Saccharomyces boulardii,
obtaining up to 60 days of storage the minimum viable concentration of the
microorganism to exercise the functional property and reduce the loss of exudate.
In addition, the gelatin coating added with citric acid and calcium chloride together
with freezing at —18 °C reduced metabolic reactions and exerted a protective
effect on bioactive compounds, making it possible to use them instead of deep
freezing. On the other hand, in the absence of gelatin, Saccharomyces boulardii
had a negative influence on the physical-chemical parameters, in addition to
showing less viability.

Key words: Fragaria x ananassa Duch. Camarosa strawberry. Edible coating.
Functional food.
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1. Introducéao

As frutas vermelhas como morango, framboesa, amora e mirtilo
apresentam grande aceitacéo pelo seu sabor, aparéncia e aroma, mas também
pela presenca dominante de compostos fendlicos, os quais estdo diretamente
associados a diversas atividades funcionais e, principalmente a prevencédo de
doencas crbnicas (AABY et al., 2012).

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) pertencente a familia Rosaceae,
esta entre as frutas vermelhas mais consumidas no mundo por apresentar aroma
e gosto agradaveis e textura suculenta, além disso, é considerado uma boa fonte
de folato e potassio, e uma 6tima fonte de fibra alimentar, vitamina C, manganés
e substancias antioxidantes como fitoquimicos (CEREZO et al., 2010; GARCIA
et al., 1996).

O morango € nédo climatérico, entretanto, apresenta alta perecibilidade,
podendo apenas ser estocado por pequenos periodos (BRON, 2007). Assim,
técnicas de preservacédo eficazes sdo necessarias para prolongar a vida atil do
morango, a fim de manter suas propriedades fisicas e nutricionais. O
congelamento é uma das técnicas de preservacao de alimentos mais comuns e
bem estabelecidas, que diminui a taxa de deterioracdo, reduzindo a mobilidade
molecular, as atividades microbianas, enzimaticas, oxidativas e a taxa
respiratéria (BILBAO-SAINZ et al., 2019).

Ainda que o congelamento seja considerado uma das maneiras mais
faceis de preservar a qualidade dos alimentos, a preservacdo do morango por
congelamento traz consequéncias danosas, pois se verifica a alteracdo da
coloracdo do fruto, em funcdo da perda de antocianinas, oxidacdo dos
compostos fendlicos pela polifenoloxidase e da oxidacao da vitamina C, além da
perda de exsudado e de textura, devido ao dano provocado pelos cristais de gelo
(ABD-ELHADY, 2014; BERBARI et al., 1998; BULUT et al., 2018; RENO et al.,
2011).

Assim, diferentes pré-tratamentos tém sido avaliados com o intuito de
manter as caracteristicas do morango submetido ao congelamento, como
imersdo em sacarose, cloreto de calcio, pectina associada a aplicagdo de calor
(BERBARI et al., 1998); sacarose e cloreto de calcio (SUUTARINEN et al., 2000);
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revestimento de quitosana adicionado de lactato de calcio/gluconato de calcio e
vitamina E (HAN et al., 2004); infusdo a vacuo de cloreto de calcio e da enzima
pectinametilesterase (BUGGENHOUT et al., 2006); pré-tratamento a base de
acido ascorbico, sacarose e pectina de baixo teor de metoxilacdo (OSZMIANSKI
et al., 2009); imersao de morangos em solucdes de pectimetilesterase e cloreto
de calcio (GALETTO et al., 2010); impregnacdo a vacuo de cloreto de célcio,
pectina e glicose (RENO et al., 2011); imersédo em acido citrico e lactato de célcio
associado ao resfriamento a 5 °C overnight (ABD-ELHADY, 2014) e tratamento
com suco de limao, acido ascérbico, sacarose, cloreto de célcio, alginato e
pectina de baixo teor de metoxilacdo (YU; LIAO, 2016).

De modo geral, os trabalhos utilizam um agente de firmeza (cloreto de
calcio, lactato de calcio ou gluconato de calcio) e um agente antioxidante (a4cido
citrico ou acido ascorbico), sendo principalmente utilizados como revestimento
carboidratos, como sacarose, glicose e pectina; poucos sédo os trabalhos que
avaliaram a utilizacao de outros polissacarideos, como quitosana e alginato. Os
revestimentos influenciam, principalmente, na reducéo da perda por exsudacao
em funcao do controle na formacao dos cristais de gelo e de reacdes de oxidacdo
(BERBARI et al., 2008; HAN et al., 2004; OSZMIANSKI et al., 2009).

A gelatina € uma proteina de origem animal obtida do colageno por
hidrélise acida ou basica, e amplamente utilizada na industria alimenticia
(FAKHOURI et al., 2007). Como revestimento, tem apresentado bons resultados
na conservacdo de vegetais in natura e minimamente processados
(AITBOULAHSEN et al., 2018; LICODIEDOFF et al., 2016; MANNUCCI et al.,
2017; RADI et al., 2017). Entretanto, trabalhos com a utilizacdo de gelatina em
vegetais submetidos ao congelamento sédo escassos.

Alimentos funcionais sdo aqueles que contém ingredientes que trazem
beneficios especificos para a saude (ANNUNZIATA; VECCHIO; 2013). Como é
0 caso dos alimentos adicionados de probidticos. Microrganismos probioticos
tém sido adicionados em vegetais minimamente processados (OLIVEIRA et al.,
2014; RORLE et al., 2010; RUSSO et al., 2014; SHIGEMATSU et al., 2018;
SPERANZA et al., 2018), porém em vegetais congelados, ndo foram
encontrados relatos na literatura. Saccharomyces boulardii € um microrganismo
probiotico que atua na regulacdo das bactérias intestinais, interferindo na

capacidade de patégenos de colonizar e infectar a mucosa, na modulacdo das
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respostas imunoldgicas, na estabilizacdo da barreira gastrointestinal, na inibigdo
de enzimas pro-carcinogénicas e na inducdo da atividade enzimatica, que
promove a absorc¢ao de nutrientes (VANDENPLAS et al., 2009).

A partir do que foi reportado, acredita-se que a conservagao de morangos
por congelamento com uso de gelatina e probidtico pode ser vantajosa para
ampliar a vida util e conferir caracteristicas funcionais aos frutos para consumo

in natura.
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2. Objetivos

2.1 Geral
Avaliar a conservagdo de morangos Camarosa congelados adicionados
de revestimento a base de gelatina comercial e carreador da levedura probiética,

Saccharomyces boulardii.

2.2 Especificos

Avaliar parametros fisicos como perda de liquidos por exsudacao, firmeza
e coloracéo da fruta;

Determinar parametros fisico-quimicos dos morangos como sélidos
sollveis, teor de acido ascorbico, acidez titulavel, atividade da polifenoloxidase,
compostos fendlicos totais, antocianinas monomeéricas e atividade antioxidante;

Avaliar a viabilidade da Saccharomyces boulardii nas condicbes de

congelamento utilizada.
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3. Hip6tese

O revestimento de gelatina adicionado de cloreto de calcio e acido citrico
promove a manutencao das caracteristicas fisico-quimicas do morango, assim
como exerce acao protetora a Saccharomyces boulardii durante o

armazenamento sob congelamento a —18 °C.
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4. Revisao bibliografica

4.1 Morango

O morangueiro é uma planta perene, rasteira e herbacea, que pertence a
familia Rosacea e ao género Fragaria (GOMES, 2007). O morango € um
pseudofruto, pois é originado de uma unica flor com varios ovarios. O
desenvolvimento de cada ovéario produz uma fruta. Cada um dos pequenos
pontos escuros do morango, chamado popularmente de semente, €
cientificamente conhecido como aquénio, que na verdade é o verdadeiro fruto. A
porcao suculenta do morango origina-se do receptaculo floral, assim como se da
na maca e na pera, em que o fruto verdadeiro é a parte central endurecida que
contém as sementes (PEREIRA et al., 2011).

A cultura do morango esta presente em todas as regides do Brasil. Em
2017 foram produzidas no Brasil 146.477 toneladas de morango, sendo o
Sudeste (110.337 toneladas) e o Sul (28.622 toneladas), as regides que
concentraram os maiores valores de producao, seguidas da regido Centro-Oeste
com 4.650 toneladas e Nordeste com 2.867 toneladas (IBGE, 2019).

Na regido de Pelotas foram produzidas em 2018, 2.024 toneladas da fruta
(EMATER, 2019).

No Brasil, o padrdo varietal concentra-se em um numero reduzido de
cultivares, sendo Oso Grande na regido Sudeste, e Camarosa, Aromas e Albion
na regiao Sul.

A cultivar Camarosa foi lancada comercialmente em 1992 pela
Universidade da Califérnia e caracteriza-se como uma cultivar de dias curtos. E
uma planta vigorosa, com folhas grandes e coloracéo verde-escura. Apresenta
ciclo precoce e com alta capacidade de producao. As frutas apresentam tamanho
grande, com formato piramidal, podendo também ocorrer frutas com formato do
tipo leque (Figura 1), apresentam epiderme vermelho-escura brilhante, uniforme
e polpa de textura firme, com sabor subacido, préprio para consumo in natura e
para a industrializacdo. A colheita concentra-se entre os meses de agosto e
dezembro na regido de Pelotas, RS (ANTUNES et al., 2016).



20

Figura 1: Morango da cultivar Camarosa, a fruta da esquerda com formato piramidal e os demais
em formato de leque.
Fonte: ANTUNES et al., 2016.

O morango € apreciado por sua cor -caracteristica, sabor e
aroma. Apresenta alto teor de umidade (90%), é rico em vitamina C (63,6
mg.100g™?) e boa fonte de fibras dietéticas (1,7 g.100g™), folato (0,027 mg.100g"
1), potassio (184 mg.100g) e outros compostos antioxidantes, como flavonoides
e outros fendlicos. Adicionalmente é pobre em caloria (ANTUNES et al., 2016;
PRASANNA et al., 2007; ROBARDS et al., 1999; TACO, 2011).

Segundo Severo (2009), o morango Camarosa em maturacao 5 (ideal
para consumo), apresenta teores de antocianinas totais de 23,42 mg cianidina 3
glicosideo.100g, capacidade antioxidante de 2,24 pmol TE.g* e fendis totais de
752,04 mg GAE.100g™. J4 em relagéo aos fendis individuais foram observados
206,29 mg.100g* de acido galico, 113,69 mg.100g* de acido hidroxibenzoico,
4,58 mg.100g* de &cido cumaérico, 3,45 mg.100g? de &acido ferulico, 0,62
mg.100g* de acido cafeico, 3,05 mg.100g* de catequina, 1,68 mg.100g™ de
epicatequina, 0,29 mg.100g* de quercetina e 3,6 mg.100g* de kaempferol.

