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Resumo

Resumo

Os cogumelos Pleurotus ostreatus devem a sua popularidade principalmente ao seu
facil método de cultivo, alto valor nutricional e sabor unico. Em Portugal a principal
forma de comercializacdo deste cogumelo é em fresco, embalado em bandejas de
poliestireno envoltos numa pelicula de policloreto de vinil (PVC), o que proporciona
uma acelerada perda de qualidade, tendo um tempo de prateleira de poucos dias. Este
facto estd relacionado com a elevada taxa respiratdria, elevada suscetibilidade a
deterioracdo microbiana e relativa sensibilidade ao acastanhamento enzimatico. As
perdas econdmicas associadas refletem-se no preco final do produto, por isso, é
necessario encontrar alternativas de conservagdo que as minimizem, prolongando o
tempo de vida util.

A tecnologia de altas pressfes hidrostaticas, pelo desenvolvimento e implantagédo
crescente que tem vindo a ter no ambito alimentar, surge assim como uma possivel
alternativa tecnologica na preservacdo de cogumelos, em alternativa as técnicas
convencionais. Este trabalho teve assim como objetivo estudar o efeito da tecnologia de
Altas Pressbes Hidrostaticas, isoladamente e em conjuga¢do com o uso de uma solucéo
de &cido citrico (1%), em cogumelos Pleurotus ostreatus apds processamento e durante
0 armazenamento (21 dias a 4° C).

Cogumelos frescos obtidos duas horas antes foram tratados com 600 MPa durante
10 minutos. Amostras nao pressurizadas e embaladas de modo similar ao convencional
(bandejas de poliestireno envoltos numa pelicula de policloreto de vinil) foram
utilizadas como controlo. Sobre todas as amostras realizaram-se ensaios fisico-quimicos
— composicao elementar, perda de massa, teor de solidos soluveis totais. pH, pardmetros
instrumentais de cor e textura — e parametros microbioldgicos (mesofilos, psicrofilos,
bolores e leveduras, coliformes totais e E.coli e esporos de clostridios sulfito-redutores),
ao dia inicial e aos dias 3, 7, 14 e 21 de conservacao. Utilizaram-se dois lotes distintos
de cogumelos.

A avaliacdo nutricional destes cogumelos frescos mostrou que sdo constituidos
essencialmente por dgua (91,54 + 0,05 — lote 1 e 90,86 + 0,09 - lote 2), tendo na matéria
seca glucidos (79,84 £ 0,28 - lote 1 e 81,22 + 0,41 - lote 2), minerais (9,98 + 0,32 - lote
1e 8,78 £ 0,24 - lote 2) e proteinas (8,23 = 0,15 - lote 1 e 8,14 + 0,36 - lote 2), sendo
pobres em gordura (2,43 £ 0,09 - lote 1 e 1,33 £ 0,01 - lote 2).
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Resumo

Durante a conservagdo dos cogumelos controlo, a perda de massa foi mais
proeminente nos sete dias de conservacédo atingindo os 8,44 + 2,68 % e 15,08 + 2,62 %,
no lote 1 e 2, respetivamente.

Relativamente aos ensaios tecnoldgicos, o estudo dos parametros fisico-quimicos
revelaram que os valores de pH e do teor de sélidos solUveis totais registaram diferencas
significativas entre todas as amostras. Nas amostras tratadas com altas pressoes (P) e
com altas pressdes na presenca de acido citrico (AP) registaram uma diminui¢édo de pH
em relacdo ao controlo (C) e a amostra conservada s6 com acido citrico (A). O teor de
solidos soluveis totais da amostra P aumenta em relacdo a amostra controlo, sendo o
Unico tratamento em que isso sucede. J& os tratamentos que envolveram &cido citrico
reduziram de forma drastica o teor de SST dos cogumelos. Os tratamentos utilizando
altas pressdes (P e AP) comparados com o controlo (C) registaram um escurecimento
(reducdo na luminosidade), bem como uma reducéo nas tonalidades vermelha (valor de
a*) e amarela (valor de b*), embora nem sempre estas redugdes tenham tido
importancia estatistica.

Quanto a alteracbes no parametro de textura analisado os resultados obtidos
parecem indicar que a tecnologia HPP, nas condi¢fes ensaiadas, ndo altera a forca de
corte a aplicar aos cogumelos relativamente aos cogumelos sem pressurizacéo.

A principal modificacdo nos indicadores de qualidade testados foi uma reducéo
dréstica na carga microbiana inicial, especialmente de bolores e leveduras (reducdes de
4 e 5 Log;p UFC.gY). Esta tecnologia, nas condigdes ensaiadas apresentou excelentes
resultados em termos microbiolégicos, conseguindo manter ao longo dos 21 dias de
conservacdo, os nimeros de UFC/g em niveis bastante reduzidos, o que, comparando
com os cogumelos embalados convencionalmente e considerando o prazo de validade
destes (5 a 7 dias), a tecnologia de HPP consegue aumentar o prazo de validade em
cerca de 15 dias relativamente ao embalamento convencional, considerando apenas 0s
indicadores microbioldgicos.

Aparentemente a presenca de &cido citrico (1%) ndo trouxe beneficios relevantes
relativamente a qualidade dos cogumelos apenas pressurizados.

O presente estudo mostrou que o uso da tecnologia de altas pressdes pode ser

promissor para aumentar a vida Util deste cogumelo.

Palavras-chave: Cogumelos Pleurotus ostreatus, High Pressure Processing, Tecnologia de

Altas PressGes Hidrostaticas, microrganismos, cor, teor de sélidos soluveis totais, pH, textura.
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Abstract

Abstract

Pleurotus ostreatus mushrooms owns his popularity mainly to a relatively simple
method of cultivation, high nutritional value and unique flavour. In Portugal the main
way of commercialization of this mushroom is in his fresh form, packaged in
polystyrene trays and overwrapped with polyvinyl chloride (PVC) film, who causes a
rapidly loss of quality, having a short life shelf, due to his high respiration rate,
microbiological susceptibility and enzymatic browning sensibility. The economic losses
associated with this mushrooms are reflected in his final cost, so it is necessary to find
new ways of commercialization, enhancing the shelf life of the product.

Because of the growing use and development that High Pressure Processing
technology is gaining in food industry, this technology emerge as a viable alternative
conservation technique of mushrooms. The objective of this work was to study, the
isolated effect and the combined effect with citric acid (1%) that HPP technology has on
Pleurotus mushrooms immediately after processing and during storage (21 days at 4°C).

Fresh mushrooms obtained two hours before, were processed with 600 MPA during
10 minutes. No pressurized samples and packaged conventionalloy (polystyrene trays
and overwrapped with polyvinyl chloride) were used as control. Physico-chemical tests
- nutritional composition, weight loss, soluble solids content (SSC), pH, instrumental
parameters of colour and texture — and microbiological quality indexes (aerobic
mesophilic, psychrophilic, yeasts and molds, total coliforms, E.coli and spores from
sulfite-reducing clostridia were done in all samples, in initial day and in day 3, 7, 14, e
21. Two different batches of mushrooms were used.

The nutritional evaluation of fresh mushrooms showed that they are made primarily
by water (91,54 + 0,05 - batch 1 and 90,86 + 0,09 - batch 2), having in the content of
dry matter, carbohydrates (79,84 + 0,28 - batch 1 and 81,22 + 0,41 - batch 2), minerals
(9,98 +£ 0,32 — batch 1 and 8,78 £ 0,24 - batch 2) and proteins (8,23 + 0,15 — batch 1 and
8,14 + 0,36 — batch 2), but they are low in fat (2,43 = 0,09 - batch 1 and 1,33 £ 0,01 -
batch 2).

During the conservation of mushrooms of the control sample, the weight loss was
more prominent in the first seven days, reaching 8,44 + 2,68 and 15,08 £ 2,62 in batch 1

and 2 respectively.



Abstract

Regarding the tecnhology tests, the physico-chemical parameters demonstrate that
pH and SSC contents have significant diferences between all samples. Samples treated
with high pressure (P) and with high pressure and citric acid (AP) experienced a
decrease in pH compared to control (C) and to the sample conserved only with citric
acid (A). The content of SSC in P samples increase regarding to control samples, being
the only treatment that this happens. The treatments that involve citric acid reduced
significantly the SSC of mushrooms. Concerning the colour measurements, all
treatments shown a darkening of the samples (reduction in lightness, L*), as well as a
reduction in red tonality (a* value) and in yelow tonality (b* value), although not
always these reductions have statistical significance. The Texture results seem to
indicate that the HPP technology, in the tested conditions, does not alter the shear force
nedeed to be applied in mushrooms compared to unpressurized mushrooms.

The main change in the tested quality indicators is a drastic reduction of the initial
microbial load, especially yeast molds (4 and 5 Logi; UFC.g” reduction). This
technology, in tested conditions, showed excellent results in microbiological terms,
reducing the initial microbial load and be able to maintain throughout the 21 days of
storage the numbers of CFU/g at very low levels, which, comparing to the mushrooms
packaged conventionally and considering the period of validity of (5-7 days), HPP
technology can increase the shelf life about 15 days comparing to conventional
packaging, considering only microbiological indicators.

Apparently the presence of citric acid (1%) does not bring relevant benefits in the
quality of pressurized mushrooms.

The presente study shown that HPP can be a promissing regarding the enhance of
shelf life of this mushrooms, although it was not possible to establish a clear pattern of
variation in some indicators of physical and chemical quality, since the variability of the

two batches is quite sharply between them.

Key-words: Pleurotus ostreatus mushrooms, High Pressure Processing,

microorganisms, colour, soluble solids content, pH, texture.
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1.1 Cogumelos comestiveis e seu interesse na alimentagéo

Os fungos sdo seres vivos que apresentam uma grande multiplicidade de formas,
tamanhos e aspetos, que inclui organismos unicelulares (leveduras) ou pluricelulares
filamentosos que se caracterizam por serem organismos ndo-moveis, desprovidos de
clorofila, formados por filamentos com crescimento apical denominados de hifas, como
reproducdo sexuada e assexuada e ainda possuirem nutricdo heterotréfica, alimentando-
se de compostos organicos vivos (parasitas) ou ja em decomposicdo (saprofitos). A sua
parede é composta por quitina e glucanos (Alexopoulos et al., 1996).

Tendo em conta a sua estrutura, é frequente separar os fungos em dois conjuntos: 0s
unicelulares e os filamentosos. Estes Gltimos, sdo 0s que existem na natureza em maior
namero, e neles a parte vegetativa é formada por filamentos (hifas) que crescem quase
continuamente no interior ou sobre o substrato (Martins, 2004). Através de
ramificacBes, e em algumas espécies, por meio de anastomose ou fusdo de hifas, é
formada uma rede desses filamentos a qual se d& 0 nome de micélio (Chang & Miles,
2004). Apb6s um periodo de crescimento, e em condicdes favoraveis, o micélio
estabelecido produz a estrutura de frutificacdo, a qual chamamos cogumelo (Chang &
Miles, 2004).

O tipo mais comum de cogumelo é em forma de guarda-chuva, com pileo e estipe,

e algumas espécies tém adicionalmente um anel, uma volva, ou ambos (Figura 1).

5 =< Chapéu, Piléu
dﬂﬂﬂﬂlm ':g Hgﬂﬁ:k: — Estrutura formadora
| n de Esporos > Corpo Frutifero
|
| I
~{——————— Pé,Estipe 2
‘ |
= ; —— Substrato
(A A ,' Say
AN ‘\@ L Micélio
Vil .\._.\»"». AWy

Figura 1. Estrutura de um cogumelo (Kala¢, 2009).

Por baixo do chapéu apresentam uma superficie de consisténcia mole, o himénio,

(que pode apresentar diferentes formas: ldaminas ou lamelas, tubos ou poros, pregas mais
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ou menos definidas, superficies lisas, entre outras), onde se produzem 0S esporos
(Martins, 2004).

Contudo, esta estrutura nao se aplica a todas as espécies, existindo uma incontavel
variedade de formas (Chang & Miles, 2004).

Conhecem-se aproximadamente 2000 espécies de cogumelos comestiveis. Destas,
25 sdo produzidas em cultivo, designadamente Agaricus bisporus, Agaricus campestres,
Auricularia auriculajudae, Lentinus edodes e Pleurotus ostreatus, sendo posteriormente
comercializadas (Furlani & Godoy, 2007).

Atualmente os cogumelos sdo muito apreciados e comercializados por todo o
globo, muito devido quer ao seu valor gastronémico, como também devido as suas
propriedades nutricionais (Ferreira, Barros, & Abreu, 2009; Ferreira, et al., 2010).
Quando comparados com os produtos de origem vegetal, os cogumelos sdo mais ricos
em proteinas, incluindo a presenca de todos os aminoécidos essenciais e tém teores
equilibrados de vitaminas e minerais, para além de terem um contedo de &gua
extremamente elevado (Furlani & Godoy, 2007; Rai & Paul 2007; Grangeia et al.,
2011; Kala¢, 2009; Ouzouni, et al., 2009; Heleno et al., 2011). Constituem ainda uma
fonte consideravel de fésforo, potassio, zinco e cobre e contém um elevado teor de
fibras alimentares (Grangeia et al., 2011; Heleno et al., 2011; Kala¢, 2009; Ouzouni et
al., 2009; Furlani & Godoy, 2007; Tao et al., 2006). Adicionalmente sdo pobres em
calorias, lipidos e sal, sdo isentos de agucar, amido e colesterol, 0 que os torna um
suplemento nutricional e dietético ideal (Rai & Paul, 2007).

Para além disso os cogumelos tém vindo a ser considerado alimentos terapéuticos e
funcionais (Tsai et al., 2007; Vaz et al., 2011), uteis na prevencdo e tratamento de
diversas doencas. Ao longo dos anos estes macrofungos foram utilizados primeiramente
como agentes antibidticos (penicilina, cefalosporina) e posteriormente como
antifangico, antidiabético, anti-hemorragico, anti-tumoral e imunossupressor. Possuem
ainda boas propriedades antioxidantes, e 0 seu consumo também ajuda no controlo da
tensdo arterial e do colesterol (Martins, 2004; Manzi et al., 2001; Caglarirmak, 2007,
Barros et al., 2007).
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1.2 Aspetos comerciais, legais e normativos

Os cogumelos tém importancia a escala global e o seu cultivo tem emergido como
um empreendimento agricola, independente do solo, e promissor. De todos os
cogumelos produzidos, somente 45% sdo consumidos na forma fresca. Os restantes
55% sdo processados, sendo que 5% destes sdo na forma desidratada e 50% na forma
appertizada. Estes valores encontram explicacdo no facto de os cogumelos terem um
tempo de prateleira diminuto na forma fresca e desta forma sdo comercializados no
mercado mundial na forma processada (Singh et al., 2010).

A importancia dos cogumelos na inddstria alimentar estd bem vincado nos dados
estatisticos sobre a producao de cogumelos e trufas, que em 2012 ascendeu a 7.959.979
toneladas, ocupando uma éarea total de 21.644 hectares (ha) (FAOSTAT, 2014). Pela
observacdo da Figura 2, pode-se inferir o efetivo incremento continuo da sua producéo a
nivel mundial entre 1993 e 2012.

5M

tonnes

oM

-o- World

Figura 2. Evolucéo da produgdo mundial de cogumelos, em milhGes de toneladas
(FAOSTAT, 2014).

A média da distribuicdo da producdo mundial desde 1993 até 2012, por regides,
estd representada na Figura 3 e tem sido liderada pela China, que contabiliza mais de
50% da producdo mundial ao longo destes anos. A Europa vem em segundo lugar com

uma média de producéo a rondar os 24%.
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Figura 3. Média da produgdo mundial por principais continentes produtores, desde 1993
até 2012 (FAOSTAT, 2014).

A figura 4 é uma representacdo esquematica da producdo mundial de cogumelos,
onde os paises pintados com os cores mais claras tém uma producdo mais baixa,

enguanto que os paises em tons de azul apresentam uma producdo mais elevada.

antities bj,’ country Average1993-2013
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Figura 4. Mapa representativo da producdo mundial (FAOSTAT, 2014).

Segundo dados da USDA, em Portugal os dados comegaram a ser contabilizados a
partir de 1983, e a evolucdo da produgdo de cogumelos no nosso pais esta ilustrada na
Figura 5. Esta fonte refere que em Portugal, em 2009 se produziram 1.100 toneladas, o
que correspondeu, relativamente a 2008 um incremento de 30 toneladas produzidas.
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Figura 5. Evolucéo da producdo de cogumelos em Portugal (USDA, 2014).

No sentido de promover a qualidade e a seguranca alimentar, deve-se assegurar que
a producdo e comercializacdo sdo controladas e que o que chega a mesa do consumidor
é 0 mais semelhante possivel ao que sai das instalacfes do produtor.

A pesquisa efetuada no ambito deste trabalho revelou que em Portugal, em termos
de legislacdo aplicavel aos cogumelos de cultura, o enquadramento € feito pelo
Regulamento CE N° 1863/2004 da Comissdo de 26 de Outubro de 2004. Este
Regulamento estabelece as normas de comercializacdo aplicaveis apenas aos cogumelos
de cultura da espécie Agaricus. Sendo assim, na auséncia de legislacdo aplicavel aos
cogumelos da espécie Pleurotus, ir-se-4 aqui fazer referéncia meramente a titulo
informativo e de forma generalizada aos aspetos mais relevantes deste diploma.

Este Regulamento aplica-se a todos os estadios de comercializagdo, permitindo
orientar a producdo de forma a satisfazer as exigéncias dos consumidores, facilitar as
relacbes comerciais, promovendo lealdade na concorréncia e também eliminar do
mercado os produtos de qualidade inferior e insatisfatoria. Segundo este documento 0s
cogumelos sdo classificados em trés categorias distintas — Extra, | e Il - consoante o
grau de exigéncia qualitativa. De igual modo, inclui disposi¢des relativas a calibragem
determinadas pelo didmetro do piléu e pelo comprimento do pé. O mesmo sucede
relativamente as tolerancias de qualidade, de estagios de desenvolvimento e de calibre
admitidas nas trés categorias. Além disso neste Regulamento sdo definidas as diretrizes

de apresentacdo - nomeadamente ao nivel da homogeneidade da embalagem e do
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acondicionamento do produto - e de marcacdo - identificacdo, natureza, origem e
caracteristicas comerciais do produto (Azevedo, 2010).

No que toca a disposi¢cdes de qualidade quando acondicionados e embalados, estes
cogumelos deverdo apresentar determinadas caracteristicas minimas. Deverdo
encontrar-se:

» inteiros ou, se cortados, o corte deverd ser liso;
» sdos (excluindo-se os que apresentam podriddes ou cor acastanhada intensa
no peé);

» limpos (isentos de matérias estranhas visiveis, a exce¢do da terra);

A\ 4

com aspeto fresco, tendo e conta a cor caracteristica da estirpe;
» praticamente isentos de parasitas, de humidades exteriores anormais e de
odores e/ou sabores estranhos.
Para além disso, 0 seu desenvolvimento e estado devem permitir-lhes suportar o
transporte e as outras movimentacdes a que sejam eventualmente sujeitos e chegar ao

local de destino em condicGes satisfatdrias.

1.3 Caracterizagdo do cogumelo Pleurotus ostreatus

1.3.1 Cultivo

O cogumelo da espécie Pleurotus ostreatus, também conhecido como cogumelo-
ostra (oyster mushroom), é um cogumelo comestivel pertence a classe Basidiomycota e
a familia Agaricaceae.

Estdo descritas mais de 1.000 espécies de Pleurotus no mundo (Guzman, 2000), e
por ser um cogumelo de facil cultivo e com ampla adaptabilidade ao meio em que
cresce, esta espécie € cultivada um pouco por todo o mundo e a sua producdo tem vindo
a aumentar em anos recentes (Chang & Miles, 2004).