As caracteristicas do morango estdo relacionadas a presenca de
flavonoides (antocianinas, flavondis), acidos fendlicos e vitamina C. Esses
compostos apresentam atividade anticarcinogénica e anti-inflamatéria. Atuam
por meio da remocdo de radicais livres, o que limita a formacdo dessas
substancias e neutraliza o estresse oxidativo. Podem reduzir o risco de doencas
degenerativas, obesidade, diabetes mellitus, doencas cardiovasculares,
doencas neuroldgicas e canceres (NUNES; NOVELHO, 2020).

O morango é uma fruta ndo climatérica, assim deve ser colhida muito
proximo a sua maturacao para que suas caracteristicas sensoriais se expressem
de forma total, entretanto, apresenta alta perecibilidade na conservacéo poés-

colheita, devido a sua intensa atividade metabdlica e grande suscetibilidade ao
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ataque de microrganismos deterioradores causadores de alteracdes
microbioldgicas, sendo as mais comuns as ocasionadas pelos fungos Botrytis
cinerea e Rhizopus stolonifer (CANTILLANO et al., 2010).

4.2 Congelamento

O congelamento € uma forma de conservacao de alimentos que ocorre
com a reducédo da atividade de agua, pois parte da agua presente no alimento
deixa de ser liquida, ocorrendo a formacgé&o de cristais de gelo (CARELLE et al.,
2014).

O tamanho e a localizacdo dos cristais de gelo formados nos tecidos
dependem da velocidade de congelamento. O congelamento rapido proporciona
a formacdo de cristais de gelo muito pequenos e intracelulares, que néo
provocam o rompimento das células, com isso a textura do alimento € mantida.
Além disso, reduz a difusdo dos sais e a separacdo da agua na forma de gelo,
impedindo a formacéo de solucdes hiperténicas no produto. No congelamento
lento, ocorre o contrario, uma vez que ha a formacgéo de grandes cristais de gelo,
0S quais rompem as células e desorganizam a estrutura do alimento
(OETTERER et al., 2006). Quando os alimentos congelados pelo método lento
sdo descongelados, os tecidos desidratados ndo se reidratam, com isso a textura
do alimento fica comprometida (CAMPELL-PLATT, 2015)

Em funcéo da taxa de congelamento, os métodos séo classificados em:
congelamento lento (0,2 cm.h?), congelamento rapido (0,5 a 3 cm.h?),
congelamento muito rapido (5 a 10 cm.h!) e congelamento ultra-rapido (10 a 100
cm.h) (FELLOWS, 2006).

Entretanto, apesar dos beneficios do congelamento rapido, essa
tecnologia néo é viavel para muitas agroindustrias, em funcdo do custo inicial
para a aquisicao do equipamento.

Dependendo do alimento, o congelamento ndo constitui um método de
reducdo microbiana, pois atinge somente uma parte da microbiota. Em relacéo
a atividade enzimatica ha somente reducado desta (OETTERER et al., 2006). O
congelamento ocasiona a desnaturacao e precipitacdo de proteinas e enzimas,
reduzindo assim a populacdo de alguns microrganismos e ocasionando a

reducdo da atividade enzimatica. Os cristais de gelo formados também podem
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afetar a viabilidade microbiana, principalmente, de células bacterianas
bastonetes Gram negativos, 0s quais provocam o rompimento da membrana
citoplasmatica que € mais sensivel que as Gram positivas. De uma forma geral,
0 congelamento afeta pouco o valor nutricional dos alimentos (SILVA, 2000).

A manutencédo da qualidade das frutas na pds-colheita e o prolongamento
da vida util, estdo diretamente relacionados com os tratamentos adicionais
realizados nessa fase (ANTUNES et al., 2016).

A utilizacdo de baixas temperaturas é essencial para 0 armazenamento,
transporte a longas distancias e comercializagéo de morangos. Entretanto, para
0 seu armazenamento prolongado apenas a reducdo da temperatura ndo €
suficiente para manter a qualidade das frutas, sendo necessario usar também
outras técnicas que visam prolongar a vida util das frutas na pds-colheita
(CHITARRA; CHITARRA 1990).

Apesar dos morangos serem um dos produtos agricolas mais sensiveis a
degradacdo no congelamento, existe uma grande demanda de morangos
congelados (DELGADO; RUBIOLO, 2005), principalmente para a industria de
doces. Ha pouca disponibilidade de morango congelado no mercado varejista.

Entretanto, em morangos congelados, verifica-se alteracdo da coloragéo
do fruto, em funcéo da perda de antocianinas, oxidacdo dos compostos fenélicos
pela polifenoloxidase e da vitamina C, além da perda de exsudado e de textura,
devido ao dano provocado pelos cristais de gelo (ABD-ELHADY, 2014;
BERBARI et al., 1998; BULUT et al., 2018; RENO et al., 2011).

4.2.1 Efeitos dos pré-tratamentos aplicados a morangos submetidos ao

congelamento

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de manter as
caracteristicas dos morangos submetidos ao congelamento. Berbari et al. (1998)
observaram que o revestimento de morangos com 0,5% de pectina e 0,2% de
cloreto de calcio utilizado como pré-tratamento ao congelamento a -25 °C,
diminuiu a perda de liquido por exsudagdo, assim como reduziu as perdas de
acido ascorbico, nao interferindo no sabor e na cor do produto.

Pré-tratamentos constituidos pela imersdo ou aspersao de sacarose e

cloreto de calcio a morangos submetidos ao congelamento a -20 °C e
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armazenamento por 2 meses foram avaliados por Suutarinen et al. (2000). Os
tratamentos ndo afetaram a perda por exsudacao, entretanto, de forma geral
tornaram a textura mais firme.

Han et al. (2004) demonstraram que o revestimento a base de quitosana,
gluconato de caélcio/lactato de célcio e vitamina E aplicado a morangos
submetidos ao congelamento a —23 °C por 6 meses, reduziu a perda por
exsudacao e melhorou a textura.

Sacarose, pectina de baixo teor de metoxilagdo e acido ascérbico
ocasionaram protecdo dos compostos fendlicos de morangos submetidos ao
congelamento a —20 °C por 6 meses, principalmente para antocianinas,
proantocianinas e beta-catequina, em relacédo aos flavondis e acidos fendlicos,
sendo também observado influéncia da variedade do morango (OSZMIANSKI et
al., 2009).

O efeito da imersédo de morangos em solucdes de pectimetilesterase e de
cloreto de célcio previamente ao congelamento (— 22 °C) e armazenamento por
55 dias foi avaliado por Galetto et al. (2010). Os resultados demonstraram que a
firmeza dos frutos descongelados diminuiu aproximadamente 74% em relag&o
aos morangos frescos, e nenhum dos tratamentos avaliados proporcionou
beneficio significativo na manutencdo da firmeza. No entanto, o congelamento
por imersdo em cloreto de calcio proporcionou um beneficio significativo na
reducdo da perda por exsudagao dos morangos descongelados.

Reno et al. (2011) avaliaram um pré-tratamento ao congelamento (—18 °C)
de morangos, constituido da impregnacado a vacuo de diferentes concentracées
de cloreto de célcio, pectina e glicose. A concentracéo de pectina teve influéncia
e demonstrou potencial para a protecao do tecido de amostras congeladas. As
fotomicrografias mostraram que a perda de fluido celular ocorreu durante o
crescimento do gelo formado nos espacos intercelulares, sendo retardada em
tratamentos com altas concentracdes de pectina.

No estudo de Abd-Elhady (2014), a imersao dos morangos em 0,4% de
acido citrico associado a 1% de lactato de célcio, previamente ao congelamento
a —40 °C, com posterior armazenamento a —18 °C por 12 meses, resultou em
menor perda por exsudagdo e aumento da firmeza, retencéo de acido ascorbico

e antocianinas.
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Yu e Liao (2016) avaliaram o uso de pré-tratamentos com suco de liméao,
acido ascorbico, sacarose, cloreto de calcio, alginato e pectina de baixo teor de
metoxilacho em morangos submetidos ao congelamento criomecanico
(nitrogénio liquido e ar forcado —25 °C) e air blast (ar forcado —25 °C) e
armazenamento a — 18 °C de 6 meses, dependendo do experimento. De acordo
com seus resultados, o pré-tratamento com suco de limdo combinado ao
tratamento com alginato e cloreto de calcio mostrou-se eficaz na minimizacao de
instabilidade de cor e textura dos morangos, independentemente do método de

congelamento.

4.3 Revestimentos comestiveis como carreadores de agentes de firmeza,

agentes antioxidantes e probioticos

Uma técnica de preservacdo que vem sendo utilizada para vegetais é a
aplicacdo de revestimentos comestiveis. Esses se caracterizam como uma
disperséo que ¢é aplicada diretamente sobre a superficie do alimento e logo apds
a secagem, formam uma fina pelicula sobre o produto (VILLADIEGO et al.,
2005). A aplicagéo do revestimento pode ser realizada de duas formas: por meio
de imerséo rapida do fruto em uma solucéo filmogénica ou por meio de asperséo,
cujo processo € semelhante, porém a solucdo € aspergida sobre o alimento
(BESINELA JUNIOR et al., 2010).

Com a aplicagao do revestimento nos vegetais tem-se a formagéo de uma
cobertura com preenchimento parcial dos estdmatos e lenticelas, o que reduz a
transferéncia de umidade e as trocas gasosas (ASSIS et al., 2009).

De acordo com Oetterer et al. (2006), os revestimentos coloidais protegem
contra os danos do frio, diminuem a cristalizacdo e retém a fase liquida no interior
da célula. Sendo uteis quando a velocidade de congelamento € lenta, entretanto,
seu emprego pode ser prejudicial durante o congelamento rapido, pois servem
como nucleos para a cristalizacao intracelular (ORDONEZ et al., 2005).

O revestimento n&o tem como objetivo substituir o emprego de materiais
convencionais de embalagens, além disso, ele deve apresentar certas
caracteristicas como ter aderéncia suficiente para ndo ser facilmente removido
no manuseio, ser invisivel e ndo introduzir alteragbes no gosto ou odores
originais (ASSIS et al., 2009).
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De acordo com a composic¢éo, os revestimentos sao classificados em trés
categorias: hidrocoloidais, sdo a base de polissacarideos ou proteinas,
apresentam baixa permeabilidade ao oxigénio, diéxido de carbono e lipideos;
lipidicos, sdo compostos organicos, 0s quais por sua natureza hidrofobica,
apresentam baixa permeabilidade ao vapor de agua; compostos, sédo a base de
proteinas e lipideos, ou polissacarideos e lipideos (VILLADIEGO et al., 2005).