P. ostreatus consegue crescer em ambientes com grandes amplitudes térmicas
(entre 15°C e 31°C), frutificando entre 15°C e 20°C. Esta espécie € capaz de segregar
uma grande variedade de enzimas, que conseguem degradar as trés categorias chave de
polissacarideos existentes na biomassa das florestas e dos residuos provenientes da
agricultura: lenhina, hemicelulose e celulose (Chang & Miles, 2004). Sdo, portanto,

capazes de colonizar uma vasta gama de residuos, tais como bagacos de cana-de-agucar,
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serraduras, residuos de café, madeiras florestais, palhas, e folhagens de banana, entre
outros (Martins, 2004; Castro et al., 2004; Daba et al,. 2008; Webster & Weber, 2007).

O cultivo de P.ostreatus para fim de comercializacdo apresenta um ciclo de
producdo relativamente rapido com um custo e tecnologia de producdo baixos, sendo
necessario menos de 30 dias desde o inicio de seu crescimento vegetativo até a primeira
colheita, num total de trés ciclos de producdo (Stamets, 2000; Mandeel et al., 2005)
(Figura 6).

basidia

espora

Ciclo de Vida de vm Cogumelo {Basidiomiceta)
1.Esporulagio; 2.Germinagio de asporos;
3. Fusdo de hifas compativais; 4. Primardio;
5. Frutificagéo.

Figura 6. Ciclo de vida generalizado de um fungo basidiomiceta

(Fonte: http://mykes.lifeme.net/t2-introducao-a-micologia).

O crescimento e a frutificacdo séo afetados por uma diversidade de fatores fisicos e
quimicos, como a humidade relativa, a temperatura, a luz, o pH, teor de agua e o
tamanho das particulas no substrato, a temperatura, a concentracdo de oxigénio e de
dioxido de carbono, a presenca de fendis, celulose, hemicelulose e a natureza do
substrato (Azevedo, 2010).
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1.3.2 Aspetos fisicos e nutricionais

Os corpos frutiferos da espécie Pleurotus ostreatus caracterizam-se por caules
excéntricos (os quais podem ser longos, curtos, ou até porventura ausentes) e pela
auséncia de anéis e vulvas. Possui um chapéu excéntrico convexo, aveludado e com a
margem um pouco enrolada, no que respeita a cor, esta &€ uma caracteristica deveras
varidvel. Podem apresentar uma coloracdo branca, bege, acastanhados, castanhos-
escuros ou castanhos-claros, cinzentos ou azulados. Podem apresentar um tamanho
compreendido entre 2 cm (minimo) e 20 cm (maximo), consoante as condi¢des
climatéricas e nutricionais da cultura; as suas laminas sdo esbranquicadas e bastante
estreitas; a sua carne € esbranquicada, ndo muda de cor, de aroma agradavel e sabor
suave (Garnweidner et al., 1999).

Tal como a grande maioria dos cogumelos comestiveis, Pleurotus ostreatus possui
um baixo valor calérico (1510 kJ kg™ parte edivel), tornando-o adequado para o seu

consumo numa dieta saudavel (Jaworska & Bernas, 2009; Manzi et al., 2001).

Tabela 1. Aminoacidos essenciais presentes em cogumelos Pleurotus ostreatus.

Unidades
Aminoécidos 9/100g mg/g 9/100g mg/100g
(proteina bruta (peso seco) cogumelo (peso fresco)
corrigida) P g P
Leucina 6,8 12,2 6,54 139
Histidina 1,7 15,0 3,77 65
Arginina 5,3 12,1 10,94 176
Valina 55 10,7 4,36 112
Lisina 4,5 9,7 6,30 126
Treonina 4,6 8,5 4,98 106
Isoleucina 4,2 6,6 4,06 82
Fenilalanina 3,7 7,2 4,16 111
Tirosina 3,0 6,0 3,55 219
Metionina 1,5 4,6 1,54 35
Cisteina 0,4 2,8 1,23 28
o Bano & Rajarathnam, Hadar & Cohen- Manzi et al., Mattila et al.,
Referéncia )
1988 Azari., 1986 1999 2002
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Este cogumelo faz parte do grupo de fungos comestiveis que sdo considerados
como alimentos funcionais (Berna$ et al., 2006). Para além do seu elevado teor em
proteinas, estando presente a totalidade dos aminoacidos essenciais (Tabela 1) — dos
quais se destacam a leucina, a arginina, a valina e a lisina — vitaminas e sais minerais,
com particular relevo para a os elevados teores de Potéssio (274,42 % m/m) e Fdsforo
(158,23 % m/m). Também se tem constatado a presenca nestes cogumelos de um grande
teor em fibras alimentares, em particular B-glucanos com ligac@es glicosidicas p (1—3),
B (1—4) e B (1—6), que tém propriedades anticancerigenas e ajudam a manter o

colesterol em niveis baixos (Jaworska et al., 2011).

Tabela 2. Teor de minerais da espécie Pleurotus ostreatus.

Teor de Minerais % m/m, em base seca
Ferro 2,16
Manganés 0,29
Zinco 1,66
Cobre 0,45
Potassio 274,42
Magnésio 13,43
Fosforo 158,23
Sédio 27,58
Calcio 7,63
Referéncia Helm et al., 2009

1.4 Aspetos de pds-colheita de cogumelos

1.4.1 Evolugao fisiologica

O cogumelo fresco é um alimento perecivel e, de modo a prolongar o seu tempo de
vida util, é obrigatorio compreender a sua fisiologia apos a colheita.

A deterioracdo do cogumelo comeca logo a partir do momento em que o cacho é
cortado, e durante a conservacdo, da-se a perda progressiva de qualidade e,
consequentemente, de valor comercial. Para isto, contribuem quer fatores fisico-
quimicos, quer fatores fisioldgicos. Segundo Aguirre et al. (2009) e Sapata et al. (2006),

os fatores que influenciam esta perda de qualidade nos cogumelos podem ser 0 aumento
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da taxa respiratoria, reacdes de oxidagdo, perda de massa do cogumelo, formacdo de
exsudado, alteragdes da textura, acastanhamento, descoloracdo, e desenvolvimento de
odores estranhos e desagradaveis.

O reduzido tempo de vida util dos cogumelos frescos — entre 3 e 4 dias a
temperatura ambiente - deve-se sobretudo ao facto de ndo possuirem cuticula que os
proteja, 0 que os torna mais vulneraveis e com maior propensdo a sofrerem perdas de
agua, danos fisioldgicos e ataques microbianos (Aguirre et al., 2008, 2009; Tao et al.,
2006; Singh et al., 2010). Quando Pleurotus ostreatus € submetido a refrigeracédo, o
periodo de armazenamento podera ser alargado por alguns dias (Cuppett et al., 1998).
Findo esse tempo, a taxa respiratoria, a atividade da polifenoloxidase (PPO) e a
microflora associada a deterioracdo aumentam, ao passo que 0 teor em agua e o teor em
hidratos de carbono diminuem (Cuppet et al., 1998).

A perda de humidade é a principal causa da perda de massa nos cogumelos frescos
(Aguirre et al., 2008, Singh et al., 2010). O elevado teor de dgua dos corpos frutiferos
predispde-lhos a desidratacdo quando estdo expostos a temperatura ambiente. O teor de
agua afeta a quantidade de nutrientes dos cogumelos e podera variar em funcédo das
condigdes de cultivo dos mesmos (Mattila et al., 2001).

A atividade das enzimas associadas ao acastanhamento enzimético € outra das
razbes da deterioracdo dos cogumelos, sendo este fendmeno causado por enzimas
globalmente denominadas polifenoloxidades (PPO) e peroxidases (POD). Estas enzimas
afetam a cor (PPO), sabor e odor (POD) (Eissa et al., 2009) e a atividade destas em
cogumelos expostos a temperatura ambiente é praticamente o dobro da atividade
observada para cogumelos conservados a 5°C (Eissa et al., 2009).

Usualmente, as reacdes de acastanhamento enzimético ocorrem quando, na
presenca de O, as membranas celulares se desintegram e a sua compartimentalizacdo se
perde, permitindo que as enzimas e 0s substratos se misturem (Sapers et al., 2001;
Jolivet et al., 1998; Li-Qin et al., 2009).

O acastanhamento enzimético pode ser consequéncia de danos fisiologicos, de
lesBes pré ou pds-colheita, mas também de alteragdes dos tecidos resultantes do ciclo de
congelacao/descongelacdo ou do crescimento bacteriano (Sapers et al., 2001; Zhang et
al., 1999).

De modo a maximizar o tempo de prateleira dos cogumelos e a diminuir as perdas é
necessario limitar a perda de agua, reduzir a taxa respiratoria, evitar a exposi¢do ao

oxigénio atmosferico e/ou adotar outras medidas para minimizar a atividade da PPO e
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da POD, bem como evitar a contaminacgéo e a propagacao da carga microbiana (Bano &
Rajarathnam, 1988).

Né&o sdo pois conhecidas respostas simples, nem tratamentos impares para limitar a
deterioracdo generalizada da qualidade dos cogumelos frescos. As condicdes de pré e
pos-colheita, além da fase de desenvolvimento em que se encontra o cogumelo, sdo
alguns dos fatores primordiais que influenciam a qualidade dos mesmos (Manzi et al.,
2001; Sapata et al., 2006; Singh et al., 2010).

A cadeia de frio reduz os danos fisiologicos e microbiologicos associados a
degradacédo dos cogumelos, mas a maior parte das vezes as condicOes de transporte de 1
a 2 dias a 2°C e de comercializa¢do acabam por determinar um tempo de vida util muito
curto (Singh et al., 2010; Lopez Briones et al., 1992).

E de salientar ainda que as técnicas de apoio a p6s-colheita visam a manutencéo da
qualidade intrinseca original do produto, nunca conseguindo melhora-la, ou seja, a
tecnologia pds-colheita ndo acrescenta qualidade ao produto, apenas tenta preservar no

tempo os atributos de qualidade enddgenos do cogumelo.
1.4.2 Indicadores de qualidade

Os consumidores estdo cada vez mais exigentes, e ddo mais atencdo a qualidade dos
produtos quando tomam a deciséo de os comprar.

No que diz respeito a qualidade do cogumelo fresco, esta é avaliada em funcgédo quer
de fatores extrinsecos, quer de fatores intrinsecos ao proprio cogumelo. Esses fatores
variam em funcdo da experiéncia e das expetativas do consumidor (Hewett, 2006).

Os fatores extrinsecos estdo relacionados com o método de producéo e os sistemas
de distribuicdo (Modo de Producédo Bioldgica, quimicos utilizados durante a producao),
tipos de embalagem e sua reciclagem, sustentabilidade da producédo e distribuigdo em
relacdo & utilizacdo de energia. Estes fatores influenciam frequentemente a decisédo do
consumidor, apesar de ndo estarem sempre diretamente relacionados com a qualidade
efetiva do produto (Hewett, 2006).

Por sua vez, os atributos intrinsecos compreendem atributos inerentes ao préprio
alimento: atributos externos tais como a cor, a forma, o tamanho e a auséncia de
imperfeicdes, e atributos internos, como a textura, a suavidade, a acidez, o aroma, 0
sabor, o tempo de vida Util e o valor nutricional. Estes constituem aspetos importantes

aquando da compra por parte do consumidor (Hewett, 2006; Abbott, 1999).
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De modo a controlar a qualidade, devemos conseguir medir os atributos relativos a
essa qualidade (Abbott, 1999).

Indicadores microbioldgicos e enzimaticos

Os indicadores microbiologicos sdo um parametro deveras essencial para
determinar a qualidade dos cogumelos. Devido ao facto de os cogumelos serem
alimentos com elevado teor em agua, com uma atividade da &gua perto de 0,98 ou
superior e um pH neutro, ou préximo da neutralidade, sdo um excelente meio para o
crescimento microbiano (Martinez-Carrera et al., 1998; Venturini et al., 2011). Ja foi
demonstrado que o0s cogumelos frescos e sdos contém uma populacdo de
microrganismos bastante elevada. Beelman et al. (1989) — citado por Venturini et al.
2011, determinou que a presenca de uma elevada carga bacteriana é um fator importante
que diminui significativamente a qualidade, causando uma aparéncia escura e
manchada, e que a deterioracdo e perda de qualidade pds-colheita de cogumelos frescos
esta diretamente relacionada com a carga microbiana inicial do produto.

Segundo Doores et al. (1987) - citado por Venturini et al. (2011), a populacéo de
bactérias pode evoluir de 7 UFC/g para 11 UFC/g durante um periodo de
armazenamento de 10 dias a uma temperatura de 13°C.

Microrganismos gram-negativo, tais como Pseudomonas tolaasii, Pseudomonas
fluorescens, e leveduras como, por exemplo, Candida sake, tém sido indicados como
sendo dos principais responsaveis pela deterioracdo de cogumelos frescos (Masson et
al., 2002).

Varios autores tém-se debrucado sobre métodos e técnicas de conservacédo a aplicar
em cogumelos frescos. O tratamento de cogumelos com uma solucdo inibidora de
acastanhamento com peroxido de hidrogénio e eritorbato de sodio torna o produto
menos suscetivel a sofrer fendmenos de escurecimento (Sapers et al., 2001; Venturini et
al., 2011). Mais recentemente Simon et al. (2010) determinou que a lavagem de
cogumelos A. bisporus com acido citrico reduziu a contagem de Pseudomonas em 2,5
ciclos logaritmicos, em cogumelos armazenados durante 17 dias a uma temperatura de
5°C e que, deste modo, se evitou o escurecimento provocado por esta espécie de
bactérias. Nesta mesma espécie de cogumelos outro estudo foi feito demonstrando que
uma dose de radiacdo de 2 kGy ¢ suficiente para reduzir o crescimento microbiano e

aumentar o tempo de prateleira de 2 para 10 dias.
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Cogumelos frescos também sdo um alimento propenso a conterem uma carga
microbiana patogénica intrinseca elevada que pode provir de diferentes fontes. Nos
cogumelos cultivados a contaminagdo por parte de microrganismos patogénicos pode
ocorrer durante as etapas de crescimento, colheita e selecdo, bem como do substrato
onde os cogumelos crescem (Venturini et al., 2011). Devido a este facto, é prética
comum fazer-se uma pasteurizacdo térmica do substrato de modo a reduzir a microflora
natural do solo e consequentemente 0s microrganismos patogénicos que possam estar 1a
presentes (Venturini et al., 2011).

No que toca a cogumelos selvagens, estes tém uma maior probabilidade de
sofrerem contaminagdes por parte de microrganismos patogénicos, pelo facto destes
serem colhidos de ecossistemas florestais e bosques, em que certos animais costumam
pastar. Estes ecossistemas suportam também uma grande diversidade de organismos
invertebrados e vertebrados, como insetos, lesmas, aves, répteis, anfibios ou pequenos
mamiferos. Por conseguinte a contaminacdo de cogumelos selvagens com bactérias
causadoras de doencas de origem alimentar pode ocorrer quer diretamente, quer
indiretamente através de animais ou insetos (Venturini et al., 2011).

No entanto, ndo é comum serem reportados surtos de doencas de origem alimentar
atribuidos a cogumelos frescos contaminados com microrganismos patogénicos
(Venturini et al., 2011).

Apesar de serem considerados um produto seguro, ja foram reportadas ocorréncias
de bactérias patogénicas em amostras de cogumelos frescos e alguns estudos foram
levados a cabo para determinar a capacidade destas resistirem e crescerem durante a
comercializacdo deste alimento (Venturini et al., 2011). Johannessen et al. (2002)
encontrou Staphylococcus spp. em 22,4% das amostras de cogumelos que analisou,
embora em apenas 4 amostras tenha sido identificado Staphylococcus aureus. Em outro
estudo detetou-se Lysteria monocytogenes em 5% das amostras recolhidas e analisadas
(Samadpour et al,. 1999). Martin & Beelman (1996) levaram a cabo ensaios onde
notaram que a composi¢do do gés (baixo teor de oxigénio e elevado teor em dioxido de
carbono) dentro de embalagens de PVC favorecia o crescimento de microrganismos
anaerdbios facultativos, como é o caso de S. aureus. Também foi reportado que
produtos embalados em atmosfera modificada acondicionados a uma temperatura a 4°C
e 10°C permitiam o crescimento e proliferacdo de Listeria monocytogenes (Gonzalez-
Fandos et al., 2001).
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Por altimo, os indicadores enziméticos, embora ndo sendo objeto deste estudo sdo
aqui referenciados por também serem indicadores importantes na avaliacdo da qualidade
dos cogumelos.

Existem diversas oxidases que conseguem utilizar os substratos fendlicos presentes
nos cogumelos. Entre elas encontra-se a tirosinase, a lacase e a peroxidase,
maioritariamente responsaveis pelo acastanhamento dos mesmos. Destas trés, a
tirosinase é provavelmente a que se encontra em maiores quantidades nos cogumelos
(Zhang & Flurkey, 1997), mas a maneira como cada uma destas enzimas se comporta

face a diferentes substratos podera diferir.

Indicadores fisico-quimicos

O indicador fisico utilizado para melhor caracterizar o estado de frescura dos
cogumelos é a perda de massa (Azevedo, 2010). No cogumelo, a perda de massa €
maioritariamente devida a perda de dgua e este facto, aliado a falta de uma capa epitelial
especifica que o proteja desta perda de agua, faz com que acabe por perder rapidamente
humidade (Sanchez & Royse, 2001).

O Teor de Solidos Solaveis (expresso como °Brix) e o pH sdo parametros
geralmente utilizados na avaliacdo da qualidade de hortofruticolas frescos e dos seus
derivados.

A textura é um parametro de primordial importancia para o consumidor como
critério de qualidade de um produto, que pode ser afetada por tratamentos fisico-
quimicos efetuados nos cogumelos (Matser et al., 2000b). A textura é uma propriedade
de dificil definicdo, no entanto pode ser definida como “0 conjunto de propriedades
mecanicas, geométricas e de superficie de um produto, detetaveis pelos recetores
mecanicos e tateis e, eventualmente pelos recetores visuais e auditivos” (Norma ISO
1992).

Nos cogumelos a textura € um dos parametros frequentemente avaliados em
estudos que visam aprofundar e desenvolver novas técnicas e metodologias de
conservacao e extensdo do prazo de validade destes.

Kotwaliwale et al. (2007) monitorizou o efeito na textura da secagem e subsequente
reidratacdo de Pleurotus spp. Segundo estes autores ambos estes processos afetaram a
textura dos cogumelos. A dureza e a mastigabilidade dos cogumelos aumentaram,

enquanto a coesividade e a elasticidade aumentaram inicialmente e acabaram por
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decrescer nas etapas finais da secagem. Altas temperaturas de secagem causaram dureza
em cogumelos secos enquanto a coesividade diminui. Notaram ainda que o
branqueamento também deteriora a textura dos cogumelos secos. Narvaiz (1994)
utilizou 3 kGy na irradiacdo de cogumelos A. campestris, armazenados a 10°C durante
17 dias. O autor verificou uma reducdo gradual dos parametros da textura ao longo do
tempo.

A cor € outra das caracteristicas sensoriais mais importantes para a aceitabilidade
de um produto, constituindo um critério importante para a compra, ja que serve como
indicador instantaneo da qualidade do mesmo (Aguirre et al., 2009).

A cor é definida como a percec¢do visual resultante da detecdo da luz apds interacdo
com um objeto. N&o é uma caracteristica do objeto, mas sim um conceito subjetivo que
consiste na interpretacdo que o cérebro faz dos diferentes comprimentos de onda da luz
recebida (Azevedo, 2010). Segundo Abbott (1999), o olho humano possui trés recetores
de cor - vermelho, verde e azul — e todas as cores sdo, efetivamente, combinagdes
destas.

Para medir e quantificar a cor, utiliza-se mais vulgarmente o espaco de cor CIE
(Comission International de I’Eclairage) 1976 — (L* a* b*), conhecido como CIELAB.
Este sistema define a sensacdo de cor recorrendo a trés coordenadas cilindricas: a
luminosidade (L*), a tonalidade (h) e a saturacdo (C*) (Figura 7).

A luminosidade, expressa pela variavel L*, é o atributo através do qual € possivel
discernir se a cor é mais clara ou mais escura. O parametro L* é o que melhor se
correlaciona com o valor de mercado dos cogumelos.

A varidvel C* expressa a saturacdo (Chroma), sendo através deste atributo que é
possivel determinar um maior ou menor grau de pureza ou de intensidade da cor

relativamente a uma cor neutra como o cinzento.

Figura 7. Coordenadas cartesianas e cilindricas do espaco de cor (CIELAB).
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A variavel h (hue), expressa a tonalidade, é o atributo que permite distinguir se a
cor é vermelha, verde, etc., em funcdo do seu comprimento de onda dominante e
independente da luminosidade (Azevedo, 2010).

Estas trés coordenadas permitem determinar a localizacdo exata de uma cor
especifica. Porém, para esse mesmo efeito, e embora de modo menos intuitivo, utiliza-
se mais usualmente as coordenadas cartesianas L*, a* e b*, em que a* define se a cor é
mais vermelha (+a*) ou mais verde (-a*) e b* define se a cor é mais amarela (+b*) ou
mais azul (-b*) (Abbott, 1999).

1.5 Tecnologia de Altas Pressoes

As principais técnicas de preservacdo de alimentos usadas atualmente assentam em
um dos seguintes pressupostos: (1) impedir o acesso dos microrganismos ao alimento,
(2) inativa-los assim que consigam acesso ao alimento, ou (3) evitar ou reduzir o seu
crescimento assim que entrem em contacto com o alimento e que ndo seja possivel a sua
inativacdo (Lund, et al., 2000).

A pasteurizacdo € o meio mais comum de preservar os alimentos (Huppertz et al.,
2002). Esta tecnologia reduz os niveis de microrganismos presentes nos alimentos. No
entanto, os alimentos submetidos a este tipo de processo tendem a sofrer efeitos
indesejados, tais como, perdas de valor nutricional, de sabor, de textura, de cor ou de
aroma, que conduzem a um decréscimo da qualidade final do produto. (Hogan et al.,
2005, Murcia et al., 2000).

Hoje em dia os consumidores estdo mais interessados e dispostos a pagar por
produtos com processamento minimo, que tenham um minimo possivel de conservantes
quimicos ou que tenham sido sujeitos a um tratamento térmico suave, objetivo este que
é possivel recorrendo a tecnologia de Altas Pressdes Hidrostaticas (Terefe et al., 2013).

O uso desta tecnologia de Altas Pressfes nos alimentos, em inglés High Pressure
Processing (HPP), com o intuito de reduzir ou destruir o0 nimero de microrganismos
presentes, remonta ao ano de 1884. Em 1889, Hite usou a tecnologia de altas pressoes
com sucesso na preservacdo da qualidade do leite, e em 1914 este mesmo autor
demonstrou a suscetibilidade as altas pressdes de organismos presentes em vegetais
(Jay, 2000). No entanto, constrangimentos tecnolégicos impediram a comercializagdo
de produtos com a tecnologia HPP (Lund et al., 2000), até, finalmente, em 1990, uma
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geleia foi posta a venda como sendo o primeiro produto com tecnologia HPP a ser
comercializado (Huppertz et al., 2002).

A tecnologia HPP oferece enormes vantagens em relacdo aos tratamentos térmicos
convencionais. Este tratamento pode ser aplicado a temperatura ambiente e, com
excecdo de alguns vegetais, a cor, a forma e os nutrientes da maioria dos alimentos néo
séo afetados (Jay, 2000).

1.5.1 Modo de acao

A tecnologia de Altas Pressbes Hidrostaticas (HPP) é um tratamento ndo térmico,
onde os alimentos sdo submetidos a pressfes geralmente compreendidas entre 100-600
MPa, embora niveis de pressdao mais altos, até 900 MPa também possam ser usados
(Patterson, 2005).

Um equipamento de altas pressfes consiste num compartimento onde o alimento é
colocado e sujeito a altas pressdes e um sistema gerador de pressdo. A Figura 8 traduz

uma representacdo esquematica de um equipamento de HPP.

A 3 J
Agquecimento/Arrefecimento

-

Produtos pré-embalados
/

Vaso/ Camara de Bomba d= 6lzo d= baixa prassio

Pressurizagio

Entrada de Agua | I]
| — .

Valvulas de saida de prassio

Figura 8. Representagdo esquematica dum equipamento de Altas Pressdes Hidrostaticas

usado para o tratamento de alimentos (adaptado de Singh (2001).

O uso da alta pressao na preservacao dos alimentos envolve a aplicagdo de presséo
isostatica, ou seja, a pressao € exercida instantaneamente e de igual forma ao longo de
todo o alimento, independentemente da sua forma, tamanho ou composi¢do (Lund, et
al., 2000; Martinez-Rodriguez et al., 2012).
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Outra caracteristica fundamental subjacente a tecnologia de HPP prende-se com o
principio de Le Chatelier, que indica que se for imposta uma alteracdo de concentracdo
ou de temperatura, a um sistema quimico em equilibrio, a composicdo do sistema
deslocar-se-a no sentido de contrariar a alteracdo a que foi sujeita. De acordo com o
principio de Le Chatelier, as reagdes que envolvem a diminuicdo de volume, como
mudancas na configuragdo molecular, reacfes e reatividade quimica, sdo favorecidas
pela pressdo, enquanto 0s processos que envolvem aumento de volume sdo inibidos pela
pressdo. Deste modo, a aplicagdo da pressdo num sistema em equilibrio, ira evoluir no
sentido de reducdo de volume, minimizando o efeito da presséo. Ou seja, qualquer
fendmeno que é acompanhado por uma diminuicdo de volume é favorecido com o
acréscimo da pressdo e vice-versa. Assim sendo, as ligacdes por pontes de hidrogénio
sdo favorecidas pela aplicacdo de pressdo, enquanto que algumas das outras ligacdes
mais fracas (encontradas nas proteinas) sdo destabilizadas (Patterson et al., 2006;
Aymerich et al., 2008).

Em geral, os alimentos ja embalados sdo colocados num compartimento cilindrico
que ¢ fechado, e apds a remoc¢do completa do ar, um liquido de baixa compressibilidade
(por exemplo, &gua ou uma mistura de agua e 6leo) € bombeado de um reservatdrio para
dentro do cilindro até se atingir o nivel desejado de pressao (Fellows, 2000; Patterson et
al., 2007; Jay, 200). Seguidamente todas as valvulas sdo fechadas, cessa-se o
bombeamento do liquido e a pressdo pode ser mantida durante o tempo que se desejar
(Patterson et al., 2007).

Com o aumento da pressdo, os alimentos reduzem o seu tamanho em proporgédo
com a pressdo aplicada (por exemplo, a 4gua reduz o seu volume em aproximadamente
15% a uma pressdo de 600 MPa), mas mantém a sua forma original. As embalagens
usadas nos ensaios de altas pressdes também tém que ser adequadas ao uso de pressao,
devido as forcas de stress, distor¢do e reducdo de volume a que séo sujeitas (Fellows,
2000).

Devido a compressao existente durante os tratamentos de HPP também ocorre um
aumento de temperatura durante o processo, chamado de aquecimento adiabéatico. Este
aumento de temperatura varia de acordo com a composi¢do do produto (normalmente
entre 3°C a 9°C por 100 MPa) (Patterson et al., 2007).
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1.5.2 Efeitos genéricos nos alimentos

Esta tecnologia vem despertando bastante interesse como modo de processamento e
preservacdo de alimentos, devido a sua capacidade de reducdo do numero de
microrganismos, de melhorar propriedades funcionais e de reter melhor as
caracteristicas nutricionais e organoléticas dos alimentos (Patterson et al., 2007;
Chapleau & Lamballerie-Anton, 2003).

Esta técnica é reconhecida por afetar as ligacbes ndo-covalentes das moléculas,
induzindo assim modificacGes na &gua, proteinas, polissacarideos e lipidos (Cheret et
al., 2005). No entanto as ligagdes por pontes de hidrogénio ndo sdo afetadas (Jay, 2000).

Ao submeter alimentos a tecnologia de HPP, o principal objetivo é reduzir o
nimero de microrganismos que possam estar presentes nestes, mantendo a qualidade e
seguranca dos produtos. A eficacia na destruicdo dos microrganismos depende de
diversos fatores que tém que ser tidos em conta quando se procede a otimizacdo de
tratamentos com base nas altas pressbes (Patterson et al., 2007). Existe um valor de
pressdo especifico para cada microrganismo, abaixo do qual ndo ocorre a inativacao, e
acima do qual o efeito letal da tecnologia HPP tende a aumentar a medida que o nivel de
pressdo aumenta (Patterson et al., 2006).

A aplicacdo de HPP também pode ser usada para modificar as propriedades das
proteinas, controlar as enzimas relacionadas com a deterioracdo dos alimentos (Messens
et al., 1997; Hendrickx et al., 1998) ou para alterar as propriedades fisicas destes
(Matser et al., 2000a). As enzimas variam muito na sua barossensibilidade: algumas séo
inativadas a temperatura ambiente por presses de poucos MPa, ao passo que outras
conseguem resistir a pressdoes de 1000 MPa, ou, por vezes, ainda tendem a ter a sua
atividade aumentada (Fellows, 2000). Tanto a ativacdo como a inativacao das enzimas é
fortemente dependente do valor de temperatura, de pH e da composic¢do do substrato
(Fellows, 2000).

Nos produtos de origem vegetal normalmente um tratamento térmico como o
branqueamento por agua a ferver é usado para estender o tempo de prateleira, visto que
0 branqueamento reduz o numero de microrganismos e inativa enzimas responsaveis
pela deterioracdo destes produtos (Bahgeci et al., 2005; Olivera et al., 2008; Volden et
al., 2009). Contudo, os tratamentos térmicos podem provocar perdas de componentes
importantes devido a degradagdo térmica provocada pelo aquecimento (Rungapamestry
et al., 2007; Olivera et al., 2008; Volden et al., 2008, 2009).
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A cor, o0 sabor e a textura sdo caracteristicas importantes na qualidade de frutas e
hortofruticolas, e apresentam-se como os principais fatores que afetam a aceitacdo e
escolha destes produtos por parte dos consumidores. Pelo facto das suas delicadas
qualidades sensoriais serem influenciadas adversamente pelos tratamentos térmicos
convencionais, a tecnologia de altas pressdes possui 0 potencial necessario para ser
utilizada neste tipo de alimentos (Basak & Ramaswamy 1998). O processamento por
HPP pode preservar o valor nutricional (Oey et al., 2007; Sancho et al., 1999) e as
propriedades organoléticas de vegetais devido ao seu efeito limitado nas ligacOes
covalentes entre compostos de reduzida massa molecular (Oey et al., 2008; Ahmed &
Ramaswamy, 2006; Basak & Ramaswamy 1998).

No entanto, os alimentos sdo matrizes complexas e onde 0s varios componentes que
fazem parte da sua constituicdo estdo em constante coexisténcia e interacdo. Assim
sendo, vérios fendmenos podem ocorrer em simultdneo ou separadamente quando se
submetem os vegetais a tecnologia HPP, tais como: rutura das paredes e membranas
celulares, processos de degradacdo por parte de enzimas, diversos tipos de reacdes
quimicas e modificacdo de componentes, como inativa¢do de enzimas ou desnaturacdo
de proteinas (Oey et al., 2008).

Para obter o efeito desejado na textura e na cor dos alimentos, diferentes
combinagbes de pressdo/temperatura podem ser usadas. Ndo obstante a qualidade dos
produtos submetidos a tecnologia de Altas Pressdes Hidrostaticas, esta pode-se alterar
ao longo do tempo de armazenamento, devido a existéncia de possiveis reagdes
quimicas, tais como, oxidacdes e reacdes bioquimicas com enzimas ou microrganismos

enddgenos que ndo tenham sido completamente inativados (Oey et al., 2008).

1.5.3 Efeitos na textura de hortofruticolas

As alteracdes que ocorrem em hortofruticolas podem ser associadas a alteracdes e
transformacfes nos polimeros que fazem parte da composicdo da parede celular, que
ocorrem devido a reagBes enzimatica e reagdes ndo enzimaticas (Sila et al., 2008; Oey
et al., 2008). Devido a rutura das células, as altas pressdes facilitam a ocorréncia deste
tipo de reacdes, os substratos, 0s ides e enzimas que de outro modo estariam localizados
em diferentes compartimentos celulares séo libertados e interagem uns com 0s outros
durante os tratamentos HPP (Oey et al., 2008).
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A interacdo entre 0os componentes estruturais de vegetais e as mudancgas de
transiente envolvidas durante o armazenamento e/ou o processamento é extremamente
importante no que diz respeito a eventuais alteracdes na textura deste tipo de produtos
(Sila et al., 2008).

O impacto da tecnologia de Altas PressGes Hidrostaticas (100-400 MPa/5-60
min/temperatura ambiente) em diferentes frutas e legumes, tais como magd, péra,
laranja, cenoura, ananas, aipo e pimento foi estudado Basak & Ramaswamy (1998).
Estes autores notaram uma rapida perda de textura logo no inicio do tratamento, ao
passo que no decorrer do tempo em que 0s alimentos estiveram sujeitos a pressdo, a
firmeza ou decrescia mais ou entdo verificava-se uma recuperagdo gradual desta. A
perda inicial de textura destes vegetais era mais acentuada a pressdes mais elevadas, ao
passo que a recuperacao parcial da textura foi mais evidenciada a pressdes reduzidas. A
100 MPa a péra foi o fruto que mais foi influenciado pela presséo, ao passo que a uma
pressdo de 200 MPa a maga foi mais sensivel que a péra.

Um amolecimento devido ao uso da pressao foi também observado em tomate
cereja (Tangwongchai et al., 2000). Pressdes entre 200 a 400 MPa (20°C durante 20
minutos) resultou num aumento dos danos na textura, enquanto que, pressdes superiores
a 400 MPa (500 e 600 Mpa/20°C/20 minutos) conduziram a um menor dano na textura
dos tomates. O amolecimento dos tomates cereja tratados com altas pressfes de 200 a
400 MPa pdde dever-se a atividade simultanea da enzima pectinametilesterase (PME) e
da poligalacturonase (PG).

O efeito da variedade também se fez sentir. Boynton et al. (2012) submeteu duas
espécies de manga (Tommy atkins e Keitt) a tratamentos de altas pressées (300/600 MPa
durante 1 minuto). Os resultados mostraram que houve uma reducdo da firmeza das
mangas da espécie Tommy atkins, mas ndo na espécie Keitt.

Por sua vez Clariana et al. (2011) observaram que ap0s o processamento de nabos
por altas pressdes (200, 400 e 600 MPa durante 5 minutos a 20°C ou 40°C) houve um
decréscimo da sua dureza em todos os tratamentos efetuados. Ensaios de 200 MPa a
40°C obtiveram melhores resultados em termos de retencdo da dureza do que os
restantes ensaios, em contraste com a pressdo de 400 MPa foi a que apresentou uma
maior reducdo da textura.

As propriedades reoldgicas de produtos como purés, polpas e sumos de frutas e
vegetais podem também ser influenciadas pelos tratamentos HPP. Os efeitos observados

dependem das condi¢des dos ensaios, bem como do tipo de fruta ou vegetal que € usado
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(Oey et al., 2008). A viscosidade de mangas foi estudada e verificou-se que era
aumentada ap0ds tratamentos HPP a 100 ou a 200 MPa (20°C/ 15 ou 30 minutos),
enguanto que uma reducdo da viscosidade foi observada ap6s o tratamento a 300 e 400
MPa (20°C/ 15 ou 30 minutos) (Ahmed et al., 2005).

Segundo diversos autores (Plaza et al., 2003; Sanchez-Moreno et al., 2006; Verlent
et al., 2006) a viscosidade de polpa de tomate apresentou um decréscimo acentuado a
pressdes menores que 400 MPa, mas é aumentada a niveis altos de pressdo, como a 500

MPa combinados com temperaturas até 60°C.

1.5.4 Efeitos na cor de hortofruticolas

O tratamento com altas pressfes (a temperaturas baixas ou moderadas) tem um
efeito reduzido nos pigmentos responsaveis por conferir cor as frutas e vegetais
(clorofila, carotenoides, antocianinas, entre outros). Todavia durante o tempo de
armazenamento, estes pigmentos podem sofrer alteracdes devido a incompleta
inativacdo de certas enzimas e microrganismos, que podem levar a que ocorram reacoes
quimicas (enzimaticas ou ndo enzimaticas) indesejadas nos alimentos (Oey et al., 2008).

As clorofilas a e b tém diferentes tipo de estabilidade em relacdo a pressdo e
temperatura. A temperatura ambiente tanto a clorofila a e b exibem uma grande
estabilidade em relacdo a pressdo; no entanto, a temperatura superiores a 50°C, as altas
pressOes afetam a sua estabilidade, sendo que a clorofila a é a é mais sensivel ao
aumento de temperatura. (Oey et al., 2008).

O tratamento de vegetais verdes com altas pressdes a temperatura ambiente ou a
temperaturas moderadas resulta em reduzidas alteragdes na cor destes. Em muitos casos,
a cor verde torna-se por vezes ainda mais intensa (reducgéo dos valores de L*, a* e b*),
como observou Krebbers et al (2002) quando submeteu feijdo-verde a um tratamento
HPP de 500 MPa a temperatura ambiente durante 1 min. Este fendmeno pode ser
resultante do rompimento da parede celular das células durante o tratamento, o que leva
a que a clorofila migre para o espaco intercelular produzindo assim uma cor verde mais
intensa e brilhante aos vegetais (Oey et al., 2008). Durante o tempo de armazenamento
a cor verde dos vegetais tratados com altas pressdes a temperatura ambiente altera-se
para uma coloracdo amarela pélida (decréscimo nos valores de a*), provavelmente

devido a reacOes de oxidagdo. Os vegetais pressurizados a elevadas temperaturas néo
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apresentaram alteracdes na sua coloragdo durante o armazenamento, em resultado da
inativacao de determinadas enzimas (Oey et al., 2008).

Por sua vez, os carotenoides sdo bastantes estaveis quando submetidos a pressdes
elevadas (Oey et al., 2008).

As antocianinas sdo estaveis durante tratamentos HPP a temperaturas moderadas,
como observou Garcia-Palazon et al. (2004) em framboesas e morangos submetidos a
pressdes de 800 MPa (18-22°C/15 minutos). No entanto, durante 0 armazenamento em
produtos de origem vegetal submetidos a tratamentos com altas pressées observou-se
que estes pigmentos ndo sdo estaveis durante esse periodo. Kouniaki et al. (2004)
observou que diferentes tipos de antocianinas presentes em groselhas armazenadas
durante 7 dias a diferentes condi¢bes de armazenamento (5, 20 e 30°C) tiveram
diferentes tipos de estabilidade. Existem diversas hipoteses para 0s mecanismos que
levam a degradacdo de antocianinas presentes em vegetais e frutas sujeitos a tecnologia
de altas pressdes hidrostaticas Além da instabilidade dos pigmentos, o escurecimento
desempenha um papel fundamental na descoloracdo de alimentos submetidos as altas
pressdes. Em produtos a base de fruta, ndo se verificou diferencas visuais de cor
(baseadas nos valores de L*, a* e b*) imediatamente a seguir a tratamentos HPP, por
exemplo em sumos de uva submetidos a diferentes tratamentos de altas pressoes
(Daoudi et al., 2002) ou em polpa de mangas (Ahmed et al., 2005).

Durante o armazenamento, ocorre a descoloracdo de alimentos pressurizados
devido ao acastanhamento enzimatico (Oey et al., 2008). Diversos autores corroboram
esta afirmacdo, sendo no entanto de salientar que a adi¢do de acido ascorbico e cisteina
inibe a acdo da polifenoloxidase, o que resulta num menor acastanhamento.