Em morangos congelados tem-se avaliado como revestimento
comestivel, principalmente carboidratos como sacarose, glicose, pectina,
quitosana e alginato. Os revestimentos influenciam, principalmente, na reducao
da perda por exsudacao em fungéo do controle na formacao dos cristais de gelo
e de reacdes de oxidacéo (BERBARI et al., 2008; HAN et al., 2004; OSZMIANSKI
et al., 2009).

A gelatina € uma proteina de origem animal obtida do colageno por
hidrolise acida ou basica, e amplamente utilizada na industria alimenticia
(FAKHOURI et al., 2007). Como revestimento, tem apresentado bons resultados
na conservacdo de vegetais in natura e minimamente processados
(AITBOULAHSEN et al., 2018; LICODIEDOFF et al., 2016; MANNUCCI et al.,
2017; RADI et al., 2017). Entretanto, trabalhos com a utilizacdo de gelatina em
vegetais submetidos ao congelamento ndo foram encontrados. Porém, a gelatina
tem sido avaliada como crioprotetora no congelamento de microrganismos
(HUBALEK, 2003).

Os revestimentos tém sido também utilizados como carreadores de
agentes de firmeza, antioxidantes, conservantes, entre outros. De modo geral,
os trabalhos com morangos congelados utilizam um agente de firmeza (cloreto
de célcio, lactato de calcio ou gluconato de calcio) e um agente antioxidante
(acido citrico ou acido ascorbico) (BERBARI et al.,, 2008; HAN et al., 2004
OSZMIANSKI et al., 2009).

O acido citrico tem sido aplicado como antioxidante para controlar a
oxidacdo dos compostos fendlicos pela enzima polifenoloxidase e com isso o
escurecimento enzimatico em funcdo de reduzir o pH e inativar a enzima
(KOBLITZ, 2008).

Os sais de calcio, qguando aplicados na pds-colheita dos frutos, atuam na
preservacao da firmeza. O célcio ao ligar-se covalentemente as pectinas da

origem ao pectato de calcio, que restringe a acdo da pectinametilesterase e
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poligalacturonase, retardando o amaciamento e assim, mantendo a firmeza do
fruto (YAMAMOTO et al., 2011).

Figura 2: Interacao calcio-pectina.
Fonte: TAIZ; ZEIGER, 2004.

Frequentemente, plastificantes como o glicerol e sorbitol sdo usados no
revestimento comestivel, com o intuito de conferir mais plasticidade e para
melhorar a adesao deste ao vegetal. As moléculas do plastificante diminuem as
forgcas intermoleculares facilitando o movimento das cadeias do revestimento
(ASSIS; BRITTO, 2014).

Diferentes espécies probidticas de Lactobacillus tém sido adicionados a
revestimentos comestiveis em vegetais minimamente processados (OLIVEIRA
etal., 2014; RORLE et al., 2010; RUSSO et al., 2014; SHIGEMATSU et al., 2018;
SPERANZA et al., 2018), porém em vegetais congelados, ndo foram
encontrados trabalhos que reportassem essa aplicacdo. Entretanto, nos
primeiros testes experimentais realizados pelo nosso grupo de pesquisa, essa
espécie apresentou baixa viabilidade em condicdes de congelamento,
diferentemente da Saccharomyces boulardii.

Para a levedura Saccharomyces boulardii o congelamento representa um
estresse, sem causar uma severa diminuicédo na viabilidade celular, isso significa
gue a sobrevivéncia deste microrganismo € relativamente alta (PARDO et al.,
2009).

Alimentos funcionais sao aqueles que contém ingredientes que trazem
beneficios especificos para a saude (ANNUNZIATA; VECCHIO, 2013). Como é

0 caso dos alimentos adicionados de probidticos. Esses sdo microrganismos
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vivos, que administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a
saude do hospedeiro (FAO; WHO, 2001).

A Saccharomyces boulardii foi isolada na Indochina, a partir da fruta
tropical lichia, usada pelos nativos para tratar a diarreia, € uma levedura néo
patogénica, termotolerante (cresce na temperatura de 37 °C), resistente a acédo
do suco gastrico, das secrecdes entérica e pancreatica e da bile, assim como a
acdo de antibidticos e quimioterapicos (LOPES; PINTO, 2010). E um
microrganismo probiotico, pois atua na regulagdo das bactérias intestinais, na
interferéncia da capacidade dos patégenos de colonizar e infectar a mucosa, na
modulacdo das respostas imunologicas, na estabilizacdo da barreira
gastrointestinal, na inibicdo de enzimas pro-carcinogénicas e na inducdo da
atividade enzimatica que promove a absor¢do de nutrientes (VANDENPLAS et
al., 2009).
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5. Material e métodos

5.1 Material

Os morangos (Fragaria x ananassa Duch.) da cultivar Camarosa foram
utilizados como matéria-prima do estudo, sendo adquiridos em outubro de 2019,
de um produtor do distrito de Cerrito Alegre na cidade de Pelotas/RS (latitude: -
31.776, longitude: -52.3594, 31° 46" 34" Sul, 52° 21' 34" Oeste).

5.2 Métodos

Os morangos foram selecionados quanto a auséncia de defeitos
fisiologicos, tamanho e cor (>75% da superficie de coloracdo vermelha). Apds
foram lavados com &gua e sanitizados em solu¢éo de hipoclorito de sodio 200
mg L1, pH entre 6,5 e 7,0, por 15 min. Os morangos foram utilizados inteiros e
com sépala e pedicelo.

Os seguintes tratamentos foram avaliados: Tratamento 1: Controle 1
(morango armazenado a -18 °C); Tratamento 2: controle 2 (morango
armazenado a —80 °C); Tratamento 3: morangos adicionados de &cido citrico
(1,0% plv), cloreto de calcio (1,0% p/v) e Saccharomyces boulardii CNCM [-745
(2,2 x 108 UFC.mL?) armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos
adicionados de gelatina (5,0% p/v), acido citrico (1,0% p/v), cloreto de calcio
(1,0% p/v), glicerol (1,0% p/v) e Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 (2,2 x 108
UFC.mL1) armazenados a —18 °C.

No tratamento 1 os morangos foram armazenados em freezer a —18 °C
(Consul, Brasil), ja no tratamento 2, os morangos foram armazenados em
ultrafreezer a —80 °C (Coldlab, Brasil).

Nos tratamentos 3 e 4 foi utilizado um cultivo liofilizado da levedura
Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 contendo aroma de tutti-frutti, estearato
de magnésio, frutose e lactose (Merck, Franca), na concentracéo de 2,2 x 108
UFC.mL?, adicionado na solucdo do revestimento. Além desse, foram
adicionados acido citrico (1,0% p/v) e cloreto de calcio (1,0% p/v), sob agitacéo

por 10 min a temperatura ambiente.
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No tratamento 4 também foi empregada gelatina incolor e sem sabor
(Royal, Brasil), a qual foi preparada por dissolucdo em agua destilada na
concentracdo de 5% (p/v). A solucéo foi homogeneizada em agitador magnético
a 60 °C por 30 min. Apés a dissolugdo foram adicionados o microrganismo
liofilizado, o cloreto de calcio, o acido citrico e o glicerol, sob agitacdo por 10 min
a temperatura ambiente.

Para os tratamentos 3 e 4, os frutos foram totalmente submersos nas
solucdes por 30 s e secos sob ventilagdo forcada a temperatura ambiente (15 °C).

Os morangos foram embalados em sacos de polietieno de alta
densidade, padronizando o numero de frutos por embalagem (200 g) e
armazenados a —18 °C ou —80 °C conforme tratamento, durante 90 dias.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, em
esquema fatorial 4 x 4, sendo 4 tratamentos (1, 2, 3 e 4) e 4 periodos de
avaliacdo (0, 30, 60 e 90 dias de armazenamento). As avaliacbes foram
realizadas nos morangos descongelados a 4 °C por 16 h, realizadas no minimo
em triplicata.

A Tabela 1 apresenta o delineamento experimental realizado.

Tabela 1. Delineamento experimental para avaliagdo da conservacdo de morangos submetidos

ao congelamento.

Variaveis independentes* Variaveis dependentes
Tratamento Tempo (dias)
1 0
30 Perda de exsudado
60 Sdlidos soluveis
90 Acidez titulavel
2 0 Cor
30 Firmeza
60 Acido ascorbico
90 Compostos fendlicos totais
3 0 Antocianinas monoméricas
30 Atividade antioxidante
60 Atividade da polifenoloxidase
90 Viabilidade da Saccharomyces
4 0 boulardii
30
60
90

*4 tratamentos X 4 periodos de avaliagdo x 11 variaveis dependentes x 3 repeti¢des.

n = 528 avaliacdes.
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5.3 AvaliagOes
5.3.1 Perda exsudado

A perda de exsudado (PE) foi determinada através da diferenca de peso
antes e apds o descongelamento dos morangos (HAN et al., 2004). A perda de

liquido foi calculada em porcentagem, conforme a equacao 1:

PE(%) = Peso da amostra fresca — Peso da amostra descongelada 100 (Ea.1)
) Peso da amostra fresca x

5.3.2 Acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada por titulagéo potenciométrica de 10 g de
amostra triturada e homogeneizada com 100 mL de 4gua destilada. A amostra
foi titulada utilizando-se solucdo de NaOH 0,1 mol.L! até uma faixa de pH (8,2-
8,4). Os resultados foram expressos em porcentagem de &cido citrico (IAL,
2008).

5.3.3 Vitamina C

Vinte gramas de morangos triturados foram misturados com 50 mL de
agua, 10 mL de solucéo de acido sulfurico a 20% (v/v), 1 mL da solucéo de iodeto
de potassio a 10% (v/v) e 1 mL da solucéo de amido a 1% (p/v), sendo a titulacédo
realizada com solucéo de iodato de potassio 0,002 mol.L* até coloracéo rosada.

Os resultados foram expressos em mg.100 g* de amostra (IAL, 2008).

5.3.4 Sélidos soluveis

Os solidos soluveis foram determinados em refratbmetro de bancada do
tipo Abbé, a 20 °C (IAL, 2008).
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5.3.5 Firmeza

As medidas de firmeza dos morangos foram determinadas utilizando-se o
texturdmetro (Stable Micro Systems TA.XTplus, Reino Unido). Foi utilizado o
probe P-2N. O teste realizado foi de compressao para medir a firmeza ou forca
para ocasionar a ruptura do fruto. Os parametros operacionais utilizados foram:
velocidade de pré-teste de 1,0 mm.s?, velocidade de teste de 1,00 mm.s™,
velocidade pés-teste de 10,00 mm.s?, forca de acionamento de 0,245 N. A
firmeza obtida foi automaticamente registrada mediante o software Texture
Exponent 32. A leitura foi realizada na regido central equatorial do morango,

sendo os resultados expressos em Newton (N).