A estrutura e a pigmentacdo dos alimentos interagem entre si e afetam tanto a cor
como a translucidez/opacidade destes. As alteracbes na cor em hortofruticolas
pressurizados podem ser relacionadas com modificacdes nas suas propriedades texturais
(Oey et al., 2008). Este fendmeno foi observado em polpa de tomate, sujeita a
tratamentos de altas pressdes (400 MPa/25°C/15 min) que resultaram num aumento no
valor de L*, que indica uma mudanca na cor observada na superficie da polpa de

tomate, tornando-a mais clara (Sanchéz-Moreno et al., 2006).
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1.5.5 Efeitos sobre os microrganismos

A membrana dos microrganismos € constituida por uma bicamada, uma externa ou
hidrofilica (formada por acidos gordos) e uma interna ou hidrofébica (formada por
glicerol). A pressdo exercida sobre a célula microbiana leva a uma reducéo do volume,
afetando assim a permeabilidade desta e originando danos ou morte celular (Patterson et
al., 2006).

A pressdo ndo inibe, nem destréi uma funcéo celular especifica mas interfere numa
combinacdo de processos, que sdo reversiveis a baixas pressfes (< 200MPa) mas
irreversiveis a altas pressdes (> 300MPa). Assim, a morte celular resulta de multiplos
danos que ocorrem no interior da célula, como a destabilizacdo estrutural e a integridade
funcional da membrana citoplasmaética, a desnaturacdo das proteinas e a inibicdo de
mecanismos genéticos (Hugas et al., 2002; Wells-Bennik et al., 2008).

A membrana celular é o componente da célula mais afetado pelas altas pressoes
(Hugas et al., 2002; Patterson, 2005; Aymerich et al., 2008). A sua flexibilidade tem
grande importancia na inativacdo por pressao, verificando-se que, quanto mais rigida é a
membrana, maior é a resisténcia a pressdo (Téllez-Luis et al., 2001; Wells-Bennik et al.,
2008).

Por outro lado, a tecnologia de altas pressdes provoca alteragdes do funcionamento
de enzimas responsaveis pelo crescimento de microrganismos, diferindo as enzimas na
sua capacidade de suportar a pressao (Pereda et al., 2004; Patterson, 2005; Rendueles et
al., 2011).

No entanto, um tratamento de alta pressdo nem sempre inativa completamente 0s
microrganismos presentes no substrato, podendo alterar uma por¢do de bactérias, que se

podem recuperar ap0s o tratamento (Patterson, 2005).

1.5.5.1 Fatores intrinsecos relacionados com o alimento que influenciam a eficacia

das altas pressdes sobre os microrganismos

A barotolerancia dos microrganismos presentes num determinado alimento depende
do pH, da a,, e da presenca de outros constituintes, como o sal e o agucar.

O pH dos alimentos é um dos fatores que afeta o crescimento e a sobrevivéncia dos
microrganismos, tendo em conta que todos os microrganismos tém um pH O6timo,

favoravel ao seu crescimento (Norton & Sun, 2008). O tratamento por altas pressdes €
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caracterizado por alterar o pH do meio, diminuindo-o, uma vez que favorece a ionizagéo
de &cidos orgéanicos (agentes inibidores do crescimento microbiano) presentes na forma
dissociada (Smelt, 1998; Téllez-Luis et al., 2001; Diez et al., 2008).

O pH do meio ndo so6 garante a inativacdo da flora microbiana durante o tratamento
com altas pressbes, como inibe o crescimento das células danificadas pela pressao
(Smelt, 1998; Patterson, 2005).

Em geral, constata-se que um pH acido aumenta a sensibilidade dos
microrganismos as altas pressdes, ainda que haja que ter em conta que bolores e
leveduras sdo resistentes a baixo pH e dificilmente s&o inativados pela pressao a pH
<4,0 (Smelt, 1998; Pereda et al., 2004). As altas pressdes combinadas com um baixo pH
permitem a diminuicdo da viabilidade de células pressurizadas de muitos patogénicos,
como a Listeria monocytogenes (Ritz et al., 2000).

A reducdo da atividade da &gua tem um efeito baroprotetor sobre o0s
microrganismos, ou seja, baixos valores de a, conferem protecdo das células
microbianas contra a tecnologia de altas press@es (Garriga et al., 2004; Patterson et al.,
2006; Aymerich et a.l, 2008; Yordanov & Angelova, 2010; Demazeau & Rivalain,
2011). Um valor de a, reduzido provoca uma atrofia celular e um espessamento da
membrana celular, reduzindo o tamanho da célula com o consequente aumento da
tolerancia (Wells-Bennnik, et al., 2008). Assim, valores inferiores a 0,90 conferem um
efeito protetor relativamente a pressdo, independentemente dos solutos (sacarose,
glucose ou NaCl) que sejam utilizados para reduzir a a,, do produto (Rendueles et al.,
2011).

A composicdo quimica do substrato influencia a resposta dos microrganismos a
pressdo a que estdo sujeitos, apresentando comportamentos distintos em diferentes
alimentos (Patterson et al., 2006).

Alimentos contendo altos teores de hidratos de carbono, proteinas e lipidos tém um
efeito protetor na inativacdo bacteriana, aumentando a resisténcia microbiana a pressdo
(Patterson, 2005; Rendueles et al., 2011).

1.5.5.2 Fatores relacionados com os préprios microrganismos

Relativamente aos proprios microrganismos, verifica-se que as bactérias gram-
positivas s80 mais resistentes a pressdo em comparacdo com as bactérias gram-

negativas, fungos e leveduras. Os esporos sdo as formas mais resistentes pois apenas sao
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inativados a pressdes superiores a 1000 MPa. No caso dos virus, por serem um grupo de
organismos muito heterogéneos, a sua resisténcia a pressdo varia consideravelmente
(Fonberg-Broczel et al., 2005; Rubio et al., 2007; Marcos et al., 2007; Latorre-
Moratalla, 2007; Diez et al., 2008; Escriu & Mor-Mur, 2009; Ananou et al., 2010 e
Clariana et al., 2011).

A suscetibilidade aos agentes externos (ex: altas pressdes) por parte das bactérias
gram-negativas pode ser explicada pelo facto de estas possuirem uma maior
complexidade da membrana celular, tornando-os mais suscetiveis a mudancas
ambientais causadas pela pressao (Murchie et al., 2005; Aymerich et al., 2008).

Também as diferencas na composicdo quimica e nas propriedades estruturais da
membrana celular dos microrganismos determinam as diferencas na resisténcia a altas
pressdes (Rendueles et al., 2011). A pressdo, também afeta outros constituintes da
célula, como mitocdndrias e o citoplasma (Smelt, 1998).

Os organismos com maior grau de organizacao e complexidade estrutural sdo mais
sensiveis a acdo das altas pressbes. Assim, 0s procariotas sdao normalmente mais
resistentes a pressao que estruturas eucariotas. As leveduras estdo entre 0s organismos
mais sensiveis (Patterson, 1999).

Os microrganismos psicrotroficos, que crescem a baixas temperaturas e contém
elevados niveis de acidos gordos polinsaturados, sdo, regra geral, mais resistentes a
pressdo, devido ao facto do fluido da membrana, rico em &cidos gordos insaturados, ser
responsavel pela resisténcia a efeitos letais da tecnologia de altas pressdes (Rendueles et
al., 2011).

A flora microbiana enddgena dos alimentos €, também, mais resistente a pressdo do
que os microrganismos utilizados como starters (Lopéz-Caballero, 2002).

Quase todos 0s microrganismos podem crescer até valores de 20-30 MPa e podem
ser agrupados em diferentes grupos consoante os niveis de pressdo a gque estes resistem.
Os que sobrevivem a pressdes mais altas (40-50 MPa) sdo denominados de bardfilos,
sendo os baréfobos incapazes de crescer a pressdes de 30-40 MPa. Os microrganismos
euribaricos crescem num intervalo 1-50 MPa, ao passo que os baroduricos sobrevivem a
pressdes de 50-200 MPa (Tellez-Luis et al., 2001).

Segundo Pereda et al. (2004) e Cheftel & Culioli (1997) as altas pressées produzem
danos sub-letais nas células microbianas que ap6s um periodo de adaptagdo podem-se
recuperar e multiplicar de novo no alimento, o que tem importancia na eficicia do

tratamento.
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1.6 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar os efeitos da tecnologia de altas
pressdes hidrostaticas (HPP) nos atributos de qualidade do cogumelo Pleurotus
ostreatus, bem como, estudar a eficicia de tratamentos com base na tecnologia HPP
como alternativas viaveis para o aumento do tempo de vida Util destes cogumelos.

Para tal, levou-se a cabo um plano de trabalhos que incluiu a utilizacdo de técnicas
analiticas microbiologicas e técnicas de avaliagdo instrumental de parametros fisicos é
quimicos em cogumelos P. ostreatus submetidos a diferentes combinacbes de
tratamentos pos-colheita:

a) Cogumelos frescos sem qualquer tratamento (Controlo);

b) Cogumelos frescos sujeitos a um tratamento HPP;

c) Cogumelos frescos sujeitos a um tratamento com &cido citrico;

d) Cogumelos frescos sujeitos a um tratamento combinado (&cido citrico +
HPP)
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2.1 Obtencao e preparacdo de amostras

Os cogumelos Pleurotus ostreatus foram adquiridos num entreposto industrial de
producdo e comercializacdo de cogumelos localizado em Paredes (distrito de Porto,
Portugal). Assegurou-se a obtengdo de cogumelos ainda incorporados nos respetivos
cachos recém-colhidos.

Os cachos foram colocados e transportados em caixas térmicas com acumuladores
de frio durante a deslocacdo até as instalacGes onde foram efetuados os ensaios de alta
pressdo (Universidade de Aveiro, Aveiro, Portugal).

Uma vez nestas instalagdes, procedeu-se a uma inspecao visual dos cachos, e a
partir daqueles com melhor aparéncia (mais integros e mais frescos) escolheram-se e
destacaram-se os corpos frutiferos intactos que se mostravam relativamente uniformes e
em dimensdo e cor. O destaque foi feito com um Unico corte, por faca afiada e
desinfetada com &lcool a 96%.

Depois fez-se a distribuicdo aleatoria dos cogumelos pelos grupos previamente

estabelecidos (Figura 9).

Avaliagio nutricional

Controlo - (C)

HPP - (P)

\ Ensaios de conservagio <

dcido citrico - (A)

K dcido citrico + HPP -
(AP)

Figura 9. Grupos de amostras estabelecidos para 0s ensaios de conservacao.
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Uma parte dos cogumelos foi separada para fazer a avaliagdo nutricional dos
cogumelos frescos, tendo sido transportados até ao laboratorio em arcas térmicas com
acumuladores de frio.

Os restantes cogumelos destinaram-se aos ensaios de conservacao, tendo sido
distribuidos em quatro grupos, identificados com as siglas C, P, A, AP:

C — grupo de controlo, que pretendeu simular as condi¢des de conservacao
convencional para este tipo de cogumelos em fresco, pelo que se colocaram quatro
cogumelos em cada cuvete de poliestireno, que depois foram envoltas numa pelicula de
policloreto de vinil (PVC);

P — grupo de cogumelos que foram submetidos a um tratamento e altas pressoes,
sem mais nenhum tratamento adicional,

A — grupo constituido por cogumelos imersos numa solucdo de &cido citrico
(1%), sem mais nenhum tratamento adicional. A propor¢do acido:cogumelo foi
aproximadamente 7:1;

AP — grupo de cogumelos sujeitos ao mesmo tratamento de altas pressfes que 0
grupo P, mas imersos na solucdo de &cido citrico na proporcdo 7:1 (acido:cogumelo).

As amostras dos grupos P, A e AP foram colocados dentro de sacos de
poliamida/polietileno de baixa permeabilidade (PA/PE-90, Albipack, Agueda, Portugal)
(Figura 10).

Figura 10. Cogumelos embalados e sujeitos a tecnologia de altas pressdes: amostra

P (a esquerda) e amostra AP (& direita).

31



Material e Métodos

Em cada saco e em cada cuvete eram colocados quatro cogumelos. As amostras P
eram seladas a vacuo e as amostras A e AP era retirado o excesso de ar e seguidamente
termoseladas.

Nas amostras C, P, A e AP foram feitas determinacGes instrumentais de cor e
textura, separadamente no pé e no chapéu de cada cogumelo individualmente, de pH e
de Solidos Sollveis Totais, bem como avaliagdo microbiologica.

Nas amostras controlo houve quatro cuvetes com cogumelos embalados na forma
convencional que foram monitorizados individualmente relativamente a cor e perda de
massa durante o periodo de 21 dias.

Esta amostragem foi feita por duas vezes, correspondendo a dois lotes distintos de
dois fluxos diferentes de frutificacao.

Apdbs preparadas todas as amostras, estas foram conservadas em refrigeracdo
durante 21 dias, tendo sido retiradas para as analises previstas aos dias 3, 7, 14 e 21

além do dia inicial.

2.2 Ensaios tecnoldgicos

Os ensaios de altas pressdes foram feitos por pressao hidrostatica (Hiperbaric 55,
Hiperbaric, Burgos, Espanha). Este equipamento tem um vaso com 200 mm de diametro
interno e 2000 mm de comprimento, tendo uma pressao de trabalho maxima de 600
MPa (Figura 11).

O equipamento encontra-se ligado a uma unidade de refrigeracdo (RMA KH 40 LT,
Ferroli, San Bonifacio, Italia) que permite controlar a temperatura da agua de entrada
que servira como fluido de compressdo, contudo definiram-se 0s ensaios com agua a
temperatura ambiente.

As amostras de cogumelos foram tratadas a 600 MPa durante 10 minutos.
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Figura 11. Equipamento de Altas PressGes Hidrostaticas utilizado.

2.3 Avaliagdo nutricional dos cogumelos frescos

2.3.1 Preparacdo da amostra

No proprio dia de colheita e da desmancha dos cachos, os cogumelos frescos
(chapéu e pé) foram cortados em pedacos mais pequenos e divididos em dois grupos.

Um deles foi imediatamente congelado (-21 °C) e subsequentemente liofilizado.
Apos a liofilizagdo os cogumelos foram triturados e passados por um crivo de 1mm para

selecionar somente as particulas de menores dimensdes (Figura 12).

Figura 12. Cogumelos liofilizados, triturados e crivados.
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Apos este processo a amostra foi armazenada a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz, até posterior analise para determinacao dos teores de gordura bruta e proteina bruta.
O outro grupo foi de imediato homogeneizado num homogeneizador IKA-Ultra-

Turrax T25 Basic e utilizado para a determinacdo dos teores de humidade e cinza bruta.

2.3.2 Humidade

O conteudo em humidade dos cogumelos foi determinado pelo método
gravimétrico por secagem em estufa a 105 + 2 °C até peso constante, segundo método
AOAC (1995).

Os ensaios foram feitos em triplicado e o teor de humidade foi expresso em

percentagem e calculado de acordo com a seguinte equacéo:

) Pf —Ps
% Teor de Humidade = Toma de Amostra x 100

Sendo:
Pf= Peso do pesa-filtros com amostra fresca

Ps= Peso final do cadinho com amostra seca

2.3.3 Cinza bruta

O teor em cinzas dos cogumelos foi obtido por calculo gravimétrico, de acordo com
0 método AOAC (2000), mediante incineracdo em mufla a 550 + 15°C.
Os ensaios foram elaborados em triplicado e o resultado do teor em cinzas foi

expresso em percentagem em base seca.

2.3.4 Gordura bruta

A quantificacdo dos lipidos foi feita pela extracdo com éter de petroleo, de uma
massa conhecida da amostra liofilizada, usando um aparelho de Soxhlet.

Apos a extragdo e recolha do solvente os balGes foram colocados numa estufa 100 £
2 °C e foram feitas pesagens até o peso estabilizar.

Os resultados foram expressos em percentagem em base seca.
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2.3.5 Proteina total

O conteudo em proteina bruta foi estimado segundo o método Kjeldahl. Pesou-se 1
g de amostra para tubo de Kjeldahl, de seguida adicionou-se duas pastilhas de
catalisador e 15 mL &cido sulfurico (H,SO4 concentrado).

Posteriormente procedeu-se a digestdo completa num bloco digestor a uma
temperatura de 400 + 50 °C. Deixaram-se arrefecer as amostras e levaram-se ao sistema
de destilacdo/titulacdo de Kjeldahl (Velp Scientifica UDK 152), obtendo-se assim 0s
valores percentuais de azoto, convertidos depois em proteina bruta pela utilizacdo do
fator de converséo utilizado para cogumelos (4,38).

Os resultados foram expressos em percentagem em base seca.

2.3.6 Hidratos de carbono

Apds a determinacdo do teor em agua, cinzas, proteina e gordura fez-se a estimativa

do teor de hidratos de carbono através da seguinte equacao:

Teor de Hidratos de Carbono (% b.s.) = 100% Matéria Seca - [Gordura (% b.s.) +
Proteina (% b.s.) + Cinza (% b.s.)]

2.3.7 Valor energético
Apos as determinacgdes dos teores dos dos nutrientes energéticos fez-se a estimativa
do valor energético expresso, em kcal/100 g de matéria seca, através da seguinte

equacéo:

Valor energético (kcal/100g m.s.) = 4 x (Hidratos de Carbono (g/100g m.s.) +
Proteina (g/100g m.s.)) + 9 x Gordura (g/100g m.s.)
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2.4 Indicadores de qualidade fisico-quimicos dos cogumelos conservados

2.4.1 Perda de massa

Fez-se a monitorizagdo da perda de massa ao longo do periodo de conservagdo num
conjunto de cogumelos distribuidos por quatro cuvetes, envoltos por pelicula aderente e
armazenados no frigorifico a 4 °C, simulando as condi¢cGes comerciais de conservacao.
A perda de massa foi determinada pesando os cogumelos inteiros, separadamente em
cada dia de amostragem. A perda de massa foi expressa em percentagem de perda de
peso em relacéo ao peso inicial do cogumelo.

i—Pn
Perda de massa (%) = [ ] x 100

Sendo:
Pi= Peso inicial do cogumelo (dia 0)

Pn= Peso do cogumelo ao dia especificado
2.4.2 Cor

Realizou-se a analise da cor utilizando um colorimetro Minolta CR-400, no espaco
de cor CIELab através das cordenadas L*, a*, b*, C* usando o software Spectra Magic
Nx (versdo CM-S100W 2.03.0006, Konica Minolta Company, Japéo) e recolheram-se
os valores correspondentes as coordenadas crométicas L*, a*, b* do espaco de cor
CIELAB, correspondendo o parametro L* a luminosidade, o a* ao conteltdo de
vermelho a verde, e 0 b* ao conteudo de amarelo a azul.

Além destes ensaios também se realizou em paralelo ensaios noutro grupo de oito
cogumelos. Estes cogumelos eram armazenados em cuvetes envoltos com pelicula
aderente e armazenados no frigorifico a 4°C. Os ensaios deste grupo serviram para ver a
evolugéo da cor ao longo do tempo e nos mesmos cogumelos, servindo assim este grupo
de controlo da cor como um indicador do comportamento da cor para comparagdo com
as diferentes condicGes de armazenamento.

As medicGes de cor foram realizadas em quatro pontos da face superior do chapéu

do cogumelo; num quadrante escolhia-se um ponto do chapéu e no quadrante oposto
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escolhia-se um ponto mais interior. Obtiveram-se 4 leituras por cogumelos, e cada
amostra continha quatro cogumelos, pelo que se obtiveram valores médios de 16
leituras para cada parametro medido no chapéu (L*, a*,b*). No pé de cada cogumelo foi
feita uma leitura, pelo que os resultados em cada amostra sdo expressos como média de
4 valores.

A fim de analisar a variacéo de cor, foi calculado também a variac&o total de cor

(AE*) pela seguinte equacéo (Clariana et al., 2011):

AE* = J(AL*) +(Aa*) +(Ab*)?
2.4.3 Textura

Na avaliacdo instrumental da textura dos cogumelos utilizou-se um teste de corte,
usando-se para o efeito um texturometro INSTRON equipado com uma célula de corte
Warner-Bratzler. O parametro de textura determinado foi a dureza experimental, que foi
definida como a for¢a maxima necessaria para cortar a amostra.