5.3.6 Cor

A cor foi determinada utilizando-se um colorimetro (Minolta CR 400,
Japao). No padrédo C.I.LE L*a*b*, onde a coordenada L* expressa o grau de
luminosidade da cor medida (L* = 100 = branco; L* = 0 = preto), a coordenada
a* expressa 0 grau de variacdo entre o vermelho (+60) e o verde (-60) e a

coordenada b* expressa o grau de variacao entre o azul (-60) e o amarelo (+60).

5.3.7 Preparo do extrato hidroalcodlico

Para o preparo do extrato hidroalcodlico os morangos foram triturados e
5 g destes foram adicionados de 50 mL de solucdo metandlica (70%
metanol/30% de agua). O extrato ficou 3 h sob agitacao a temperatura ambiente,

apos foi submetido a filtracdo em papel qualitativo.

5.3.8 Compostos fendlicos totais

A determinacdo dos compostos fendlicos totais seguiu a metodologia
proposta por Singleton et al. (1999) com algumas modificagfes. Aliquotas de 1
mL do extrato hidroalcodlico (70% metanol/30% &agua) foram adicionadas de 1
mL de solugéo Folin-Ciocalteau e, posteriormente, 8 mL de agua destilada. Apos

3 min de reacdo, 1 mL de Na2COs 1 mol.L! foi adicionado e a mistura incubada
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a 37 °C por 30 min. A absorbancia da solucdo resultante foi medida em
espectrofotometro (AAKER, Brasil) a 750 nm. A quantificacdo foi realizada
utilizando a curva de calibracéo realizada com o acido galico nas concentracdes
de 0 a 0,5 mg.mL1. Os resultados foram expressos em mg EAG.100g* de

morangos.

5.3.9 Antocianinas monoméricas

O conteudo de antocianinas monomeéricas foi determinado pelo método
do pH diferencial (LEE et al., 2005). Para isso, 1 mL do extrato foi adicionado de
4 mL de tampé&o cloreto de potassio pH 1,0 (0,025 mol.L) e em outra porcéo de
amostra adicionada de 4 mL de tampao de acetato de sédio pH 4,5 (0,4 mol.L-
). Apés 20 min com a amostra no escuro foi realizada leitura em
espectrofotometro (AAKER, Brasil), nos comprimentos de onda de 520 nm e 700
nm. Os resultados foram calculados conforme as equacdes 2 e 3 e os resultados

expressos em mg eg. pelargonidina-3-glicosideo por 100 g (base umida).

A = (A520nm — A700nm),y, — (A520nm — A700nm) 4 5 (Eq. 2)

(AxPMxFDx1000) (Eq. 3)
(ex1)

Antocianinas(mg.100g™1) =

Em que, A = absorbancia; PM = peso molecular da antocianina
predominante na amostra, neste caso pelargonidina-3-glicosideo (PM = 433
g.mol?t); FD = fator de diluicdo; 1000 = fator de conversdo de g em mg; € =
absortividade molar 22.400 para pelargonidina-3-glucosideo; 1 = caminho 6ptico

percorrido (largura da cubeta).

5.3.10 Atividade antioxidante

A determinacéo da atividade antioxidante foi realizada seguindo o método
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) de acordo com Brand-Willians et al. (1995).
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Foram utilizados 750 uL do extrato hidroalcodlico (70% metanol/30% agua) em
3750 uyL de DPPH (0,05 mM), a leitura realizada apés 20 min, em
espectrofotometro (AAKER, Brasil), a 515 nm. Os resultados foram expressos

em porcentagem de inibig&o.

5.3.11 Atividade enzimatica

Para a extracdo das enzimas, 1 g do tecido congelado foi homogeneizado
com 10 mL de tampéo fosfato 0,05 mol.L?, pH 7, contendo 1% de
polivinilpirrolidona e imediatamente filtrado. O homogenato obtido foi
centrifugado por 15 min a 7.000 g e temperatura de 3 °C (MATSUNO; URITANI,
1972). O sobrenadante resultante foi utilizado para a determinacao da atividade
da enzima polifenoloxidase.

Na determinagéo da atividade da enzima polifenoloxidase, 1 mL de extrato
enzimatico foi adicionado a 3,6 mL de tampéo fosfato 0,05 mol.L, pH 6 e 0,1
mL de catecol 0,1 mol.L. A solugéo obtida foi incubada durante 30 min a 30 °C,
apos imediatamente resfriado em banho de gelo e realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotometro (AAKER, Brasil), no comprimento de onda de
395 nm. A atividade enzimatica da polifenoloxidase foi expressa em unidade
(atividade enzimatica capaz de alterar 0,001 de absorbéncia a 395 nm) por
grama de polpa fresca por minuto (UAE.gt.mint) (CAMPOS; SILVEIRA, 2003).

5.3.12 Contagem de Saccharomyces boulardii

A contagem das leveduras foi realizada de acordo com os procedimentos
propostos por Downes e Ito (2001). Para todas as amostras foram realizadas
diluicdes seriadas em solucdo salina estéril (0,85%) até a diluicdo 10° para a
quantificacdo das leveduras na solucdo de revestimento e até 107 para a
contagem nos morangos submetidos aos tratamentos 1, 2, 3 e 4, as analises
foram realizadas em duplicata.

Para a contagem da Saccharomyces boulardii, expressa através da
contagem de fungos, foi utilizado o método de plaqgueamento em Agar Batata
Dextrose, sendo as placas incubadas a 25 °C. Foram realizadas contagens aos

trés e aos cinco dias de incubacéo. O resultado foi expresso em log UFC.g™.
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5.3.13 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e a
comparacao de meédias entre os tratamentos foi realizada pelo Teste de Tukey
com nivel de significancia de 5%, utilizando-se o programa STATISTIX 10. Para
a avaliacdo do tempo de armazenamento foi calculado o intervalo de confianca
a 95%.
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6. Resultados e discussao

6.1 Perda de exsudado

Pode-se observar na Figura 3, que houve manutencdo (p=0,05) nos
valores de perda de exsudado dos morangos submetidos aos tratamentos 1 e 2,
porém nos tratamentos 3 e 4 houve aumento significativo (p<0,05) dos valores

durante o armazenamento.
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Figura 3: Perda de exsudado (%) de morangos congelados armazenados por 90 dias.
Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a —18 °C; Tratamento 2: Controle 2 - morango
armazenado a —80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de &cido citrico, cloreto de célcio e
Saccharomyces boulardii, armazenados a —18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados de
gelatina, acido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a —18
°C. As barras verticais representam o intervalo de confianca a 95%.

Ao se avaliar a influéncia do tratamento, observa-se que em 30 dias de
armazenamento, 0s morangos submetidos aos tratamentos 2 e 4 apresentaram
significativamente os menores valores de perda de exsudado em relacdo aos
demais tratamentos, sem distin¢do significativa entre eles (Apéndice A). Em 60
dias, os valores de exsudado dos morangos oriundos dos tratamentos 2 e 4,
ainda foram os menores em relagdo aos demais (p<0,05), ja no tratamento 3
obteve-se significativamente os maiores valores (p<0,05). Porém, em 90 dias de
armazenamento, a perda de exsudado no tratamento 2 n&do diferiu do tratamento
1, sendo nestes obtidos os menores valores. J4 no tratamento 3 observou-se
significativamente as maiores perdas de exsudado dos morangos, em relacéo

aos demais tratamentos (p<0,05).
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A perda de fluido celular € um importante parametro de qualidade de
congelamento que pode estar relacionado ao grau de ruptura da estrutura
celular. A maior perda de fluido celular indica um maior dano aos tecidos (RENO
et al., 2011).

Os morangos congelados a —80 °C (tratamento 2) apresentaram durante
todo o periodo de armazenamento baixos valores de perda de exsudado, pois o
congelamento rapido proporciona a formacdo de pequenos cristais de gelo
intracelulares, que ndo provocam o rompimento das células, reduzindo a perda
de exsudado. Por outro lado, no congelamento lento (tratamento 1), ha a
formacao de grandes cristais de gelo, os quais rompem as células ocasionando
maior perda de exsudado (BULLUT et al., 2018; OETTERER et al., 2006).

Assim, parece que o revestimento de gelatina (tratamento 4) foi eficiente
em reduzir a perda de exsudado até 60 dias de armazenamento congelado.
Reno et al. (2011) demonstraram que revestimentos a base de pectina, cloreto
de célcio e glicose reduziram a perda por exsudacdo em fungéo do controle na
formacao dos cristais de gelo. De acordo com Han et al. (2004), o revestimento
ajuda a reter o liquido exsudado e evita a migracdo de umidade da fruta para o
meio ambiente durante o processo de congelamento e descongelamento. Apos
60 dias, a perda de exsudados no tratamento 4 aumentou significativamente,
inclusive sendo superior ao tratamento 1, possivelmente em funcdo da
degradacédo da gelatina por proteases produzidas pela levedura.

A adicdo da levedura probidtica sem a presenca da gelatina (tratamento
3) influenciou negativamente nos resultados, visto que houve aumento na perda
de exsudado, até mesmo em relacdo ao tratamento 1. Tal fato pode ser
justificado em funcdo da levedura Saccharomyces boulardii produzir distintas
enzimas (IM; POTHOULAKIS, 2010).

N&o ficou clara a influéncia dos demais compostos adicionados nos
tratamentos 3 e 4 (acido citrico e cloreto de calcio) nos resultados.

Diferentes estudos tém demonstrado a influéncia de revestimentos a base
de solucdes de aclcares e/ou polimeros associados a agentes de firmeza na
manuten¢ao da integridade da estrutura celular, por reduzir a cristalizagéo e
reforcar a parede celular pela formacgéo de pectato de calcio, respectivamente
(HAN et al., 2004; RENO et al., 2011).
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Han et al (2004) observaram que revestimentos de quitosana aplicados
em morangos submetidos ao congelamento —23 °C, por 6 meses, reduziram a
perda de exsudados, no minimo em 24%.

De acordo com Abd-Elhady (2014), o aumento na concentragao de lactato
de célcio de 0,5 a 1,5% no revestimento composto também por 0,4% de &cido
citrico, ocasionou a reducao da perda de exsudados de morangos congelados a
— 40 °C e mantidos a —18 °C, por 12 meses.

No estudo realizado por Yu e Liao (2016), houve reducao na perda de
exsudado de morangos congelados por dois métodos (criogénico e air blast) e
posteriormente mantidos a —18 °C, por 6 meses, em funcdo da presenca de

revestimento com suco de liméo, alginato e cloreto de calcio.
6.2 Acidez titulavel

Ao analisar os dados de acidez dos morangos congelados em relagcéo ao
tempo, pode-se observar reducéo significativa (p<0,05) dos valores ao longo do
armazenamento, para os tratamentos 1, 2 e 3. J&4 no tratamento 4, a reducéo dos
valores, nao foi significativa (p=0,05) (Figura 4). Cabe ressaltar que 0s morangos
submetidos aos tratamentos 3 e 4 foram adicionados de acido citrico, assim
percebe-se que o revestimento de gelatina no tratamento 4 reduziu o processo

de amadurecimento dos frutos.
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Figura 4: Acidez titulavel (% de &cido citrico) de morangos congelados armazenados por 90 dias.
Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a —18 °C; Tratamento 2: Controle 2 - morango
armazenado a —80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de acido citrico, cloreto de calcio e
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Saccharomyces boulardii, armazenados a —18 °C; Tratamento 4. morangos adicionados de
gelatina, acido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a —18
°C. As barras verticais representam o intervalo de confianga a 95%.

Ao término do armazenamento de 90 dias, pode-se verificar que os
morangos submetidos ao tratamento 4 apresentaram percentual de acidez
significativamente (p<0,05) superior aos morangos submetidos ao congelamento
a —80 °C (tratamento 2), o que demonstra que o revestimento de gelatina aliado
ao congelamento a —18 °C foram mais efetivos na manutengéo dos valores em
relacdo ao congelamento em ultrafreezer. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa (p<0,05) nos valores da acidez dos morangos submetidos aos
tratamentos 1, 3 e 4, assim como, entre os tratamentos 1, 2 e 3 (Apéndice B).

A diminuicdo dos teores de acidez, provavelmente, esta relacionada com
a oxidacao dos acidos organicos e conversao destes em agucares (KAYS, 1991;
MATTIUZ et al., 2003).

Han et al. (2004) observaram a reducdo da acidez de morangos
congelados sem revestimento e revestidos com quitosana, acido acético, Tween
80 e glicerol, assim como naqueles tratamentos adicionados de lactato de
calcio/gluconato de calcio ou vitamina E, armazenados a —23 °C por 6 meses.
Assim como neste estudo, os morangos revestidos apresentaram menor
mudanca nos valores, possivelmente em funcdo da camada semipermeéavel do
revestimento na superficie do fruto que pode ter modificado a atmosfera interna,
retardando o amadurecimento.

Por outro lado, Yu e Liao (2016) ndo observaram variacdo nos valores de
acidez durante 6 meses de armazenamento dos morangos congelados controle
e aqueles revestidos com suco de limao, alginato e cloreto de célcio, utilizando
congelamento criomecanico (nitrogénio liquido e ar forcado — 5 °C) e air blast (ar

forcado —25 °C) e armazenamento a —18 °C.

6.3 Solidos soluveis

Pode-se observar que houve tendéncia de reducdo dos solidos solluveis
dos morangos congelados até 60 dias, independente do tratamento (Figura 5).
Porém, apos esse periodo, para os tratamentos 1, 2 e 3 houve aumento
significativos (p<0,05) dos valores, ja& no tratamento 4 observou-se reducao

(p<0,05) no teor de solidos soluveis.
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Figura 5: Sélidos soluveis (°Brix) de morangos congelados armazenados por 90 dias.
Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a —18 °C; Tratamento 2: Controle 2 - morango
armazenado a —80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de &cido citrico, cloreto de célcio e
Saccharomyces boulardii, armazenados a —18 °C; Tratamento 4. morangos adicionados de
gelatina, acido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a —18
°C. As barras verticais representam o intervalo de confianga a 95%.

Em relacdo a influéncia do tratamento nos diferentes tempos de
armazenamento (Apéndice C), percebe-se que os valores de sélidos sollveis
dos morangos submetidos ao tratamento 4 foram significativamente superiores
aos demais (p<0,05) no ponto 0. Em 30 e 60 dias de armazenamento, os valores
dos solidos soluveis dos morangos submetidos ao tratamento 4 foram superiores
aqueles obtidos nos tratamentos 2 e 3 (p<0,05), porém néao se diferenciaram do
tratamento 1 (p<0,05). J4 em 90 dias, obteve-se 0s menores valores de sdélidos
sollveis nos morangos do tratamento 4, ndo havendo distincdo daqueles
submetidos ao tratamento 2.

A reducao no teor de solidos sollveis durante o armazenamento pode
estar relacionada ao processo de respiracao do fruto (KOBLITZ, 2008), por mais
que as temperaturas de congelamento reduzam o ritmo deste processo
(OETTERER et al., 2006). Ja o aumento no teor desses pode ter ocorrido em
funcdo do processo de amadurecimento em que ha conversédo do amido e dos
acidos em glicose (KOBLITZ, 2008). Assim, sugere-se que o revestimento de
gelatina no tratamento 4 tenha reduzido o processo de maturagao dos morangos,

até em relacdo ao emprego do ultracongelamento no tratamento 2.
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Ja o maior teor de sdlidos solUveis observados inicialmente no tratamento
4, pode ser em funcdo da presenca da gelatina, diferentemente do que se
observou no tratamento 3, cujos valores nao se alteraram.

Reno et al. (2011) observaram que a impregnagéo de pectina, glicose e
cloreto de calcio em morangos submetidos ao congelamento a -18 °C,
ocasionou o aumento no teor de solidos sollveis. JA4 Yu e Liao (2016) né&o
observaram alteracao significativa no contetdo de solidos solluveis durante o
armazenamento de morangos congelados por 6 meses, tanto da amostra
controle quanto daqueles revestidos com suco de liméo, alginato e cloreto de
calcio, utilizando congelamento criomecéanico (nitrogénio liquido e ar forcado —

25 °C) e air blast (ar forcado — 25 °C) e armazenamento a — 18 °C.

6.4 Vitamina C

Ao analisar os dados de vitamina C de morangos congelados em relacéo
ao tempo, pode-se observar que houve diminui¢do significativa (p<0,05) dos
valores ao longo do armazenamento, nos tratamentos 1 e 2, conforme Figura 6.
No tratamento 3 houve reducéao significativa em 30 dias com posterior aumento.

Ja no tratamento 4 houve manutengdo dos valores (p=0,05) em 90 dias de

armazenamento.
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Figura 6: Vitamina C (mg.100g') de morangos congelados armazenados por 90 dias.
Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a —18 °C; Tratamento 2: Controle 2 - morango
armazenado a —80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de &cido citrico, cloreto de célcio e
Saccharomyces boulardii, armazenados a —18 °C; Tratamento 4. morangos adicionados de
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gelatina, acido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a —18
°C. As barras verticais representam o intervalo de confianga a 95%.

Ao término do armazenamento (Apéndice D), os morangos submetidos ao
tratamento 1 apresentaram o menor teor de vitamina C (p<0,05). Nao se verificou
diferenca nos valores entre os tratamentos 2, 3 e 4.

A vitamina C € muito sensivel a degradacdo devido a sua oxidacéo
(TURMANIDZE et al., 2017). Possivelmente a presenca do acido citrico nos
tratamentos 3 e 4 tenha influenciado na obtencdo de valores superiores de
vitamina C, em relacdo ao tratamento 1.

Yu e Liao (2016) observaram reducgéo do teor de vitamina C de morangos
submetidos a dois métodos de congelamento (criogénico e air blast) e
posteriormente congelados a -18 °C. Nao foi verificada influéncia do
revestimento a base suco de limédo, alginato e cloreto de calcio nos valores.

Ja no estudo de Bulut et al. (2018), houve aumento no teor de vitamina C
de morangos congelados a —27 °C na primeira semana de armazenamento,
possivelmente segundo os autores, em funcdo da maior extracdo da vitamina
apos o congelamento e descongelamento, em fungéo da lesao ocasionada pelos
cristais de gelo na parede celular. Entretanto, ao término do armazenamento (14
semanas) houve reducao dos valores.

De acordo com Abd-Elhady (2014), o aumento de lactato de célcio (0,5-
1,5%) utilizado juntamente de 0,4% de &cido citrico, ocasionou 0 aumento no
teor de &cido ascérbico de morangos congelados a —40 °C e mantidos a —18 °C,

possivelmente por influenciar na firmeza dos frutos.

6.5 Compostos fendlicos totais

N&o houve variagao significativa (p=0,05) do teor de compostos fendlicos
totais dos morangos congelados até os 60 dias de armazenamento,
independente do tratamento (Figura 7). Porém, a partir dos 60 dias houve
aumento do teor de compostos fendlicos totais (p<0,05), em todos os

tratamentos.
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Figura 7: Compostos fendlicos totais (mg equivalente a acido galico.100g') de morangos
congelados armazenados por 90 dias. Tratamento 1. Controle 1 - morango armazenado a —18
°C; Tratamento 2: Controle 2 - morango armazenado a —80 °C; Tratamento 3: morangos
adicionados de &cido citrico, cloreto de calcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a —18
°C; Tratamento 4: morangos adicionados de gelatina, acido citrico, cloreto de célcio, glicerol e
Saccharomyces boulardii, armazenados a —18 °C. As barras verticais representam o intervalo de
confianca a 95%.

Ao avaliar a influéncia do tratamento nos diferentes tempos de
armazenamento (Apéndice E), percebe-se que houve tendéncia dos morangos
submetidos ao tratamento 4 apresentarem 0s maiores valores, entretanto com
distingéo significativa (p<0,05) dos demais tratamentos somente em 30 e 90 dias.
Em relacdo aos demais tratamentos, observou-se valores semelhantes sem
distincao significativa entre eles, nos tempos 0, 60 e 90.

A tendéncia de aumento no teor dos compostos fendlicos durante o
armazenamento tem sido justificada na literatura em funcéo do dano causado na
parede e membrana celular pelo congelamento, resultando na maior extracao
dos compostos fendlicos (BULLUT et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2015).

Bullut et al. (2018) também observaram oscilagdo com tendéncia de
aumento no teor de compostos fendlicos totais de morangos submetidos ao
congelamento a —27 °C por 90 dias, sendo obtido ao término do armazenamento
226,09 mg EAG.100g™.

Oliveira et al. (2015) avaliaram os compostos fendlicos individuais de
morangos fatiados submetidos ao congelamento a —20 °C, por até 365 dias. No
global, o armazenamento ocasionou reducdo dos compostos fendlicos,

entretanto, o comportamento foi dependente do composto avaliado, por exemplo



43

observou-se reducao de (-) epicatequina e acido elagico, porém aumento de (-)
epigalocatequina galato e (+) catequina em relacdo aos morangos frescos.