Para estes ensaios segui-se a metodologia realizada por Yurttas et al. (2014), com
algumas alteracdes. Em primeiro lugar, fazia-se a separacdo dos pés de cada cogumelo
do respetivo chapéu, ja que cada parte do cogumelo era testada individualmente. Para os
ensaios efetuados no chapéu, duas rodelas de aproximadamente 2 cm de didmetro eram
obtidas através do corte com um cortador de rolhas no chapéu de cada cogumelo e
colocada sobre a outra.

Para cada cogumelo obteve-se assim um par de valores correspondente a forca de
corte do pé e a forca de corte do chapéu desse mesmo cogumelo, tendo sido testados
quatro cogumelos por tratamento de conservacdo, por dia de analise.

Os resultados foram expressos em kgf.
2.4.4 pH

Para estes ensaios, as amostras de cogumelos frescos foram homogeneizadas (IKA-
Ultra-Turrax T25 Basic) e o pH medido num potencibmetro (HI 8417 Hanna
Instruments) previamente calibrado, imergindo-se o elétrodo do potenciometro no
homogeneizado da toma de amostra e procedendo-se a leitura.

Foram feitas medi¢des em triplicado para cada condicdo de conservacdo em cada

dia de analise.
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2.4.5 Solidos solUveis totais

Para a determinacéo do teor de sélidos solGveis totais (SST), utilizou-se como base
o protocolo referenciado no Regulamento (CEE) N° 558/93. Uma toma da amostra
homogeneizada (mesmo homogeneizado em que se mediu o pH) foi feita passar através
de uma gaze seca dobrada em quatro, e ap0s se ter separado as primeiras gotas do
filtrado, faz-se a determinacdo a partir do produto filtrado num refratdbmetro de bancada

(ABBE Refractometer Optic Ivymen ® system).

2.5 Indicadores de qualidade microbioldgica dos cogumelos conservados

Com o objetivo de avaliar a qualidade microbiolégica dos cogumelos sujeitos aos
quatro diferentes tratamentos de conservacdo, foram avaliados microrganismos
indicadores de qualidade comercial (aer6bios mesofilos e psicréfilos, bolores e
leveduras), de qualidade sanitaria (coliformes totais e fecais) e seguranca (esporos de
clostridios sulfito-redutores).

A avaliacdo da qualidade microbioldgica foi feita em duplicado e de acordo com
Normas Portuguesas, Internacionais e por kits rapidos que sdo métodos oficiais da
AOAC.

Foi usado material de uso comum de laboratério de microbiologia, sendo todo ele
lavado, passado por &gua destilada, seco na estufa e esterilizado por calor humido
(autoclave a 121°C durante uma hora).

2.5.1 Preparacao das amostras

A preparagdo das amostras foi efetuada de acordo com a NP-1829:1982.
A preparagdo e composi¢do dos varios meios de cultura utilizados encontram-se

descritas no anexo |.

2.5.2 Contagem total de microrganismos aerobios mesofilos

Na contagem total de microrganismos aerdbios mesofilos utilizou-se a norma
portuguesa NP-3788:2002 com sementeira por incorporacdo de 1 mL de cada diluicdo

decimal (dependendo da carga microbiana que se suspeitou que estivesse presente nas
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amostras em cada dia de analise) para placas de Petri contendo meio de cultura Plate
Count Agar (PCA). A contagem das colonias foi efetuada apds incubacdo das placas a
30°C durante 72 horas, sendo os resultados expressos em unidades formadoras de
colonias por grama de produto analisado (UFC/g), utilizando-se para o célculo a

seguinte formula:

yc
Vx(n1+0,1n2)xd|

UFClg =

Onde:
>C- soma das coldnias em todas as placas contadas

V- volume de in6culo semeado em cada placa

n1- nimero de placas da primeira diluicdo contada

no- nimero de placas da segunda diluicdo contada.

d- diluicdo a partir da qual se obtiveram as primeiras contagens

Os resultados foram entdo convertidos em base logaritmica do nimero de UFC/g de
amostra e s&o apresentados em Logso UFC.g™.

2.5.3 Contagem total de microrganismos aerébios psicrofilos

Na contagem total de microrganismos aerdbios psicrofilos utilizou-se a norma
portuguesa NP-2307:1987.

Procedeu-se a sementeira por espalhamento de 0,1 mL de cada diluicdo decimal
(dependendo da carga microbiana que se suspeitou que estivesse presente nas amostras
em cada dia de analise) para placas de Petri contendo meio de cultura Plate Count Agar
(PCA).

As placas foram incubadas a 7°C durante 7 dias, e o calculo das UFC/g e a
apresentacdo dos resultados foram efetuados da mesma forma que a usada para 0s

aerébios mesofilos.

2.5.4 Contagem total de bolores e leveduras

Para se efetuar a contagem total de bolores e leveduras utilizou-se 0 meio DRBC
(Dichloran Red Bengal Chloramphenicol), sendo este meio apropriado para produtos

com elevada atividade de dgua (ISO 21527-1:2008), como € o caso dos cogumelos.
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Procedeu-se a sementeira por espalhamento de 0,1 mL de cada diluicdo decimal,
dependendo da carga microbiana que se suspeitou que estivesse presente nas amostras
em cada dia de andlise, para placas de Petri contendo o referido meio de cultura.

A incubacdo das placas foi feita a 25°C e a observacao destas foi efetuada passados

3, 5 e 7 dias, sendo os resultados expressos em Log;g UFC.9™.

2.5.5 Contagem de coliformes totais e Escherichia coli

Na quantificagdo de coliformes totais e de Escherichia coli foi utilizado o sistema
Simplate (Simplate®, Bio Control).

O meio de cultura fornecido foi hidratado previamente em 9 mL de agua destilada,
inoculado com 1 mL da solucdo mée e homogeneizado com auxilio do vértex, seguindo
as recomendac0es do fabricante. Procedeu-se de igual modo para as varias dilui¢oes.

O conteudo foi vertido para placas contendo 84 pocos. O liquido foi uniformemente
espalhado pelos pocos com movimentos circulares a baixa velocidade e por fim o
excesso foi removido. As placas foram incubadas a 35°C durante 24 a 48 horas. A
enumeracao dos coliformes totais foi realizada através da contagem do niimero de pogos
em que ocorreu mudanca de cor do meio de cultura. A enumeracdo da E. coli foi
realizada através da contagem do numero de pocos em que se observou fluorescéncia,
apos a exposicdo da placa a uma lampada de radiacdo ultravioleta (UV) a 365 nm. O
namero de coliformes presentes na amostra foi calculado de acordo com a tabela

fornecida pelo fabricante.

2.5.6 Pesquisa de esporos clostridios sulfito-redutores

A quantificagdo de esporos de clostridios sulfito-redutores foi efetuada segundo a
norma portuguesa NP-2262:1986.

Colocaram-se 1, 5 e 10 mL da suspensdao mée em tubos de ensaio. Os tubos foram
aquecidos em banho-maria a 80°C, durante 10 minutos. Posteriormente, as amostras
foram distribuidas pelas placas de Petri contendo meio de cultura Reinforced Clostridial
Agar (RCA) com sulfito de sodio e citrato de ferro. De seguida adicionou-se mais uma
camada de meio a placa e selou-se com parafilme. Apds solidificacdo, as placas
incubaram-se numa estufa a 37°C durante 72 horas. O aparecimento de col6nias negras

nas placas considerou-se como resultado positivo.
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2.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram executadas no software SPSS (v.22, 2013, SPSS Inc,
Chicago, IL) e consideraram-se estatisticamente significativos os efeitos cujos valores
de p foram inferiores ou iguais a 0,05. A ANOVA a trés fatores foi utilizada para
averiguar o efeito, dos trés fatores (lote, tratamento, dia), bem como a interagdo entre
eles nos diferentes parametros estudados.

Para avaliar se existiam diferencas significativas entre os diferentes tratamentos e
averiguar se ocorriam diferencas estatisticas ao longo dos dias analisados recorreu-se a
ANOVA one-way, seguida do teste post-hoc HSD de Tukey quando os pressupostos da
normalidade e homogeneidade de variancias eram cumpridos, ou com correcdo de
Welch, no caso do requisito da homogeneidade de variancias ndo se verificar, como
descrito em Maroco (2003). Nesta situacdo, quando se observou um efeito significativo
(p <0,05) foi aplicado o teste de Dunnett T3’s.

O pressuposto da distribuicdo normal da variavel dependente foi avaliado pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov com correcéo de Lilliefors (se n>50) ou pelo teste de Shapiro-
Wilk (se n <50). O pressuposto da homogeneidade de variancias foi validado pelo teste

de Levene.
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3.1 Caracterizagéo nutricional dos cogumelos Pleurotus ostreatus

A Tabela 3 mostra os resultados da caracterizacdo elementar dos cogumelos frescos
dos dois lotes estudados.

A 4gua é o componente maioritario dos cogumelos, tendo o lote 1 e o lote 2 um
contetdo em &gua de 91,54 + 0,05% e 90,86 £+ 0,09%, respetivamente. Estes valores
estdo dentro da gama obtida por Chang & Miles (2004).

Depois da agua, os hidratos de carbono sdo o componente mais abundante,
representando 79,84 + 0,28% e 81,22 + 0,41% do teor de matéria seca presente nos
cogumelos do lote 1 e lote 2, respetivamente. Estes valores também vao de encontro aos
descritos por Chang & Miles (2004), que descrevem valores de hidratos de carbono em
cogumelos P. ostreatus compreendidos entre 57,60 e 81,80 g/100g de matérian seca. No
entanto, sdo um pouco superiores aos descritos por Furlani & Godoy (2007) e Yang et
al. (2001), com valores médios de 65,82 + 7,86 e 61,1 + 1,90 g/100g de matéria seca,
respetivamente.

Os cogumelos sdo considerados uma boa fonte de proteinas, mas o teor proteico
depende, entre outros fatores, da composi¢do do substrato, do tamanho do pileo, do
tempo de cultivo e da espécie fungica (Holtz et al., 2009). Para a grande maioria dos
alimentos, no calculo do teor de proteina € usado um fator de conversdo geral. Este
valor (6,25) assume que as proteinas contém 16% de azoto e que sdo totalmente
digeriveis. Esse fator despreza quantidades de compostos azotados ndo proteicos
presentes em alimentos e que sdo, na sua grande maioria, insignificantes. Os cogumelos,
porém, possuem uma significativa quantidade de compostos azotados ndo proteicos, na
forma de quitina, nas suas paredes celulares e tais compostos ndo sao digeriveis. Para
ndo correr o risco de sobreavaliagdo do conteudo proteico de cogumelos adota-se
habitualmente o fator 4,38. Este valor assume que apenas 70% dos compostos azotados
existentes no cogumelo sejam digeriveis pelo organismo humano (0,70 x 6,25 = 4,38)
(Furlani & Godoy, 2005). No que diz respeito ao teor em proteina total obtido,
verificou-se que o lote 1 apresentou um valor ligeiramente mais elevado deste
constituinte, com 8,23 + 0,15%, em relacdo ao lote 2, que obteve um valor de 8,1 +
0,36%.

Os cogumelos sdo muito pobres em lipidos, variando em cogumelos do género
Pleurotus entre 1,6 e 2,2% em base seca, segundo dados compilados por Chang & Miles

(2004). Por sua vez Yang et al. (2001) determinaram também em cogumelos Pleurotus
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ostreatus valores médios de gordura na ordem dos 2,16% (em base seca). Os resultados
obtidos neste estudo (Tabela 3) vém de encontro aos destes autores, com valores médios
entre 1,33 e 2,43% (base seca).

As cinzas representaram 9,98% do contetido em base seca do lote 1 e 8,78% no lote
2, valores que estdo de acordo aos descritos para este cogumelo, por Chang & Miles
(2005) e por Yang et al. (2001).

Por sua vez os valores energéticos obtidos estdo um pouco abaixo da gama de
valores compreendidos entre 345 e 367 Kcal/100g de matéria seca, descritos por Chang

& Miles (2005) para Pleurotus ostreatus.

Tabela 3. Composicéao elementar dos dois lotes de amostras estudadas (valores médios + desvio

padréo).
) i ) Valor Energético
Humidade Cinzas Gordura Proteinas  Hidratos de Carbono
Lote (kcal/100g
(% b.h) (% b.s) (% b.s) (% b.s) (% b.s) .
matéria seca)
1 9154+005 9,98+032 243+0,09 8,23+0,15 79,84 £ 0,28 303,89 + 1,49
2 9086+0,09 8,78+024 133+0,01 8,14+0,36 81,22 + 0,41 335,18 + 3,01

Em resumo, este cogumelo, em fresco, € constituido essencialmente por agua (mais
de 90%), e apresenta na matéria seca predominantemente hidratos de carbono, cerca de
80%, dos quais uma parte importante serdo indigeriveis (fibra alimentar), com principal
relevo para a quantidade de B-glucanos (Jaworska et al., 2011), mas também sais
minerais (9-10%) e proteinas (8%), sendo muito pobre em gordura (inferior a 3% da
matéria seca). Relativamente a outros géneros alimenticios, € de destacar a sua riqueza

em sais minerais, com destaque para o potassio e fésforo (Helm et al., 2009).

3.2 Indicadores fisico-quimicos da qualidade de Pleurotus ostreatus

3.2.1 Perda de massa na conservacao convencional

A Figura 13 retrata a perda percentual de massa durante 21 dias a 4°C, simulando as
condi¢cdes comerciais de embalamento e conservacdo. Como se esperava, durante o
tempo de armazenamento os cogumelos foram perdendo progressivamente massa. Esta
tera decorrido em consequéncia do processo respiratério proprio dos cogumelos e
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também da desidratacdo resultante da presenca dos cogumelos num ambiente cuja
humidade n&do era controlada e que era inferior & humidade relativa de equilibrio dos

préprios cogumelos.
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Figura 13. Perda de massa (%) dos cogumelos frescos (Média + Desvio Padrdo) conservados
em cuvetes de poliestireno envolvidas com pelicula PVC a 4°C aos dias 0, 3, 7, 14 e 21.

O lote 2 teve sempre maiores perdas de massa que o lote 1. Verificou-se uma perda
de massa mais drastica nos sete primeiros dias. Ao dia 3 as amostras do lote 1 perderam
3,41 + 1,48% da sua massa inicial e o lote 2 perdeu 5,99 + 1,80%. No dia 7 as perdas
foram de 8,44 + 2,68 e 15,08 + 2,62 no lote 1 e 2, respetivamente (Figura 13). Dada a
amplitude das diferencas entre os lotes de cogumelos submetidos exatamente as mesmas
condicdes de pds-colheita, parece ser evidente que o lote influencia a perda de massa.

Os cogumelos sdo muito suscetiveis relativamente a variagbes no nivel de
humidade do ambiente em que se encontram. Se o nivel de humidade for muito elevado
0 crescimento microbiano e o0s processos de descoloragdo séo favorecidos, ao passo que
niveis baixos de humidade resultam em modificacdes de textura indesejaveis e perdas
de massa, com a consequente reducdo do valor economico. Os cogumelos respiram,
libertando grandes quantidades de vapor de agua (Singh et al., 2010), sendo protegidos
apenas por uma estrutura epidermal porosa e fina, que ndo evita que ocorra uma
desidratacdo superficial rapida que causa perdas de qualidade importantes (Ares et al.,
2007). Humidades relativas baixas na atmosfera envolvente resultam numa perda de
agua excessiva, que ndo sé degrada a textura, mas também pode resultar no declinio da

pressdo na célula, fecho dos poros, redugdo da taxa respiratéria e incremento da
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atividade enzimatica, acelerando assim a desagregacdo celular (Singh et al., 2010).
Jayathunge & Illeperuma (2005) constataram que uma temperatura de 0°C e 95% de
humidade relativa constituiram a condicdo ideal para prolongar o tempo de prateleira de
cogumelos P. ostreatus. Bernas et al. (2006), por seu lado, afirmaram que as condicdes
de armazenamento mais favoraveis para este tipo de cogumelos se encontram entre 0°C
e 2°C com uma humidade relativa de 90%.

Nesta espécie, Villaescusa & Gil (2003) constataram que a perda de massa aumenta
com a temperatura e que se acentua com o tempo de armazenamento, indo ao encontro
de resultados de outros autores noutros tipos de cogumelos. Adiantam ainda que, pese
embora tenham feito circular no ambiente de conservacdo dos cogumelos ar bastante
himido, as perdas de massa tinham sido superiores ao que esperavam, tendo atribuido
isso ao elevado teor de humidade do cogumelo Pleutorus ostreatus e a sua elevada area
especifica. A perda de massa em cogumelos P. ostreatus foi estudada por Azevedo
(2010), tendo constatado que ap0ds 4 dias de armazenamento a 2 e 10°C os cogumelos
tinham perdido, em média 7% de massa. Ao longo dos quatro dias de armazenamento

também foi observada uma continua perda de massa por parte dos cogumelos.
3.2.2 Teor de Solidos Soluveis Totais
De modo a avaliar o efeito de cada um dos trés fatores (Lote, Tratamento e Dia),

bem como a interacdo entre os trés fatores efetuou-se uma ANOVA Multifatorial com 3
fatores. Os resultados deste tratamento estatistico estdo indicados na Tabela 4.

Tabela 4. Resultado da ANOVA a trés fatores para verificar a existéncia de efeitos

significativos de cada fator e interagdo entre eles para o valor de Solidos Solaveis Totais.

Fatores Interacdo

Lote Tratamento Dia
(Fator 1) (Fator 2) (Fator 3)

FIxF2 F1xF3 F2xF3 FL1xF2xF3

SST (OB rix) **k%* **k* * k% * k% * k% *k%k *kx

n.s.- ndo significante; **p <0,01 — correlagdo muito significativa;

*p <0,05 — correlagdo significativa; *** 1 <0,001 — correlacdo extremamente significativa.
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Com base nesta tabela observa-se que o0s trés fatores, bem como as interacdes entre
eles sdo extremamente significativas (p <0,001). Pode-se assim afirmar que todos os
fatores influénciam significativamente nos resultados de SST obtidos neste estudo.

Os resultados obtidos para o Teor de Sélidos Soluveis Totais para as diferentes

amostras analisadas utilizando a ANOVA a um fator estéo indicados nas Figura 14 e 15.
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Figura 14. Teor de Sélidos Sollveis Totais determinados para os diferentes
tratamentos de conservagdo aos dias analisados (Lote 1).
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Figura 15. Teor de Solidos Soluveis Totais determinados para os diferentes
tratamentos de conservag&o aos dias analisados (Lote 2).

Olhando aos resultados obtidos na amostra C constata-se que os valores mais
baixos de SST, 4,67 £ 0,06 °Brix — lote 1 e 5,53 + 0,15 °Brix — lote 2, foram obtidos no
dia 14, enquanto que o valor maior de STT no lote 1 (5,50 + 0,01 °Brix) foi obtido ao
dia 3 e no lote 2 (6,63 £ 0,12 °Brix) foi registado ao dia 0 (material suplementar
apresentado na Tabela 18 do Anexo Il). Ao analisar estatisticamente o valor de SST

verifica-se que, na generalidade, houve diferencas significativas ao longo do tempo de
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armazenamento, que podem estar associadas principalmente ao desdobramento dos
hidratos de carbono presentes nos cogumelos (quebrando os polissacarideos em
monossacarideos) e a desidratacdo progressiva devido a diferenca de potencial quimico
entre a atmosfera e o produto (Cortés et al., 2011; Fito et al., 2001).

Cortés et al. (2011) estudou o efeito de diferentes tipos de embalamento nas
propriedades fisico-quimicas do Pleurotus ostreatus e observaram que os valores de
SST deste cogumelo, quando embalado convencionalmente, oscilaram entre 4,3 £ 0,1
°Brix (dia 0) e 7,0 £ 0,2 °Brix (dia 6). Relativamente aos resultados obtidos neste estudo
os valores sdao da mesma ordem de grandeza aos descritos por estes autores.