Neste estudo obteve-se a maior concentracdo dos compostos fendlicos
ao término do armazenamento no tratamento 4, porém néo foi o tratamento com
maior perda de exsudado, ndo sendo assim possivel relacionar os resultados ao
dano celular. Entretanto, sugere-se que a presenca do revestimento comestivel,
o qual sela a fruta, tenha originado uma camada protetora contra a absorcéo de
oxigénio o que reduz a oxidagdo enzimética dos compostos fenolicos (THOMAS
et al., 2016).

No estudo realizado por Oszmianski et al. (2009) com morangos
congelados a —20 °C por 6 meses, foi observado que os pré-tratamentos com
acucar, pectina ou acido ascorbico exerceram efeito de protecdo sobre os
compostos fendlicos, mas especificamente sobre as antocianinas,

proantocianinas e catequina, em relacao aos flavondis e acidos fendlicos.

6.6 Antocianinas monoméricas

Distintos comportamentos foram observados no teor de antocianinas nos
morangos ao longo do periodo de conservacgao por congelamento (Figura 8). No
tratamento 1 houve manutencédo dos valores até 60 dias (p=0,05), com posterior
reducao significativa (p<0,05). No tratamento 2 observou-se reducéo (p<0,05)
em 60 dias, apds houve aumento significativo dos valores. No tratamento 3 pode-
se visualizar aumento em 30 dias, porém com reducao dos valores em 60 dias
(p<0,05). Ja no tratamento 4, houve aumento significativo dos valores (p<0,05)

em 90 dias de armazenamento.
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Figura 8: Antocianinas monoméricas (mg de perlagonidina-3-glucosideo equivalente.100g?) de
morangos congelados armazenados por 90 dias. Tratamento 1: Controle 1 - morango
armazenado a —18 °C; Tratamento 2: Controle 2 - morango armazenado a —80 °C; Tratamento
3: morangos adicionados de acido citrico, cloreto de célcio e Saccharomyces boulardii,
armazenados a —18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados de gelatina, acido citrico, cloreto
de célcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a —18 °C. As barras verticais
representam o intervalo de confianga a 95%.

De uma forma geral, os morangos revestidos de gelatina (tratamento 4)
apresentaram 0s maiores teores de antocianinas em relacdo aos demais
tratamentos (Apéndice F), possivelmente em funcéo do revestimento de gelatina
gue minimiza a presenca do oxigénio e diminui a atividade da polifenoloxidase.
Cabe ressaltar que no tratamento 3, com o uso do acido citrico e do cloreto de
calcio, sem a presenca da gelatina, ndo se observou o0 mesmo efeito. Os
morangos submetidos ao tratamento 1 apresentaram 0s menores teores de
antocianinas possivelmente em funcdo da maior atividade da enzima
polifenoloxidase (Apéndice F).

Sabe-se que as antocianinas séo estaveis em pH acido (1-3), o aumento
do pH leva a formacdo de uma pseudo-base e subsequente aumento leva a
formacao de chalcona, ja em pH de 4-6 as antocianinas apresentam-se incolores
(ABD-ELHADY, 2014). Assim, a reducdo da acidez dos morangos nos
tratamentos 1, 2 e 3, pode ter contribuido para a reducao no teor de antocianinas.
Entretanto, a biossintese de antocianinas segue uma complexa via enziméatica
(TANAKA et al., 2008), cuja atividade nao é totalmente inibida sob temperatura
de congelamento (OETTERER et al., 2006).

Sugere-se que a maior concentracdo de antocianinas observadas no

tratamento 4 seja decorrente da presencga do revestimento o qual atua como uma
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barreira ao gas, modificando assim a atmosfera interna nas frutas (niveis mais
elevados de CO: e baixos niveis de Oz) 0 que, por sua vez, pode retardar as
reacoes bioquimicas levando a sintese de antocianina (TZOUMAKI et al., 2009).

A estabilidade das antocianinas é altamente variavel dependendo da
cultivar do morango, da estrutura e concentragcdo das antocianinas, do pH, da
temperatura de estocagem, entre outros (ABD-ELHADY, 2014; OLIVEIRA et al.,
2014; OSZMIANSKI et al., 2009; SAHARI et al., 2004).

Foi demonstrado por Sahari et al. (2004) que o congelamento lento (—20
°C por 24 h) e rapido de morangos (-50 a —100 °C por 11 min), assim como a
temperatura de conservacao (—12 °C, —18 °C e —24 °C) por 90 dias, ocasiona
alteracdes nos teores de antocianinas. Obteve-se no congelamento rapido
menor teor de antocianinas, independente da temperatura de armazenamento.

Oliveira et al. (2015) avaliaram a concentracdo de antocianinas totais e
individuais de morangos fatiados submetidos ao congelamento a —20 °C, por até
365 dias. O armazenamento ocasionou uma reducao de antocianinas, todavia,
0 comportamento é dependente do composto avaliado.

Dentre diferentes pré-tratamentos (acucar, pectina ou acido ascorbico)
avaliados em morangos submetidos ao congelamento —20 °C por 6 meses, 0
acido ascérbico permitiu maior retencdo das antocianinas em relacdo aos
tratamentos com pectina ou acgucar (OSZMIASKI et al., 2009). J& Abd-Elhady
(2014) demonstrou que o0 aumento da concentracdo de acido citrico (0,2-0,6%),
assim como de lactato de calcio (0,5-1,5%), aumentou a preservacao das
antocianinas de morangos congelados a —40 °C por 20 min com posterior
armazenamento a —18 °C por 12 meses, em funcéo da reducao do pH e da perda
de exsudados apds o descongelamento, respectivamente.

6.7 Atividade antioxidante

De acordo com a Figura 9, observa-se que nos T1, T3 e T4, houve
reducdo significativa da atividade antioxidante dos morangos em 30 dias de
armazenamento, com posterior incremento até 90 dias (p<0,05). JA no T2 houve
reducdo dos valores em 30 dias (p<0,05), seguido de manutencdo nos demais

tempos de avaliagéo (p=0,05).
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Figura 9: Atividade antioxidante (% de inibicdo) de morangos congelados armazenados por 90
dias. Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a —18 °C; Tratamento 2: Controle 2 -
morango armazenado a —80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de &cido citrico, cloreto de
célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a —18 °C; Tratamento 4. morangos adicionados
de gelatina, acido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a
—18 °C. As barras verticais representam o intervalo de confianca a 95%.

Independente do tratamento, altos valores de atividade antioxidante foram
observados. Ao término do armazenamento os maiores valores foram obtidos
nos morangos submetidos aos tratamentos Tl e T3, seguido de T4 e T2
(Apéndice G).

O morango é rico em bioativos como os compostos fendlicos e a vitamina
C, os quais estao relacionados com a atividade antioxidante da fruta (QUINATO
et al., 2007; TURMANIDZE et al., 2017).

Bullut et al. (2018) observaram pequenas alteracbes na atividade
antioxidante de morangos armazenados a —27 °C por 90 dias. De acordo com 0s
autores, o aumento na atividade antioxidante € decorrente da ruptura celular
causada pelo descongelamento da fruta antes da analise o que melhora a
extracdo dos compostos fendlicos.

Ja no estudo realizado por Oliveira et al. (2015), a atividade antioxidante
de morangos submetidos ao congelamento a —20 °C por 24 h néo foi alterada,
entretanto, o congelamento por 360 dias ocasionou a redugédo da atividade

antioxidante em 20%.

6.8 Cor

De acordo com a Figura 10, pode-se observar que os valores da

coordenada L* dos morangos submetidos ao tratamento 1 e 3 aumentaram
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significativamente em 30 dias de armazenamento, com posterior reducéo
(p<0,05). Houve manutengao dos valores (p=0,05) nos morangos submetidos ao
tratamento 2. Ja no tratamento 4, observou-se reducao dos valores em 60 dias,

com posterior aumento significativo (p<0,05).
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Figura 10: Cor (L*) de morangos congelados armazenados por 90 dias. Tratamento 1: Controle
1 - morango armazenado a —18 °C; Tratamento 2: Controle 2 - morango armazenado a —80 °C;
Tratamento 3: morangos adicionados de &cido citrico, cloreto de calcio e Saccharomyces
boulardii, armazenados a —18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados de gelatina, acido citrico,
cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a —18 °C. As barras verticais
representam o intervalo de confianca a 95%.

Porém, apesar dos distintos comportamentos em relagdo ao tempo, nao
se observou influéncia significativa dos tratamentos nos valores obtidos (p<0,05)
(Apéndice H). Assim, nédo ficou evidente a influéncia da adi¢cdo do acido citrico
nos morangos submetidos aos tratamentos 3 e 4, nos valores de luminosidade.

Pereira (2019) ao avaliar a utilizacdo de gelatina como revestimento de
goiabas também n&o observou influéncia do revestimento nos valores de
luminosidade.

Comportamento distinto em relacdo a presenca de &cido citrico e célcio
foi obtido por Abd-Elhady (2014), que observou maiores valores de luminosidade
dos morangos controle congelados a —40 °C e mantidos a —18 °C por 12 meses,
em relagdo aos morangos tratados com acido citrico e/ou lactato de calcio. De
acordo com o autor, a cor mais clara pode ser atribuida a ocorréncia de

branqueamento.
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Por outro lado, valores inferiores da coordenada L* de morangos
submetidos a congelamento criomecanico (nitrogénio liquido e ar forcado — 25
°C) e air blast (ar forcado — 25 °C) foram observados por Yu e Liao (2016), em
relacdo as amostras pré-tratadas com suco de liméo, alginato e cloreto de calcio
e congeladas nas mesmas condigcbes das amostras controle. Segundo os
autores, 0 acido citrico presente no suco de limao atua como um copigmento,
minimizando a instabilidade das antocianinas.

Em relacdo a coordenada a* (Figura 11), houve manutencgéo dos valores
até 30 dias de armazenamento, com posterior reducdo (p<0,05) no tratamento
1. Observou-se aumento significativo (p<0,05) dos valores nos morangos
submetidos ao tratamento 2 durante os 90 dias de armazenamento. NoO
tratamento 3, os valores da coordenada a* permaneceram constantes até 60
dias, com posterior aumento (p<0,05). Houve oscilacdo dos valores nos
morangos submetidos ao tratamento 4, entretanto com incremento significativo

(p=<0,05) ao se comparar o primeiro e ultimo dia de armazenamento.
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Figura 11: Cor (a*) de morangos congelados armazenados por 90 dias. Tratamento 1: Controle
1 - morango armazenado a —18 °C; Tratamento 2: Controle 2 - morango armazenado a —80 °C;
Tratamento 3: morangos adicionados de &acido citrico, cloreto de calcio e Saccharomyces
boulardii, armazenados a —18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados de gelatina, acido citrico,
cloreto de célcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a —18 °C. As barras verticais
representam o intervalo de confianca a 95%.