No que toca aos valores obtidos para a amostra processada por HPP (P), foram
encontradas diferencas significativas (p <0,05) para os diferentes dias. No lote 1
obtiveram-se valores compreendidos entre 7,57 + 0,15 °Brix (dia 14) e 6,13 + 0,25 °Brix
(dia 21). Os valores do lote 2 variaram entre 7,73 + 0,15 °Brix (dia 14) e 7,20 £ 0,17
°Brix (dia 3).

A amostra A apresentou ao dia 0 o valor mais alto em ambos os lotes, enquanto que
o valor mais reduzido de °Brix foi obtido no dia 21. Esta amostra apresenta diferencas
significativas (p <0,05) ao longo do tempo de armazenamento, onde os valores vao, em
geral, diminuindo progressivamente ao longo do tempo.

Por sua vez os resultados obtidos para a amostra AP mostram que o valor de SST
mais elevado foi obtido ao dia 14 (1,63 £ 0,06 °Brix — lote 1 e 1,37 + 0,06 °Brix — lote
2) ao passo que no lote 1 foi no dia 3 que o resultado obtido foi mais diminuto (1,03 +
0,06 °Brix). No lote 2 os valores menores de SST foram obtidos ao dia 7 e dia 21, com
um valor de 1,13 °Brix em ambos os dias. Ao longo do tempo verificaram-se diferencas
significativas entre alguns dos dias analisados.

Em todos os dias de analise a amostra que apresentou valores de SST superiores foi
a amostra P, seguida pela amostra C, pela amostra A e, por fim, pela amostra AP. Ao
longo dos dias observou-se que existiram diferencas significativas (p <0,05) entre 0s
tratamentos em todos os dias em que as amostras foram analisadas, o que indica que o
tratamento de altas pressdes influencia bastante este indicador.

Visto que na bibliografia ndo se encontram registo do efeito da tecnologia HPP no
teor de Solidos Soluveis Totais em cogumelos, optou-se por comparar os efeitos obtidos
por esta tecnologia em outros produtos hortofruticolas. O facto do tratamento HPP
afetar significativamente (p <0,05) o Teor de Solidos Soluveis Totais vai de encontro ao

obtido por outros autores em diferentes matrizes alimentares, como Boynton et al.
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(2002), Vazquez-Gutiérrez et al. (2011) e Rios-Romero et al. (2012) que verificaram
diferencas no SST provocadas pelo tratamento com altas pressdes hidrostaticas em
mangas, diospiros e romas, respetivamente. A tecnologia HPP pode fazer com que os
produtos vegetais sofram ruturas e desarranjos nas suas paredes e membranas celulares
(Préstamo & Arroyo, 1998) o que leva a libertacdo da agua no interior das células,
conduzindo, a um aumento de SST. Possivelmente sera esta a explicagdo para o
aumento deste indicador nos cogumelos processados com altas pressoes.

A amostra A possui um valor de SST bastante baixo comparativamente as amostras
C e P, o que pode ser explicado pelo facto de esta amostra estar imersa numa solucdo de
acido citrico a 1% pouco concentrada, o que faz com que haja a difusdo de solutos do
interior das células para o meio exterior, a favor do gradiente de concentracdo, onde 0s
sais e acUcares presentes no meio mais concentrado (células do cogumelo) migram para
0 meio menos concentrado (solucéo &cido citrico) até se atingir um equilibrio (Raven et
al., 2001).

Comparativamente as restantes, a amostra AP obteve ao longo dos diferentes dias
sempre o valor mais baixo de entre todas as amostras e foi a que apresentou mais
diferencas relativamente ao controlo. Estes resultados podem ser consequéncia da
migracdo de solutos para o meio envolvente (solucgéo acido citrico) menos concentrado,
ter sido ainda mais favorecida pelos efeitos da tecnologia de HPP nas paredes e
membranas celulares das células do cogumelo, isto é, a alta pressdo favoreceu a difusao
do interior das células para o exterior pelo rompimento e distirbio das membranas e
paredes celulares das células dos cogumelos.

O efeito da presenca do &cido citrico (1%) em contacto com o cogumelo diminuiu
drasticamente o teor de SST.

Ja o efeito da tecnologia de altas pressdes isoladamente € de aumentar os valores de
SST, mas em cogumelos imersos no acido citrico a 1%, acentuou a difuséo dos solutos

celulares para 0 meio exterior.

3.2.3 pH

Para se observar o efeito de cada um dos trés fatores (Lote, Tratamento e Dia), bem
como a interagéo entre eles optou-se pela elaboragdo de uma ANOVA Multifatorial a 3

fatores, estando os resultados representados na Tabela 5.
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Tendo em conta os resultados da ANOVA Multifatorial, os trés fatores e as suas
interages sdo significativas a um nivel de 0,1%. Pode-se assim afirmar que todos os

fatores tém uma influéncia grande nos valores de pH medidos.

Tabela 5. Resultado da ANOVA a trés fatores para verificar a existéncia de efeitos
significativos de cada fator e interagdo entre eles para o valor de pH.

Fatores Interacéo
Lote Tratamento Dia
F1x F2 FI1xF3 F2xF3 FL1xF2xF3
(Fator 1) (Fator 2) (Fator 3)
pH *k%k *k%k *k*k *k*k *k% *k*k *k*k
n.s.- ndo significante; **p <0,01 — correlagdo muito significativa;
*p <0,05 — correlacéo significativa; *** < 0,001 — correlacdo extremamente significativa.

Nas Figuras 16 e 17 apresentam-se os resultados relativos a determinacdo do pH

para os diferentes tratamentos.

mC
mn E =P
mA

mAP

0 3 7 14 21
Dias de analise

Figura 16. Valores de pH determinados para os diferentes tratamentos de
conservacao aos dias analisados (Lote 1).
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Figura 17. Valores de pH determinados para os diferentes tratamentos de
conservagéo aos dias analisados (Lote 2).

Numa primeira analise aos graficos verificou-se que na amostra controlo houve
diferencas significativas (p <0,05) para a maioria dos casos no pH, na maioria dos
casos, ao longo do tempo em ambos os lotes. Verificou-se que o valor de pH para o
controlo variou entre os valores de 7,46 + 0,01 (lote 1) e 7,37 £ 0,01 (lote 2) no dia 21 e
6,31 £ 0,01 (lote 1) e 6,66 + 0,02 (lote 2) no dia O (material suplementar apresentado na
Tabela 19 do Anexo II). Os valores de pH obtidos inicialmente estdo bastante proximos
dos valores obtidos por Villaescusa & Gil (2000) e Cortes et al. (2011) que obtiveram
um valor inicial de pH em Pleurotos ostreatus de 6,4 e 6,47, respetivamente.

Na amostra processada com alta pressdo (amostra P), o pH também foi aumentando
de forma significativa (p <0,05) ao longo dos vinte e um dias, apenas no lote 1.

Em termos gerais, no que toca a amostra A esta apresentou diferencas significativas
(p <0,05) ao longo dos dias de armazenamento em ambos os lotes e obtiveram-se
valores compreendidos entre 5,10 £ 0,01 no lote 1 e 5,31 £ 0,01 no lote 2 obtidos ao dia
14 e dia 3, respetivamente e 5,27 £ 0,02 (lote 1) e 5,47 + 0,01 (lote 2) registados ao dia
Oedia?.

Relativamente aos valores de pH da amostra AP, os valores mais elevados de pH
foram ambos determinados no Gltimo dia de analise. Verificaram-se diferencas entre
alguns dias de armazenamento, podendo estes resultados indicar que o tempo de

armazenamento é um aspeto que influencia o pH.
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Constata-se que o tipo de tratamento de conservacdo teve um efeito significativo no
pH das amostras, tendo-se obtido diferencas estatisticas significativas (p <0,05) em
todos os dias de anélise.

A amostra P apresenta um decréscimo de pH em relacdo ao obtido para o controlo,
0 que vem de encontro ao encontrado na bibliografia, onde comummente se reporta que
a tecnologia de altas pressdes tem o efeito de diminuir o pH, uma vez que favorece a
ionizacdo de &cidos organicos (agentes inibidores do crescimento microbiano) presentes
na forma dissociada (Smelt, 1998; Téllez-Luis et a 2001; Diez et al., 2008; Boynton et
al., 2012).

Os valores de pH registados para a amostra A apresentam-se mais baixos que 0s
observados para as amostras C e P, sendo esta diferenca expectavel, uma vez que esta
amostra foi mantida na solucdo de &cido citrico (1%), o que, sendo um acidulante
confere um gosto e sabor mais acido aos alimentos, além de ter uma fung&o antioxidante
nos alimentos (Msagati, 2013).

Ja a amostra AP foi a que obteve valores mais reduzidos de pH, o que também era
de prever, visto que esta amostra é sujeita a dois tratamentos reconhecidos por reduzir o

valor pH (solucdo de &cido citrico e HPP).

3.2.4 Cor

A cor de um alimento € o primeiro ponto de contacto do produto com o
consumidor. Na elaboracdo de um género alimenticio deve ter-se em conta este
parametro, de forma a torna-lo o mais atrativo para o consumidor e deste modo
incentiva-lo para a compra do produto em questdo. Como o pileu e a estipe dos
cogumelos podem por vezes apresentar diferencas na cor decidiu-se fazer a sua
determinacdo no chapéu e no pé separadamente, sendo assim os dados recolhidos irdo
ser dispostos em tabelas diferentes para estes dois constituintes.

Em primeiro lugar realizou-se uma ANOVA Multifatorial a 3 fatores. Os resultados
desta analise estatistica estdo apresetados na Tabela 6.

Segundo esta tabela houve diferentes resultados consoante o constituinte que se
analisou (chapéu e pé) e entre os diferentes parametros avaliados. Em termos gerais 0s
fatores individuais tiveram efeito significativos sobre os parametros da cor, com
excecao do Lote para o valor de L* no pé e para os valores de b* medidos no chapéu.

No que toca as interagdes entre os fatores, onde se registou mais efeitos significativos
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foi na interacdo entre o Lote e o Tratamento. Somente dois pardmetros cromaticos € que
n&o obtiveram uma correlacdo significativa entre estes fatores. Na interagéo entre o Lote
e 0 Dia somente dois parametros € que obtiveram efeitos significativos.

As Tabelas 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14 s&o os resultados de ANOVAs a um fator
para os diferentes atributos da cor com o intuito de se verificar quais os tratamentos que
efetivamente diferem entre si e quais os dias em que se registam diferencas dentro de

cada tratamento.

Tabela 6. Resultado da ANOVA a trés fatores para verificar a existéncia de efeitos

significativos em cada fator e interagdo entre eles para os parametros cromaticos.

Fatores Interacdo
Lote Tratamento Dia
F1x F2 FIxF3 F2xF3 FLlxF2xF3
(Fator1)  (Fator 2) (Fator 3)
L*
*k*k *k*k *k*k *kk n.s **k*k n.s.
Chapéu
L* Pé n.s. ek ek Fex n.s. n.s. *
a*
*k*k *k*k ** *kx ns *k*k *
Chapéu
a* Pe’ * *k*k *k*k n.s. n.s. *k*k n.s
b*
ns *k*k *k*k *kx * *k*k ns
Chapéu
b* Pé ** ek el n.s. n.s. n.s. n.s
AE*
*k*k *k*k *k*k *kx ** *k*k ns
Chapéu
AE* Pé **k*k **k*k **k*%k *k*k n.s. n.s. **
n.s.- ndo significante; ** 1 < 0,01 — correlagio muito significativa;
* p <0,05 — correlagdo significativa; **% < (,001 — correlagdo extremamente significativa.

3.2.4.1 Luminosidade (L*)

Chapéu

Ao analisar os valores do parametro L* medidos no chapeu para as diferentes
amostras ao longo dos diferentes dias de armazenamento constatou-se que na amostra
controlo do lote 1 ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas (p <0,05)
durante o tempo de armazenamento, tendo os valores variado entre 58,22 + 1,88 e 64,75
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+ 2,64, observados ao dia 14 e dia 21, respetivamente. Contudo no lote 2 ja se verificou

uma reducdo gradual

do valor de Iluminosidade, constatado pelas diferencas

significativas observadas em geral ao longo dos dias de armazenamento (Tabela 7).

Tabela 7. Valores médios + desvio padrdo de Luminosidade (L*) determinados no chapéu para

os diferentes tratamentos de conservacao aos dias de anélise estabelecidos.

L* — Chapéu — Lote 1

Dias de Analise

0 3 7 14 21
C 60,79+1,11 60,95+2,89 ° 61,95+7,03° 58,22+1,88 64,75+2,64 ©
P 55,76+4,45 © 55,92+1,21 "8 50,43+2,36°*®  47,45+285°%" 46,22+2,79 *4
A 57,14%7,01 53,08+3,04 52,11+3,47 53,06+1,33° 55,71+2,43°
AP 61,76£2,63%  57,19+4,04*°AB 52 602,47 *A 53,27+2,55 A 51124221 %A
L* — Chapéu — Lote 2
Dias de Analise
0 3 7 14 21
C  7751+146°*®  7861+2,15°%  74,1240,62°"®  74,74+2,06 °*®  73,25+368 "
P 62,69+1,88 *° 61,55+2,44 *° 59,31+2,08 *° 52,71+0,96 ** 53,88+2,56 **
A 66,94+1,68 ° 62,25+4,38 65,14+4,24° 63,30+2,48 ° 62,78+1,62°
AP 67,42+183°%  64,92+278°"®  64,05+1,67 *"*®  60,60+3,00°* 62,14+1,54 A

=4 Média com letras diferentes indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p <0,05).

AD Média com letras diferentes indicadas em cada uma das linhas diferem significativamente entre si (p <0,05).

Esta reducdo nos valores de L* ao longo do tempo de armazenamento esti de
acordo com o obtido por Villaescusa & Gil (2003) e por Cortés et al. (2011), que
constataram um decréscimo na luminosidade de Pleurotus ostreatus com o decorrer do
tempo de armazenamento. Contudo os valores medidos no dia inicial neste estudo,
foram menores que os observados por outros autores (Villaescusa & Gil, 2003; Cortés
et al., 2011; Matser et al., 2000b). Também é de salientar que a amostra C que foi
estudada no lote 1 apresenta valores mais baixos de luminosidade em relagcdo a amostra

do lote 2, o que indica que os cogumelos do lote 1 eram substancialmente mais escuros
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que os do lote 2, o que foi constatado visualmente, ou seja, o fator lote contribuiu
claramente para esta variabilidade.

Quanto a amostra P, esta obteve resultados que oscilaram entre 55,76 + 4,45 e
46,22 + 2,79 no lote 1 e entre 62,69 + 1,88 e 52,71 + 0,96 no lote 2. Verifica-se que
houve um decréscimo gradual da luminosidade nesta amostra, excecéo feita ao registado
no dia 21 do lote 2 em que houve uma ligeira subida no valor de L*, embora sem
importancia estatistica relativamente ao dia anterior. O tempo de armazenamento foi um
fator importante a ter em conta na luminosidade desta amostra, visto que se verificaram
diferencgas estatisticas entre alguns dos dias analisados em ambos os lotes.

O tempo de armazenamento, no entanto ndo foi um fator a ter em conta na
luminosidade da amostra A, pois ndo existiram diferencas significativas entre os dias
ensaiados. Estes resultados parecem indicar que o &cido citrico proporcionou uma
espécie de protecdo sobre os cogumelos no que diz respeito a luminosidade, impedindo
grandes variagdes desta ao longo do tempo.

Contudo nas amostras tratadas com &cido citrico e tratadas a altas pressdes (AP)
registaram-se diferencas significativas nos valores de L*, sendo que os valores véo de
forma geral diminuindo com o passar do tempo. Mais uma vez se observou que 0S
valores de luminosidade do lote 1 séo inferiores aos registados para o lote 2, o que
indica que os cogumelos do primeiro lote eram mais escuros que os do segundo.

O tratamento foi um fator que influenciou de sobremaneira a luminosidade, visto
que se verificaram diferencas significativas em praticamente todos os dias de anélise.
Em ambos os lotes verificou-se um decréscimo nos valores de luminosidade em todos
o0s tratamentos relativamente a amostra C (exceto ao dia O - lote 1), o que indica que
todos os tratamentos tiveram um efeito na luminosidade, fazendo com que ocorresse um
escurecimento das amostras.

O tratamento que alterou mais pronunciadamente a luminosidade foi o tratamento
das altas pressdes hidrostaticas principalmente no lote 2. A reducdo nos valores de L*
em alimentos pressurizados ja tinha sido descrito e observado por outros autores em
cogumelos (Matser et al.,, 2000b) e em outras matrizes alimentares como meldo
(Wolbang et al., 2008), nectarinas (Miguel-Pintado et al., 2013), nabos (Clariana et al.,
2011) ou couves (Alvarez-Jubete et al., 2014). Danos na textura e modificagcdes nas
propriedades estruturais podem ser relacionados com modificagdes na cor de frutas e
vegetais (Oey et al., 2008). Segundo MacDougall (2002), modificacbes na textura

podem resultar em mudancas na natureza e extensdo da luz espalhada internamente e a
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distribuicdo de reflectancia de superficie, que por sua vez pode produzir mudancas na
luminosidade e brilho dos alimentos.

Matser et al. (2000b) também sujeitou cogumelos a um pre-tratamento de
reidratacdo a vacuo com acido citrico e com sulfito de sédio. Constataram que o0s
cogumelos reidratados tinham uma reducgéo no valor de L* em relagcdo aos cogumelos
frescos sem qualquer tratamento e que nas amostras reidratadas e pressurizadas, apesar
de se continuar a registar uma diminuicdo em relacéo aos cogumelos frescos, o valor de
L* era superior ao observado para os cogumelos reidratados.

J& no presente estudo com as amostras A (&cido citrico) e AP (acido citrico + HPP)
pretendia-se tentar estudar o efeito conjunto do &cido citrico com as altas pressdes nos
cogumelos e verificar se a adicdo deste agente pode ser benéfica. A reducdo dos valores
de L* da amostra A logo apds o tratamento HPP esta de acordo com o observado por
aquele autor. Os valores medidos de L* foram de 57,14 e de 66,94, no lote 1 e 2,
respetivamente, valores que se aproximam (principalmente o do lote 2) dos obtidos pelo
autor citado em cima, que obteve um valor de luminosidade na ordem dos 67,5. Quanto
a amostra AP a melhoria da luminosidade em relacdo a amostra A, como a observada
por Matser et al. (2000b) entre os cogumelos reidratados e os cogumelos reidratados e
pressurizados ndo foi registada, facto suportado pela inexisténcia de diferencas

significativas (p> 0,05) em qualquer dos dias de analise.

Pe

Os valores de L*, correspondestes a luminosidade das amostras, estdo expressos na
Tabela 8.

Os valores da amostra Controlo aqui registados parecem ndo seguir nenhuma
tendéncia especifica, ndo se observando diferencas significativas na amostra controlo do
lote 1, ao passo que no lote 2 estas diferencas apesar de se verificarem séo diminutas, s6
ocorrem ao dia 21 em relagdo aos restantes dias. Sendo assim estes resultados parecem
indicar que o tempo de armazenamento ndo afetou o valor de luminosidade no pé dos
cogumelos. Os valores maximos registados foram de 80,63 + 3,96 no lote 1 e 86,29 +
5,92 no lote 2. Por sua vez os valores minimos foram 78,33 + 8,87 e 71,00 £ 5,61

obtidos no lote 1 e lote 2, respetivamente.
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Tabela 8. Valores médios + desvio padrdo de Luminosidade (L*) determinados no pé para 0s

diferentes tratamentos de conservacdo aos dias de analise estabelecidos.