Ao se avaliar a influéncia do tratamento (Apéndice 1), observa-se que nao
houve distingdo entre as amostras até 60 dias, entretanto, ao término do
armazenamento, 0s morangos revestidos com acido citrico e cloreto de calcio

(tratamentos 3 e 4) apresentaram valores superiores (p<0,05) na coordenada a*
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(coloragdo mais avermelhada), em relacdo ao tratamento 1. Os valores
observados na coordenada a* dos morangos submetidos ao tratamento 2, ndo
diferiram significativamente daqueles oriundos dos tratamentos 1, 3 e 4.

Aumento nos valores da coordenada a* de morangos armazenados por 3
meses a —27 °C foram atribuidos por Bullut et al. (2018), a difuséo do pigmento
do centro da fruta para as camadas mais externas das células, devido a ruptura
das paredes celulares.

Abd-Elhady (2014) também observou valores superiores (31%) na
coordenada a* de morangos congelados tratados com &cido citrico (0,4%) e
lactato de calcio (0,5-1,5%), em relacdo aos morangos controle, pois o acido
citrico inibe as reacdes de escurecimento e mantém o conteddo de antocianina
durante congelamento.

Distintos comportamentos em relacdo ao tempo foram observados nos
valores da coordenada b* dos morangos congelados (Figura 12). No tratamento
1 houve aumento dos valores em 30 dias, com posterior reducédo em 60 dias de
armazenamento (p<0,05). Observou-se aumento significativo dos valores da
coordenada b* nos morangos do tratamento 2. Ja no tratamento 3, houve
aumento dos valores em 30 dias de armazenamento, com posterior reducao em
60 dias (p<0,05). No tratamento 4 os valores permaneceram constantes até 60

dias, com posterior incremento dos valores (p<0,05).
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Figura 12: Cor (b*) de morangos congelados armazenados por 90 dias. Tratamento 1: Controle
1 - morango armazenado a —18 °C; Tratamento 2: Controle 2 - morango armazenado a —80 °C;
Tratamento 3: morangos adicionados de &cido citrico, cloreto de calcio e Saccharomyces
boulardii, armazenados a —18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados de gelatina, &cido citrico,



50

cloreto de célcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a —18 °C. As barras verticais
representam o intervalo de confianga a 95%.

Os morangos submetidos aos tratamentos 4 apresentaram valores
superiores (p<0,05) na coordenada b* (coloragdo mais amarelada), em relagéo
ao tratamento 1, em 90 dias de armazenamento (Apéndice J). Nao houve
diferenca significativa nos valores de b* dos morangos submetidos aos
tratamentos 1, 2 e 3.

Valores superiores na coordenada b* de morangos congelados foram
relatados por Abd-Elhady (2014), nos tratamentos adicionados de acido citrico e

lactato de célcio, em relagédo ao controle.

6.9 Polifenoloxidase

Ao analisar os dados de atividade da enzima polifenoloxidase dos
morangos congelados submetidos aos distintos tratamentos, pode-se observar
que até 30 dias de armazenamento, houve manutencao dos valores (p=0,05),
com posterior aumento significativo (p<0,05) em relacdo ao dia do
processamento (ponto 0), conforme Figura 13.
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Figura 13: Atividade da polifenoloxidase (UAE.g*.min't) de morangos congelados armazenados
por 90 dias. Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a —18 °C; Tratamento 2: Controle
2 - morango armazenado a —80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de &cido citrico, cloreto
de célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos
adicionados de gelatina, &cido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii,
armazenados a —18 °C. As barras verticais representam o intervalo de confianca a 95%.
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No inicio do armazenamento ndo se observou uma tendéncia clara sobre
a influéncia dos tratamentos (Apéndice K), entretanto, ao término do
armazenamento, 0s morangos submetidos ao tratamento 3 apresentaram 0s
menores valores (p<0,05) de atividade da polifenoloxidase, possivelmente pela
presenca do &cido citrico e auséncia da gelatina, o que fez com que houvesse
maior contato do antioxidante com os compostos fendlicos. Sugere-se que a
gelatina no tratamento 4 tenha atuado como substrato da enzima em funcéo da
presenca dos aminoacidos tirosina e fenilalanina (VAN VLIERBERGHE et al.,
2014). Nao houve diferenca significativa na atividade da enzima nos morangos
submetidos aos tratamentos 2 e 4. A maior atividade enzimética (p<0,05) foi
observada nos morangos submetidos ao tratamento 1.

A enzima polifenoloxidase na presenca de oxigénio oxida as antocianinas
e 0s compostos fendlicos, ocasionando a formacgédo da quinonas que levam ao
escurecimento dos frutos (ABD-ELHADY, 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

O &cido citrico tem sido utilizado como um agente anti-escurecimento por
inibir a atividade da enzima polifenoloxidase (ABD-ELHADY, 2014).

De acordo com Sulaiman e Silva (2013), o congelamento de morangos a
—18 °C e —70 °C néao afetou a atividade da enzima nas frutas descongeladas,
pois embora a atividade da enzima seja retardada pela baixa temperatura, a
funcionalidade da enzima pode ser totalmente recuperada quando as amostras
sao descongeladas.

6.10 Firmeza

De acordo com a Figura 14, apesar de oscilagdes nos valores de firmeza
terem sido observadas durante o0 armazenamento congelado dos morangos, nédo
houve distingdo significativa entre os valores em relagdo ao tempo de
armazenamento, assim como em funcdo do tratamento (p=0,05) (Apéndice L),
devido ao alto desvio padréo.
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Figura 14: Firmeza (N) de morangos congelados armazenados por 90 dias. Tratamento 1:
Controle 1 - morango armazenado a —18 °C; Tratamento 2: Controle 2 - morango armazenado a
—80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de &cido citrico, cloreto de célcio e Saccharomyces
boulardii, armazenados a —18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados de gelatina, acido citrico,
cloreto de célcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a —18 °C. As barras verticais
representam o intervalo de confianca a 95%.

Normalmente observa-se reducao da firmeza dos vegetais submetidos ao
congelamento, causada pela perda de turgidez da célula devido a perfuracdo da
membrana plasmatica pelos cristais de gelo, além disso, o dano causado
ocasiona a liberacdo de enzimas como pectinases e hemicelulases que durante
o descongelamento também contribuem nesta alteracéo (JHA et al., 2019).

Diferentes estudos tém demonstrado reducdo da firmeza de morangos
submetidos ao congelamento mesmo na presenca de revestimentos e agentes
de firmeza (HAN et al., 2004; GALETTO et al., 2010; YU; LIAO, 2016).

Por outro lado, Abd-Elhady (2014) observou aumento de até 69% da
firmeza de morangos congelados a —40 °C e estocados a —18 °C, tratados com
0,4% de acido citrico e diferentes concentra¢ces de lactato de calcio.

Neste estudo, em fungdo da variabilidade de firmeza das amostras os

resultados ndo demonstraram a influéncia dos tratamentos.

6.12 Viabilidade da Saccharomyces boulardii

Pode-se observar que ndo houve crescimento da Saccharomyces

boulardii durante os 90 dias de armazenamento nos morangos referentes aos
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tratamentos 1 e 2. Nos tratamentos 3 e 4 houve reducgdo significativa na
contagem de fungos (p<0,05) (Figura 15). Em relac&o aos tratamentos, durante
todo o armazenamento, as contagens dos fungos nos morangos oriundos do

tratamento 4 foram superiores as obtidas no tratamento 3 (p<0,05).
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Figura 15: Viabilidade da Saccharomyces boulardii, expressa através da contagem de fungos
(log UFC.g1), em morangos congelados armazenados por 90 dias. Tratamento 1: Controle 1 -
morango armazenado a —18 °C; Tratamento 2: Controle 2 - morango armazenado a —80 °C;
Tratamento 3: morangos adicionados de &cido citrico, cloreto de calcio e Saccharomyces
boulardii, armazenados a —18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados de gelatina, &cido citrico,
cloreto de célcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a —18 °C. As barras verticais
representam o intervalo de confianga a 95%.

A quantidade minima de probidticos viaveis que deve estar presente nos
alimentos para transmitir beneficios a saude varia, mas comumente a industria
de alimentos adota o nivel recomendado 6 log UFC.g' no momento do consumo
(ALEGRE et al., 2011; BURGAIN et al.,, 2011). Assim, apenas 0S morangos
submetidos ao tratamento 4 obtiveram este valor até 60 dias de armazenamento.

Parece que o revestimento de gelatina promoveu uma protecdo a
Saccharomyces boulardii frente as condi¢cdes de congelamento. Possivelmente,
em funcdo da manutencéo da atividade de 4gua, visto que no tratamento 3 houve
maior perda de exsudado e com isso reducdo da atividade de agua e lixiviagao
dos nutrientes.

De acordo com Guimardes et al. (2018), filmes e revestimentos

comestiveis se mostraram uma boa estratégia para carrear microrganismos
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vivos, demonstrando uma melhoria na viabilidade do probiético durante o tempo
de armazenamento e processamento do produto alimentar.

O sucesso da incorporacdo de probidticos em matrizes alimentares é
dependente de vérios fatores, por exemplo, pH, temperatura, competicdo com
outros microrganismos e inibidores, composicéo quimica do alimento (atividade
de agua, carbono, nitrogénio, mineral e oxigénio) (RIVERA-ESPINOZA;
GALLARDO-NAVARRO, 2010). Nao foram encontrados estudos para
comparacao referente a adicdo de probioticos em vegetais congelados.

Salik e Arslaner (2020) demonstraram que o crescimento e a viabilidade
de Saccharomyces boulardii em sorvetes é dependente da formulacéo. A adicédo
de uma mistura de nozes, uva e sementes de uva estimulou o crescimento do
microrganismo durante o armazenamento a —20 °C por 60 dias, alcan¢cando no
maximo 6,74 log UFC.g™.