L* - Pé - Lote 1

Dias de Andlise

0 3 7 14 21
C n.d 78,33+8,87 " 79,1042,74 ° 80,63+3,96 ° 79,9143,23 ¢
P n.d 70,6312,06 *°8  63,44+3,62 2AB 62,13+1,03 2~ 63,72+1,91 *PA
A n.d 68,43+4,37 *° 74,96+2,07 ° 69,89+0,84 ° 68,7245,72 °
AP n.d 66,54+1,48 B 63,60+0,95 %8 62,04+2,78 2 A8 60,96+0,32 24
L* - Pé - Lote 2

Dias de Analise

0 3 7 14 21

C 85,21+2,07 ¢B 86,29+5,92 P8 80,2245,62 PAB 82,07+2,99 ¢B 71,0045,61 °A

P 66,60+4,02 63,98+6,09 60,99+3,86 ° 58,51+2,59 ? 61,69+2,86
A 72,68+1,78 ° 73,95+5,94 P 71,28+8,99 P 70,02+8,83 ¢ 70,65+4,25 °
AP 73,54+2,84 " 73,60+7,17 *° 68,98+3,96 *° 70,11+1,96 ° 69,38+2,22 P

&4 Média com letras diferentes indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p <0,05).
AD Média com letras diferentes indicadas em cada uma das linhas diferem significativamente entre si (p <0,05).

"¢ \alor ndo determinado

Ao longo do tempo de armazenamento registaram-se diferencas estatisticas na
amostra P entre o dia 3 e os dois ultimos dias de analise (dia 14 e 21). No entanto no
lote 2 os valores medidos nédo se alteraram significativamente ao longo do tempo. Este
comportamento também se observou na amostra AP, onde no segundo lote analisado
ndo se obtiveram diferencas estatisticas entre os diferentes dias, ao passo que no lote 1,
somente um dia difere dos demais.

A amostra A teve um comportamento semelhante nos dois lotes ndo apresentando
diferencas ao longo do tempo, o que indica que o tempo de armazenamento nao foi um
fator determinante na luminosidade desta amostra, assim como se constatou para 0S
chapéus.

Tal como ocorrido nos valores de luminosidade dos chapéus, os diferentes

tratamentos fizeram com que houvesse um escurecimento do pé dos cogumelos,
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traduzido numa reducéo dos valores de L*, embora ao contrario do observado no chapéu
dos cogumelos, esta diminuicdo ndo foi estatisticamente significativa (p> 0,05) na
maioria dos dias analisados tanto no primeiro, como no segundo lote, ou seja, a reducéo
dos valores de luminosidade foi mais acentuada nos chapéus que nos pés dos

cogumelos.

3.2.4.2 Coordenada a*
Chapéu

A Tabela 9 mostra a evolugdo no tempo do valor de a* do chapéu nas amostras C,
P, AeAP.

Tabela 9. Valores do pardmetro a* (média + desvio padrdo) determinados no chapéu para o0s

diferentes tratamentos de conservacédo aos dias de anélise estabelecidos.

a* — Chapéu - Lote 1

Dias de Analise

0 3 7 14 21
C 3,07+0,41 P AB 3,78+0,42 °A 3,79+0,56 B 4,82+0,20 °B 5,50+1,28 ¢AB
P 3,08+1,34° 3,15+0,74 ¢ 3,41+0,67 3,04+0,71 2 3,46+0,58 ¢
A 2,17+0,76 *PAB 2,47+0,14 P8 2,24+1,17 A8 2,19+0,76 2AB 1,58+0,15 24
AP 2,14+0,70 1,88+0,84 2 2,19+0,81 2,23+0,72 2 2,17+0,40 *°
a* — Chapéu — Lote 2
Dias de Analise
0 3 7 14 21
C 1,39+0,19 ° 0,47+0,34 1,26+0,49 ° 1,31+0,80 ° 1,54+0,47 °
P -0,47+0,69 24 0,10+0,48 # 0,09+0,30 4 1,41+0,17 °® 1,58+0,46 ° B
A 0,170,302 -0,42+0,58 -0,10+0,24 2 -0,61+0,39 -0,82+0,24 2
AP 0,90+0,27 °AB 0,20+0,24 A 0,40+0,66 P AB 1,34+0,50 2B 0,87+0,47 P AB

=4 Média com letras diferentes indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p <0,05).

AD Média com letras diferentes indicadas em cada uma das linhas diferem significativamente entre si (p <0,05).
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Pdde-se observar que a amostra controlo do lote 1 apresentou valores de a*
superiores aos observados para os cogumelos pertencentes ao lote 2, o que indica que 0s
cogumelos do lote 1 possuiam uma coloracdo mais avermelhada. O tempo de
armazenamento influenciou de forma diferente o grupo de controlo dos dois lotes, visto
que enquanto o lote 1 apresentou diferencas significativas relativamente aos diferentes
dias, os cogumelos do lote 2 ndo viram os seus valores de a* alterarem-se
significativamente ao longo do tempo. Os valores de a* obtidos nestes ensaios séo
superiores aos registados por outros autores como Villaescusa & Gil (2003), Matser et
al. (2000b) e Cortés et al. (2011), sendo no entanto os valores de a* obtidos no lote 2
mais proximos dos observados por estes autores.

A amostra P também apresentou diferentes comportamentos nos dois lotes no que
diz respeito ao valor de a*. No lote 1 ndo se verificaram quaisquer diferencas
significativas neste parametro ao longo dos diferentes dias em que se realizaram
andlises. Por sua vez, no lote 2 existiram diferencas significativas (p <0,05), embora
somente a partir do dia 14. Também aqui os valores do lote 1 mostraram-se superiores
aos obtidos no segundo lote.

Na amostra A os valores variam entre 2,47 + 0,14 e entre 1,58 + 0,15 no primeiro
lote e entre -0,10 + 0,24 e -0,82 + 0,24 no lote 2. Os cogumelos do lote 1 apresentaram
diferencas significativas durante o tempo de armazenamento, mas somente entre os dias
3 e 21. No lote 2 o tempo de armazenamento ndo foi um fator a ter em conta, dado que
néo se observaram diferencas entre os diferentes dias.

O tempo de armazenamento também ndo foi um fator determinante nos valores de
a* da amostra AP do lote 1. No entanto, no lote 2 ja se registaram diferencas estatisticas
entre 2 dias de andlise, o dia 3 e 0 dia 14. Nesta amostra, em ambos os lotes os valores
méaximos foram obtidos ao dia 14 (2,23 + 0,72 - lote 1 e 1,34 + 0,50 — lote 2). Os
valores minimos foram de 1,88 + 0,84 e 0,20 = 0,24 no lote 1 e 2 respetivamente, ambos
obtidos ao dia 3.

No lote 1, as diferengas significativas que existiram entre os tratamentos P, A e AP
em relagdo ao controlo (C) foram-se acentuando ao longo do tempo de conservagédo. Ja
no lote 2 esta evolucgéo néo foi tdo notoria. De qualquer forma, ao dia 14, em ambos 0s
lotes, registaram-se diferencas significativas entre os cogumelos C e os cogumelos
tratados com é&cido citrico (A e AP), o que também se veio a verificar no pé destes
cogumelos (Tabela 10).
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Em termos gerais a tecnologia HPP por si s6 (amostra P) ndo provocou grandes
alteracGes no valor de a*. Somente aos dias 14 do lote 1 e dia O e o dia 7 do lote 2 se
registaram diferencas significativas entre os tratamentos (p <0,05). Clariana et al.
(2011) também ndo observaram em nabos tratados com altas pressdes, quaisquer

diferencas no parametro a* quando comparados com o controlo.

Pé

Os valores do pardmetro a* medidos no pé dos cogumelos Pleurotus ostreatus

estdo indicados na Tabela 10.

Tabela 10. Valores do parametro a* (média = desvio padrdo) determinados no pé para 0s
diferentes tratamentos de conservacdo aos dias de analise estabelecidos.

a*—Pé—Lote 1

Dias de Analise

0 3 7 14 21
C n.d 0,70+1,26 ° 0,17+0,41° -0,44%0,52 0,60+1,23 "
P n.d -2,01£1,22 *A -1,12#0,75°**®  -0,21#1,01 4B 0,76+0,39 °®
A n.d -1,46+0,55 -1,1340,25 -0,65+0,70 -0,90+0,86 "
AP n.d -1,54+0,93 2 -1,85+0,44 -1,03+1,03 -1,11+0,33
* —Pé - Lote 2
Dias de Analise
0 3 7 14 21

C  -1,29+0,22°# -0,49+0,53 **® -0,49+0,15 ® -0,10+0,48 °A8 1,69+2,05 A®
P -2,96%1,65%"* -2,82+0,87 °# -2,02+1,42 8 0,03+0,86 °® 0,51+1,07 ®
A -2,00£0,34*° -2,13+0,43 " -1,43+0,54 -1,92+0,95° -1,11+0,54
AP -2,23+0,33" -2,4740,13"° -1,56+0,68 -1,76+0,38 2 -1,00+1,47

&4 Média com letras diferentes indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p <0,05).

AD Média com letras diferentes indicadas em cada uma das linhas diferem significativamente entre si (p <0,05).

"dvalor ndo determinado

O fator lote influenciou os resultados. Ao longo do tempo de armazenamento

somente no lote 2 é que existiram diferencas significativas entre os dias. Por outro lado
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os cogumelos do lote 2 possuiram valores de a* negativos, 0 que indica que estes
cogumelos tinham uma coloracdo mais “verde” que os do lote 1. Isto também j& se tinha
constatado nos respetivos chapéus, ou seja, os cogumelos do lote 1 tinham uma
tonalidade mais “avermelhada” que os do lote 2. A medida que os dias foram passando,
0s pés de ambos os lotes foram ficando de uma forma geral, com um valor de a*
progressivamente maior, o que indica que ao longo do tempo os cogumelos foram
ficando com uma tonalidade mais avermelhada (a+), em detrimento da cor verde (a-).

Em ambos os lotes verificou-se que os tratamentos A e AP ndo implicam alteracdes
significativas nestes parametros de cor no pé ao longo dos vinte e um dias. Ao longo
deste periodo as diferencas significativas foram registadas apenas nos cogumelos
controlo (C) (lote 2) e nos cogumelos com tratamento de altas pressoes (P) (lote 1 e 2),
entre os dias 7 ou 14 e os restantes dias considerados no estudo.

Por outro lado, comparando os diferentes tratamentos de conservagdo os cogumelos
do grupo C apresentaram diferencas significativas (p <0,05) dos cogumelos tratados

com acido citrico.

3.2.4.3 Coordenada b*

Chapéu

A coordenada do espaco de cor CIELAB b* na amostra Controlo apresentou uma
tendéncia marcada por um gradual aumento deste valor nos cogumelos ao longo do
tempo, ou seja, ha um progressivo amarelecimento dos cogumelos (Tabela 11).

Cortés et al. (2011) e Villaescusa & Gil (2003) também registaram um aumento nos
valores de b* em cogumelos Pleurotus, sendo que este fendmeno acontece devido
principalmente a acdo da enzima tirosinase (Sapata et al., 2009). No lote 1 a coordenada
b* ndo apresentou diferencas significativas até ao dia 7 e no lote 2 até ao dia 3. Em
ambos os lotes os maiores valores foram registados no dia 21 (29,31 + 1,77 — lote 1,
24,43 £ 2,35 — lote 2).

Ao longo do tempo de armazenamento a amostra P apresentou comportamentos
distintos nos dois lotes. Enquanto que no segundo lote o valor de b* ndo se alterou
significativamente ao longo dos dias, no lote 1 verificaram-se diferencas significativas
entre o dia 3 e 0 dia 14 e 21, embora ndo haja diferencas entre estes dois ultimos. O dia

0 e o dia 7 ndo apresentaram diferencas relativamente aos restantes dias (Tabela 11).
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Tabela 11. Valores do parametro b* (média + desvio padrdo) determinados no chapéu para os

diferentes tratamentos de conservacdo aos dias de analise estabelecidos.

b —

Chapéu - Lote 1

Dias de Analise

0 3 7 14 21
C 20,52+1,26 °A 20,2240,40 A 23,28+4,66 *°AC  24,11+0,69 ¢B 29,31+1,77 ¢€
P  19,31+0,76 °AB 20,25+0,83 °B 19,10+0,69 PAB 17,95+1,02°4 17,62+0,69 °A
A 15,55+0,41 ° 14,68+0,26 ° 14,72+0,78 14,55+1,25 ° 15,56+0,68 *
AP 13,34+1,55 ° 13,62+1,07 12,35+1,03 13,95+1,30 14,28+0,78
b* — Chapéu — Lote 2
Dias de Anélise
0 3 7 14 21
C 17,77+0,85 A 18,89+0,80 P4 22,21+0,80 B 23,66+1,79 ¢B 24,43+2,35 P8
P 20,50+0,65 © 21,3740,59 © 21,70+0,54 ° 20,42+0,87 ° 21,10+1,18°
A 15,29+0,91 ° 13,34+1,00 14,81+1,18 14,17+0,28 13,70+1,14 °
AP  15723+0,182B 12,77+0,31 24 13,95+1,66 **B  1583+126°%”B  1579+158°2A8

=4 Média com letras diferentes indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p <0,05).

AD Média com letras diferentes indicadas em cada uma das linhas diferem significativamente entre si (p <0,05).

No que toca aos resultados da amostra A verificou-se que esta amostra ndo
apresentou diferencas ao longo dos dias em ambos os lotes. Estes resultados d&do
indicacdo que o A&cido citrico tem um efeito protetor ao longo do tempo de
armazenamento no que toca ao valor de b*, visto que o &cido citrico tem um efeito
antioxidante nos alimentos. No lote 1 o valor m&ximo observado foi de 15,56 + 0,68 e 0
valor minimo de 14,55 + 1,25, ao passo que no lote 2 estes valores cifraram-se em 15,29
10,91 e 13,34 + 1,00 como valores maximo e minimo, respetivamente.

A amostra AP nédo apresentou nenhuma tendéncia evidente nos resultados e ndo se
verificaram diferencas significativas em nenhum dos dias em que se efetuaram as
analises relativamente ao lote 1. Quanto ao lote 2 apenas o dia 0 difere
significativamente do dia 3.

Comparando os diferentes tratamentos verificou-se que em todos os dias analisados

em ambos os lotes ndo se observaram diferencas entre as amostras A e AP, as quais
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sempre diferiram de forma estatisticamente significativas do controlo. A reduc¢do nos
valores da amostra A, indicando uma reducdo na cor amarela, vai de encontro ao obtido
por Matser et al. (2000b) em que os cogumelos reidratados com &cido citrico e sulfito
de sodio tiveram resultados menores de b*; no entanto, os cogumelos reidratados e
pressurizados obtiveram valores de b* maiores do que os cogumelos reidratados, ao
contrario do que sucedeu neste estudo.

Quanto a amostra P, processada apenas com alta pressdo, foi a que apresentou
menos diferencas relativamente a amostra controlo. No lote 1 apenas a partir do dia 14
se observaram diferengas no valor de b* entre as duas amostras. No entanto no lote 2
nos dois primeiros dias registaram-se um aumento do valor de b* da amostra
pressurizada (P) em relacdo ao controlo. Matser et al. (2000b) também observou um
aumento no valor de b* logo apds o tratamento de cogumelos Agaricus bisporus com
altas pressbes. Este aumento pode, segundo este autor, ser resultado da acdo da
polifenoloxidase, que derivado ao aumento da permeabilidade da membrana celular
causado pelas altas pressbes, tenha levado a que houvesse interacdo entre a
polifenoloxidase e os fendis e consequente aumento do amarelecimento da amostra
(Matser et al., 2000Db).

Pé

A Tabela 12 diz respeito aos valores de b* observados ao longo do tempo de
armazenamento no pé dos cogumelos Pleutotus ostreatus sujeitos aos diferentes
tratamentos.

Ao analisar esta tabela constatou-se que o tempo de armazenamento ndo foi um
fator determinante no valor de b* do pé em todos os tratamentos, visto que somente a
amostra controlo do lote 2 apresentou diferencas ao longo do tempo de armazenamento
e somente no dia 21 é que existiu diferenca significativa.

No pé verificou-se que os tratamentos ndo afetaram significativamente o valor de
b*, dado que em todos os dias de analise o valor de b* observado no controlo foi

semelhante ao valor de algum dos tratamentos.
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Tabela 12. Valores do pardmetro b* (média + desvio padrdo) determinados no pé para 0s
diferentes tratamentos de conservacdo aos dias de analise estabelecidos.

b* —Pé - Lote 1

Dias de Analise

0 3 7 14 21

C n.d 16,94+4,86 P 20,49+3,56 ° 20,60+2,25 ¢ 21,20+2,64 °

P n.d 24,53+2,52 " 24,17+0,83 " 25,19+2,04 ¢ 27,24+1,04

A n.d 14,29+4,86 2P 16,45+4,11 2P 15,71+4,71 &P 26,36+4,50 °

AP n.d 13,25+7,93 2 10,12+2,04 * 13,67+3,02 2 13,38+0,82 ¢
b* — Pé — Lote 2

Dias de Analise

0 3 7 14 21

C  13,89+3,34°%A 12,71+3,69 24 17,03+3,37 *A 15 57+3 33 #PA 26,18+2,09 °B

P 21,71+2.86° 23,33+3,58 " 20,18+2,96 ° 22,41+3,06° 24,10+2,00 °
A 11,64+1,01°2 12,85+2,02 2 12,41+3,82 2 12,42+586 ° 15,85+2,11 2
AP  11,67+1,81°% 11,89+1,54 2 10,82+1,81 2 11,13+2,09 13,72+4,54 *

#0 Média com letras diferentes indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p <0,05).
AD Média com letras diferentes indicadas em cada uma das linhas diferem significativamente entre si (p <0,05).

"d\/alor ndo determinado

No lote 1 o tratamento que teve um maior efeito foi o tratamento AP devido ao
facto que, somente no dia 3 néo se registou diferencas estatisticas entre o controlo e esta
amostra. No lote 2, por sua vez, foi o tratamento P que obteve um efeito mais
pronunciado, com os dois primeiros dias a mostrarem diferencas entre este tratamento e
a amostra C.

Da mesma forma que o observado para os chapéus, nos pés as amostras A e AP nédo

exibem diferencas estatisticas entre si, em nenhum dos lotes.
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3.2.4.4 Variacéo Total de Cor (AE*)

Chapéu

O parametro da Variagdo Total de Cor (AE*) foi usado para expressar 0 grau de
alteracéo da cor ideal induzidas pelos diferentes processamentos (C, P, A, AP) e como a
cor evoluiu ao longo do tempo nos diferentes grupos.

No que diz respeito ao chapéu os resultados de AE* estdo discriminados na Tabela
13.

Tabela 13. Valores do parametro AE* (média + desvio padrdo) determinados no chapéu para 0s

diferentes tratamentos de conservacdo aos dias de analise estabelecidos.

AE* — Chapéu — Lote 1

Dias de Analise

0 3 7 14 21
C - 3,12+0,67 ** 4,39+1,47 24 6,03+1,46 *A 10,52+1,94 2B
P 6,28+3,47 * 5,32+0,78 ** 10,57+2,29° A8 1369+2,91 "8 14,93+2,74 "8
A 9,16+2,14 10,162,11° 11,03+2,34° 10,5620,71 ° 8,02+1,74°
AP 8,45+1,18 A 9,04+1,49 " A8 12,25¢0,92°¢  10,724#1,11°~C  11,87+2,06 **BC
AE* — Chapéu — Lote 2
Dias de Analise
0 3 7 14 21
C - 4,08+1,40 *# 6,26+0,45 **B 7,20£2,15 A8 9,2142,04 28
P 15,29+1,76 °A 16,48+2,31°"  18,80+1,94°*®  2480+0,96°C  23,43+3,59 °BC
A 11,081,582 16,10+4,24 ° 12,90+4,28 ° 14,84+2,30° 15,56+1,49 °
AP 10,49+1,73%"  13724236°®  1411+1,90°°*®  17,11+3,05°8 15,60+1,58 °®

4 Média com letras diferentes indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p <0,05).

AD Média com letras diferentes indicadas em cada uma das linhas diferem significativamente entre si (p <0,05).