Khodaei e Hamidi-Esfahani (2019) observaram que a viabilidade celular
do Lactobacillus plantarum adicionado em morangos revestidos com
carboximetilcelulose armazenados por 15 dias a 4 °C foi mantida em niveis altos
e constantes, chegando a 8,40 log UFC.g™*.
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7. Conclusao

O uso do revestimento de gelatina em morangos minimizou os efeitos do
congelamento e promoveu a protecdo da Saccharomyces boulardii, obtendo-se
até 60 dias de armazenamento a concentra¢cdo minima viavel do microrganismo
para exercer a propriedade funcional e reducdo da perda de exsudado. Além
disso, o revestimento de gelatina adicionado de acido citrico e cloreto de célcio,
em combinacdo com o congelamento a —18 °C, reduziu as rea¢des metabdlicas
e exerceu um efeito de protecdo aos compostos bioativos, sendo possivel a sua
utilizacdo em substituicho ao ultracongelamento, principalmente, para as
agroindustrias que nao disponham do equipamento. Por outro lado, na auséncia
da gelatina, a Saccharomyces boulardii influenciou negativamente nos

parametros fisico-quimicos, além de mostrar menor viabilidade.
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Apéndice A. Perda de exsudado (%) de morangos congelados armazenados por 90 dias.
Armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90
1 - 19,55+3,03 A 19,50+1,59 B 15,56+3,52 BC
2 - 5,50+2,51 B 6,52+1,13 C 5,42+2,35 C
3 - 18,49+4,79 A 38,62+2,05 A 39,75+6,84 A
4 - 5,02+0,49 B 9,05+1,87 C 21,36%4,38 B

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna néo diferem entre si, pelo Teste de Tukey
(p=0,05). Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a -18 °C; Tratamento 2: Controle 2 -
morango armazenado a -80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de acido citrico cloreto de
célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados
de gelatina, &cido citrico, cloreto de célcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a -
18 °C.

Apéndice B. Acidez titulavel (%) de morangos congelados armazenados por 90 dias.
Armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90
1 0,93+0,02 A 0,93+0,00 A 0,78+0,00 B 0,81+0,02 AB
2 1,02+0,008 A 0,90+0,03 A 0,84+0,00 AB 0,751+0,07 B
3 0,9940,07 A 1,06+0,09 A 0,95+0,06 A 0,85%0,04 AB
4 1,05+£0,07 A 1,06+£0,09 A 0,92+0,02 A 0,97+0,07 A

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey
(p=0,05). Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a -18 °C; Tratamento 2: Controle 2 -
morango armazenado a -80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de acido citrico cloreto de
célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados
de gelatina, acido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a -

18 °C.

Apéndice C. Solidos soltveis (°Brix) de morangos congelados armazenados por 90 dias.

Armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90
1 5,03+0,00 B 4,83+0,62 AB 4,66+0,47 AB 5,33+0,24 A
2 5,00+0,00 B 4,50+0,00 B 3,83+0,62 B 4,67+0,47 AB
3 5,00+0,00 B 4,50+0,00 B 4.5+0,00 B 5,0+0,00 A
4 6,17+0,47 A 5,5+0,00 A 5.5+0,00 A 3,83+0,24 B

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si, pelo Teste de Tukey
(p=0,05). Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a -18 °C; Tratamento 2: Controle 2 -
morango armazenado a -80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de acido citrico cloreto de
célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados
de gelatina, &cido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a -
18 °C.

Apéndice D. Teor de Vitamina C (mg.100 g') de morangos congelados armazenados por 90
dias.

Armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90
1 36,34+2,28 A 35.95+3,48 A 20,50+0,53 B 24,70+1,51 B
2 34,7740,71 A 28,49+1,99 AB 30,66+0,90 A 31,29+0,46 A
3 32,83+1,83 A 27,19+2,05 B 32,46+1,28 A 30,13+1,08 A
4 33,35+1,38 A 32,14+1,75 AB 32,97+0,87 A 31,40+0,75 A

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey
(p=0,05). Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a -18 °C; Tratamento 2: Controle 2 -
morango armazenado a -80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de acido citrico cloreto de
célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados
de gelatina, &cido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a -
18 °C.
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Apéndice E. Compostos fendlicos totais (mg equivalente a acido galico.100g1) de morangos
congelados armazenados por 90 dias.

Armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90
1 320,69+0,98 A 317,51+0,41C 317,01+0,00 AB 336,31+0,83 B
2 316,34+0,86 A  313,13£2,70 D 316,02+0,23 B  334,82+1,54 B
3 324,21+1,66 A 322,57+0,41 B 317,01+0,48 AB 333,47+1,28 B
4 328,98+7,94 A  329,32+0,24 A 317,01+0,41 AB  343,99+0,24 A

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna néo diferem entre si, pelo Teste de Tukey
(p=0,05). Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a -18 °C; Tratamento 2: Controle 2 -
morango armazenado a -80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de acido citrico cloreto de
célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados
de gelatina, &cido citrico, cloreto de célcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a -
18 °C.

Apéndice F. Antocianinas (mg de perlagonidina-3-glucosideo equivalente.100g!) de morangos
congelados armazenados por 90 dias.
Armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90
1 58,37+0,83 D 59,79+1,73 C 63,01+0,00 B 51,61+3,98 C
2 76,16+£0,55 A 63,72+0,09 B 47,74+0,15C 75,13+0,25 B
3 66,37+1,10 C 78,16£1,01 A 65,05+1,23B 55,92+0,40 C
4 71,62+0,99 B 79,19+0,48 A 83,12+0,83 A 95,81+3,39 A

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si, pelo Teste de Tukey
(p=0,05). Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a -18 °C; Tratamento 2: Controle 2 -
morango armazenado a -80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de acido citrico cloreto de
célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados
de gelatina, 4cido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a -
18 °C.

Apéndice G. Atividade antioxidante (% de inibicdo) de morangos congelados armazenados por
90 dias.

Armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90
1 92,35+0,23 A 79,11+0,69 B 89,77+1,07 AB 92,14+ 0,22 A
2 93,03+0,25 A 87,91+1,22 A 89,90+0,47 A 88,96+0,96 C
3 93,05+0,33 A 86,80+1,42 A 89,52+0,47 AB 91,10+0,41 AB
4 91,44+0,28 B 86,25+0,00 A 87,37+0,90 B 89,82+0,30 BC

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna nado diferem entre si, pelo Teste de
Tukeyv(p=0,05). Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a -18 °C; Tratamento 2:
Controle 2 - morango armazenado a -80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de &cido citrico
cloreto de calcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos
adicionados de gelatina, acido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii,
armazenados a -18 °C.

Apéndice H. Cor (L*) de morangos congelados armazenados por 90 dias.
Armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90
1 32,68+1,38 A 36,93+2,84 A 34,40+1,98 A 33,08+2,15 A
2 33,71+0,53 A 33,92+0,79 A 35,47+1,25 A 33,89+2,91 A
3 32,82+0,61 A 40,30%4,79 A 31,71+1,56 A 31,61+1,19 A
4 34,48+2,41 A 34,55+0,76 A 32,69+1,41 A 36,48+0,50 A

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey
(p=0,05). Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a -18 °C; Tratamento 2: Controle 2 -
morango armazenado a -80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de acido citrico cloreto de
célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados
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de gelatina, &cido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a -

18 °C.

Apéndice I. Cor (a*) de morangos congelados armazenados por 90 dias.

Armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90
1 30,13+0,68 A  31,01+0,64 A 26,75+1,04 A 29,4+0,36 B
2 26,70+0,30 A  32,46%0,16 A 30,95+0,33 A 32,33+2,63 AB
3 28,71+1,97 A 29,67+1,58 A 28,30+2,76 A 33,78+0,51 A
4 28,49+255 A 31,86+0,58 A 26,00+0,84 A 34,14+1,05 A

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna néo diferem entre si, pelo Teste de Tukey
(p=0,05). Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a -18 °C; Tratamento 2: Controle 2 -
morango armazenado a -80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de acido citrico cloreto de
célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados
de gelatina, acido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a -
18 °C.

Apéndice J. Cor (b*) de morangos congelados armazenados por 90 dias.
Armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90
1 15,50+0,26 A  19,50+3,48 A 18,75+2,35 A 15,81+2,19B
2 16,24+1,93 A 18,42+1,12 A 21,19+0,68 A 19,79+3,62 AB
3 15,43+2,11 A 24,0615,41 A 15,57+£3,13 A 19,30+0,91 AB
4 18,51+2,38 A 18,64+2,34 A 15,7+ 1,48 A 23,93+1,62 A

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si, pelo Teste de Tukey
(p=0,05). Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a -18 °C; Tratamento 2: Controle 2 -
morango armazenado a -80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de acido citrico cloreto de
célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados
de gelatina, 4cido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a -
18 °C.

Apéndice K. Atividade das enzimas polifenoloxidases (UAE.min1.g') de morangos congelados
armazenados por 90 dias.

Armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90
1 8,66+0,98 B 15,11+0,95 A 31,50+0,70 A 54,44+43,57 A
2 13,00+1,63 A 10,53+0,41 B 32,20+1,35 A 27,11+£3,57 B
3 11,87+0,65 AB 12,17+0,42 B 24,60+1,67 B 17,22+3,60 C
4 10,44+0,31 AB 11,10+0,14 B 30,73+1,52 AB  26,11+2,00 B

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna nao diferem entre si, pelo Teste de Tukey
(p=0,05). Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a -18 °C; Tratamento 2: Controle 2
- morango armazenado a -80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de &cido citrico cloreto
de célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos
adicionados de gelatina, acido citrico, cloreto de célcio, glicerol e Saccharomyces boulardii,
armazenados a -18 °C.

Apéndice L. Firmeza (N) de morangos congelados armazenados por 90 dias.
Armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90
1 0,57+0,29 A 0,51+0,09 A 0,64+0,11 A 0,54+0,24 A
2 0,57+0,29 A 0,65+0,14 A 0,55+0,29 A 0,56%0,10 A
3 0,62+0,11 A 0,68+0,32 A 0,44+0,05 A 0,44+0,29 A
4 0,56+0,10 A 0,56+0,22 A 0,42+0,07 A 0,58+0,07 A

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey
(p=0,05). Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a -18 °C; Tratamento 2: Controle 2 -
morango armazenado a -80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de acido citrico cloreto de
célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados
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de gelatina, &cido citrico, cloreto de calcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a -
18 °C.

Apéndice M. Viabilidade da Saccharomyces boulardii, expressa através da contagem de fungos
(log UFC.g1), em morangos congelados armazenados por 90 dias.
Armazenamento (dias)

Tratamento 0 30 60 90
1 0,00+0,00 C 0,00+0,00 C 0,00+0,00 C 0,00+0,00 C
2 0,00+0,00 C 0,00+0,00 C 0,00+0,00 C 0,00+0,00 C
3 7,25+0,02 B 5,54+0,01 B 5,28+0,03 B 4,81+0,20 B
4 7,60+0,01 A 6,96+0,02 A 6,69+0,00 A 5,62+0,05 A

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna néo diferem entre si, pelo Teste de Tukey
(p=0,05). Tratamento 1: Controle 1 - morango armazenado a -18 °C; Tratamento 2: Controle 2 -
morango armazenado a -80 °C; Tratamento 3: morangos adicionados de acido citrico cloreto de
célcio e Saccharomyces boulardii, armazenados a -18 °C; Tratamento 4: morangos adicionados
de gelatina, &cido citrico, cloreto de célcio, glicerol e Saccharomyces boulardii, armazenados a -
18 °C.