Constatou-se que o valor de AE* vai na generalidade aumentando ao longo do

tempo de armazenamento, ainda que nos tratamentos com acido estes aumentos nao

tenha tido relevancia estatistica em ambos os lotes.
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O valor menor de AE* para a amostra C foi obtida ao dia 3 em ambos os lotes (3,12
+ 0,67 — lote 1; 4,08 + 1,40 — lote 2), enquanto o valor maior foi obtido no dia 21 nos
dois lotes (10,52 + 1,94 — lote 1; 9,21 £+ 2,04 — lote 2), 0 que mostra que os valores de
AE* sdo sempre crescentes ao longo dos 21 dias. Estes resultados vao de encontro aos
resultados obtidos por Azevedo et al. (2009), que constataram que em Pleurotus
ostreatus frescos o valor de AE* apresentou aumentos ao longo do tempo de
armazenamento.

Para a amostra P, tendo em conta a analise estatistica, p6de-se observar que em
ambos lotes ndo houve diferencas significativas entre os valores de AE* obtidos no dia
0 e os valores medidos nos dias 3 e 7, 0 mesmo se passando entre o dia 14 e o dia 21.
Os valores de AE* nesta amostra variaram entre 14,93 + 2,74 e 5,32 £ 0,78 no lote 1, e
entre 24,80 = 0,96 e 15,19 + 1,76 obtidos no lote 2, mostrando a influéncia do lote
nestes resultados.

Olhando os resultados da ANOVA nota-se que os cogumelos imersos no acido (A)
ndo apresentaram diferencas significativas (p <0,05) ao longo do tempo (Tabela 13) em
ambos lotes. Estes resultados mostram que o &cido citrico ajudou a preservar a cor dos
cogumelos ao longo do tempo, protegendo-os de grandes alteragcdes e modificagdes na
sua cor inicial.

Quanto a amostra AP, os resultados diferiram significativamente (p <0,05) ao longo
dos diferentes dias de armazenamento em ambos lotes. Os valores mais elevados de
AE* registados nesta amostra cifraram-se em 12,25 + 0,92 (dia 7) no lote 1 e para o lote
2em 17,11 + 3,05 (dia 14). Os valores mais baixos foram obtidos no dia O.

Em termos de diferencas entre o controlo e os restantes tratamentos, todos os dias o
controlo diferiu das restantes amostras, excepto no dia 21 no lote 1.

A amostra somente pressurizada (P) foi na maioria dos dias a que apresentou
valores superiores de AE*, 0 que pode indicar que o tratamento unicamente com as altas
pressdes foi o que alterou mais a cor dos cogumelos em relacdo a sua cor inicial.

A amostra controlo foi a que apresentou menor variacdo de cor em relagdo a cor
original dos cogumelos (controlo dia 0).

Tanto num lote como no outro as amostras A e AP ndo manifestaram diferencas

significativas entre si ao longo do tempo de armazenamento.
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Pe

Relativamente aos aspetos da cor observados no pé os resultados da Variacdo Total
de Cor (AE*) estdo descritos na Tabela 14.

Tabela 14. Valores do parametro AE* (média + desvio padrdo) determinados no pé para 0s

diferentes tratamentos de conservacdo aos dias de analise estabelecidos.

AE* —Pé — Lote 1

Dias de Analise

0 3 7 14 21

C n.d - 5,05+2,07 * 5,92+0,97 * 5,88+0,70
P n.d 11,43+#1,91% 16,74%3,28 A8 18,28+1,59 °° 17,95+1,23 8
A n.d 11,62+2,77 5,48+1,10 * 9,54+1,30 " 10,69+5,32 #°
AP n.d 14,23%2,58 16,49+1,63° 17,00£2,17 © 17,84+0,48 °

AE* —Pé — Lote 2

Dias de Analise

0 3 7 14 21

C - 6,12+41,79 A 6,89+5,19 ¢4 4,41+3 62234 19,14+5,84 P8
P 20,54+3 .41 °A 23,84+3,74 A8 25,24+3 49 PAB 28,20+2,49 °B 25,86+1,63 °AB
A 12,80+1,59 11,4645,99 14,29+9,23 &P 15,80+9,55 ¢ 14,85+4,10

AP 12,05+2,70 2 11,97+7,042 16,61+3,92 2P 15,47+1,97° 16,41+1,70 2

&4 Média com letras diferentes indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p <0,05).
AD Média com letras diferentes indicadas em cada uma das linhas diferem significativamente entre si (p <0,05).
"d\/alor ndo determinado

Consultando esta tabela constatou-se que no lote 1 ndo ha diferencas significativas
(p> 0,05) no controlo ao longo dos diferentes dias, sendo que neste lote ao dia 14 se
verificou o valor de AE* mais elevado (5,92 = 0,97), ao passo que o valor mais
diminuto, que se fixou em 5,05 + 2,07 (dia 7). Para o lote 2 os valores de AE* oscilaram
entre 4,41 + 3,62 e 19,14 + 5,84, registados aos dias 14 e 21, respetivamente. No que diz
respeito a analise estatistica determinada pela ANOVA neste lote verificou-se que
apenas o dia 21 diferiu dos restantes.
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O valor mais reduzido de AE* da amostra P foi de 11,43 £ 1,91 para o lote 1 e de
20,54 £ 3,41 no lote 2. Quanto aos valores mais altos, estes foram observados em ambos
os lotes ao dia 14 (18,28 + 1,59 — lote 1; 28,20 + 2,49 — lote 2). Até ao dia 14 os valores
de AE* vao aumentando, ao passo que no dia de analise seguinte (dia 21) este valor ja
sofreu uma reducdo, embora esta reducdo ndo seja estatisticamente significativa (p
<0,05). Nesta amostra foram verificadas diferengas significativas ao longo do tempo de
conservacéo.

Quanto as amostras A e AP em nenhum dos lotes existiram diferencas
estatisticamente significativas (p <0,05) ao longo da conservacdo, tal como ja se tinha
verificado no chapéu.

Somente no dia 14 do lote 1 é que o controlo diferiu completamente dos restantes
tratamentos. O tratamento que difere estatisticamente (p <0,05) em mais dias do
controlo é o tratamento com altas pressdes (amostra P). Esta amostra a semelhanca do
que aconteceu no chapéu foi a que provocou maior variagdo na cor inicial dos
cogumelos, visto ter sido sempre (com excec¢do do dia 3 - lote 1) a que apresentu valores
maiores de AE*.

No lote 1 as amostras P e AP nunca diferiram estatisticamente entre si ao longo do
armazenamento, no entanto, no lote 2, a amostra AP apresentou mais semelhangas com
a amostra A, uma vez que estas duas amostras em nenhum dia deste lote apresentaram

diferencas estatisticamente significativas.

3.2.5 Textura

Devido ao facto de nos cogumelos Pleurotus ostreatus se poder consumir tanto a
parte do chapéu, como do pé, optou-se por se fazer a determinacdo da textura em
separado no chapeu e no pé.

A ANOVA Multifatorial (Tabela 15) foi usada para determinar tanto o efeito
isolado dos diferentes fatores, como as interacdes entre estes nos valores de Textura
medidos no chapéu e no pé. Os resultados da Tabela 15 mostram que todos os fatores,
bem como a interacé@o entre eles tiveram influéncia nos valores de textura medidos no
Chapéu, embora com graus diferentes de significAncia. No que toca a textura medida
nos pés dos cogumelos analisados, o Lote, a interagdo do Lote com o Tratamento, bem

como a interacdo entre os trés fatores nao foram significativos.
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Tabela 15. Resultado da ANOVA a trés fatores para verificar a existéncia de efeitos
significativos em cada fator e interag&o entre eles para a Textura.

Fatores Interacéo

Lote Tratamento Dia

FIxF2 F1xF3 F2xF3 FlxF2xF3
(Fator 1)  (Fator2)  (Fator 3)

TeXtu ra Chapéu *k*k *k%k **k*%k * *k%k **k*%k *
Textura Pé n.s. falale ek n.s. ke ** n.s.
n.s.- ndo significante; **p <0,01 — correlagdo muito significativa;
*p <0,05 — correlacdo significativa; *** 1 < 0,001 — correlagdo extremamente significativa.
Chapéu

Os resultados da determinacdo da Textura no chapéu dos cogumelos Pleurotus
ostreatus sujeitos aos quatro tipos diferentes de tratamentos estdo sumariados nas
Figuras 18 e 19.

A dureza da amostra de controlo variou entre 0,93 kgf + 0,35 (dia 7) e 1,55 kgf +
0,47 (dia 0) e entre 0,56 kgf £ 0,07 (dia 14) e 1,34 kgf + 0,17 (dia7), para os lotes 1 e 2,
respetivamente (material suplementar apresentado na Tabela 20 do Anexo Il). Em
termos de andlise estatistica o primeiro lote ndo apresentou diferencas significativas
entre os diferentes dias de andlise, enquanto que no lote 2 ndo existiram diferenca entre
os resultados ao dia 0, 3 e 7 e também néo se verificaram diferencas entre o dia 14 e 0

dia 21. No entanto observaram-se diferencas estatisticas entre estes dois conjuntos de

dias.
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Figura 18. Valores de dureza determinados no chapéu para os diferentes

tratamentos de conservacao aos dias analisados (Lote 1).
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Figura 19. Valores de dureza determinados no chapéu para os diferentes

tratamentos de conservagdo aos dias analisados (Lote 2).

De acordo com Villaescusa & Gil (2003) as principais causas da degradacdo pés-
colheita de cogumelos Pleurotus ostreatus sdo mudancas na cor (devido a ocorréncia de
reacOes de acastanhamento enzimatico) e alteragdes na textura, tornando os cogumelos
macios e esponjosos. Estas alteracfes de textura ocorrem devido ao crescimento celular
e a fendmenos de migracdo de agua. Os resultados obtidos neste estudo ndo corroboram
as afirmacOes feitas por este autores, que detetaram grandes perdas de textura em
cogumelos armazenados a uma temperatura de conservacao de 4°C durante 7 dias. No
entanto estes mesmos autores ndo observaram diferencgas significativas nos valores de
textura de cogumelos ao longo de sete dias mantidos a 0°C, o que vai de encontro ao
obtido neste estudo.

Quanto a amostra P os dias 14 e 21 ndo apresentaram diferencas significativas entre
si (p> 0,05), mas manifestaram diferencgas em relagdo ao dia 0. Por sua vez os dias 3 e 7
tém semelhancas em termos de dureza com o dia 0 e também com o dia 14 e 21,
semelhanga esta exibida pela inexisténcia de diferencas estatisticas entre estes dias e 0s
restantes. Em ambos os lotes ha um decréscimo continuado do valor medido de dureza
para esta amostra, excetuando a analise do dia 7 do lote 2, onde se obteve um valor
superior ao obtido no dia 3.

A amostra A por sua vez apresentou valores mais baixos de dureza. Em termos
estatisticas o dia 0 do lote 1 exibiu diferencas (p <0,05) em relagdo aos dias 14 e 21,
embora estes ndo diferiram entre si. O dia 3 e 7 sdo uma espécie de dias intermédios,

ndo apresentando diferencas significativas para qualquer um dos outros dias de analise.
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Relativamente ao lote 2, o dia 21 mostrou diferencas estatisticas em relagdo ao dia 0 e 0
dia 7, contudo estes dois dias ndo diferiram entre si. E possivel verificar que, & exceco
do dia 14 do segundo lote, esta amostra é a que apresentou valores de dureza mais
reduzidos, o que leva a concluir que o acido citrico é um fator que afeta a dureza dos
cogumelos tornando-o0s menos duros.

Além disso também se verificou que os valores vém continuamente a reduzir ao
longo dos dias, excecdo feita ao dia 21 no lote 1 e ao dia 7 no lote 2. Os valores mais
elevados foram observados ao dia 0 em ambos os lotes (1,43 kgf + 0,55 — lote 1; 0,82
kgf + 0,26 — lote 2), enquanto que os valores mais reduzidos registaram-se no dia 14 do
lote 1 e ao dia 21 do lote 2.

Os valores de dureza observados para a amostra AP ndo variaram ao longo dos
diferentes dias de armazenamento no lote 2, contudo isso ndo se verificou no lote 1,
onde o dia 0, onde se registou o valor mais elevado (2,60 kgf = 0,55), difere
estatisticamente dos restantes dias. O dia 3 também apresentou diferencas relativamente
aos outros dias, ao passo que o dia 7, 14 (dia com valor mais baixo - 0,31 kgf £ 0,21) e
21 apesar de ndo diferiram entre si, apresentando em termos estatisticos diferencas com
0s demais.

O tratamento de altas pressdes (P) nédo afetou a dureza dos cogumelos relativamente
ao controlo, visto que somente ao dia 14 do segundo lote é que se verificaram diferencas

significativas entre as duas amostras.

Pé

Os valores de dureza medidos no pé dos cogumelos Pleurotus ostreatus sujeitos aos
diferentes tratamentos estdo descritos nas Figuras 20 e 21 (material suplementar

apresentado na Tabela 21 do Anexo II).
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Figura 20. Valores de dureza determinados no pé para os diferentes tratamentos
de conservacdo aos dias analisados (Lote 1).
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Figura 21. Valores de dureza determinados no pé para os diferentes tratamentos

de conservagdo aos dias analisados (Lote 2).

No lote 1 ndo se verificaram diferencas na dureza do pé dos cogumelos da amostra

Controlo. Ja no lote 2 o tempo de armazenamento foi um fator que influenciou a dureza

desta amostra, facto que é comprovado pelas diferencas significativas entre os diferentes

dias de andlise. No lote 1 o controlo teve um valor maximo de dureza observado ao dia
0, enquanto que o valor minimo foi obtido ao dia 3. No lote 2 obtiveram-se o valor

maximo e minimo ao dia 3 e 21, respetivamente.

Quanto a amostra P esta registou, no lote 1 valores compreendidos entre 4,01 +

0,62 e 1,80 £ 0,91 e no lote 2 a dureza no pé dos cogumelos variou entre 5,19 + 0,71 e

1,53 = 0,32. Em ambos os lotes se verificaram diferencas significativas (p <005) ao

longo do tempo de armazenamento.
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Estas diferencas entre os diferentes dias em que se realizaram as analises também
se fizeram sentir na amostra A. Os valores mostram uma tendéncia de reducdo da
dureza ao longo do tempo de armazenamento nesta amostra, com exce¢do do dia 14
correspondente ao lote 1, sendo que em ambos os lotes os valores maximos de dureza
foram medidos no primeiro dia de analise (4,12 + 0,62 — lote 1; 3,82 £ 0,94 — lote 2) e
os valores mais baixos foram obtidos no dia 21 (0,91 + 0,50 — lote 1; 0,37 £ 0,17).

Por sua vez na amostra AP foram também observadas diferencas significativas ao
longo do tempo de armazenamento. No primeiro lote ndo parece haver nenhuma
tendéncia marcada nos resultados, ao contrario do que se passa no lote 2, em que a
excecdo do aumento registado no dia 3 em relagdo ao dia 0, a partir do dia 3 existe uma
diminuicdo gradual e progressiva dos valores de dureza registado no pé dos cogumelos
da amostra AP.

Relativamente a diferencas entre os tratamentos, estas ndo se fizeram sentir logo
apo6s o tratamento (dia 0) e no lote 2 estas diferencas estiveram ausentes sO se
verificaram nos ultimos dois dias de analise, o que pode indicar que a dureza nao foi
muito afetada pelos tratamentos.

Ao contrario do que seria expectavel, a amostra pressurizada ndo teve grandes
alteracOes de dureza em relacdo ao Controlo, s6 se verificando diferencas estatisticas (p
<0,05) ao dia 21 do lote 1.

A amostra que mais se destacou do controlo foi a amostra A, visto ter sido onde em

mais dias se registaram diferencas significativas para a amostra C.
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3.1 Indicadores microbioldgicos da qualidade de Pleurotus ostreatus

Durante a colheita, limpeza, armazenamento e comercializacdo de cogumelos
frescos, se ndo existirem Boas Praticas de Higiene, este produto pode ser contaminado
por uma grande variedade de microrganismos. Os cogumelos comestiveis sdao um
produto que carece de uma legislacdo especifica no que toca aos critérios
microbiologicos, onde estejam descritos os limites maximos de microrganismos
permitidos para que este produto possa ser considerado seguro para o consumidor.

Tendo em conta o descrito no documento referente aos fungos comestiveis e
produtos derivados de fungos do Codex Alimentarius (Codex Stan 38-1981), os
cogumelos frescos devem “ser manuseados de acordo com o descrito e aconselhado no
Cadigo Internacional Recomendado de Praticas - Principios Gerais de Higiene dos
Alimentos do Codex Alimentarius (CAC/RCP 1-1969) ”. Estes “devem estar livres de
microrganismos em quantidades que possam representar um perigo para a saude” e “ndo
devem conter qualquer substancia proveniente de microrganismos em quantidades que
possam representar um perigo para a saude”, embora ndo esteja especificado qualquer
limite ou quantidade méxima de microrganismos ou de compostos produzidos por estes.

A presenca de elevadas populacfes de bactérias em cogumelos frescos é a causa
principal da diminui¢do da qualidade dos mesmos. A taxa de deterioracdo pos-colheita
tem sido diretamente relacionada com a carga microbiana inicial presente nos
cogumelos (Singh et al., 2010), pelo que é de extrema importancia que os parametros
microbioldgicos sejam monitorizados. Como qualquer técnica de conservagdo de
alimentos, a eficacia e utilidade da tecnologia HPP é medida tendo em conta
principalmente o efeito destruidor que este tratamento provoca nas populagdes de
microrganismos, 0 que permite um aumento substancial no tempo de vida Gtil e melhora
a seguranca do alimento (Rendueles et al., 2011).

A diferente composicdo e propriedades estruturais da membrana celular de
microrganismos gram-positivo e gram-negativo resultam em diferentes graus de
resisténcia as altas pressdes. As bactérias gram-positivo sdo em geral mais resistentes
que as gram-negativo (Rendueles et al., 2011).

Em ambos os lotes, a populacdo de mesofilos (Figura 22) apresentou valores mais
elevados na amostra C, seguida da amostra A. No controlo o Log;p UFC.g™ aumentou
gradualmente ao longo do tempo de armazenamento, embora este aumento seja

verificado em maior escala a partir do dia 7 e dia 3 nos lotes 1 e 2, respetivamente. Os
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valores obtidos inicialmente para os cogumelos Pleurotus ostreatus na amostra controlo
sdo menores que os registados por Venturini et al. (2011), que determinou valores de
microrganismos meséfilos na ordem dos 5.3 Logio UFC.g™. Na amostra A verificou-se
um aumento do numero de microrganismos mesofilos até ao dia 7, sendo que a partir
deste dia o valor de Log;p UFC.g™" se manteve praticamente constante. Nas outras
amostras ndo se verificou praticamente evolucgdo ao longo do tempo de conservacao.
Todos os tratamentos tiveram assim um efeito importante na redugdo do nimero de
microrganismos mes6filos nos cogumelos, reduzindo entre 1 a 2 Logiy UFC.g™ em
relacdo ao registado na amostra C no dia 0. A maior diferenca foi obtida ao dia 21, onde
na amostra com tratamento HPP o nimero de UFC.g™ em base logaritmica foi cerca de
7 vezes inferior ao obtido para o controlo. Verificou-se também em ambos os lotes que
o tratamento mais eficaz foi o de HPP sem a solucéo de acido citrico. Aparentemente a

presenca do liquido tem um efeito ligeiramente protetor dos mesofilos no saco.

Lote 2

0 =
0 3 & 9 § 15 15 2

MesdfilosiLog o UFC g1
Lote 1

Mesofilos (Log o UFC g)

0 3 6 9 32 15 18 21

Tempo de conservagio (dias) Tempo de conservacdo (dias)
——C —&—P —_A —o—AP ——C —&—P —h—A —e— AP

Figura 22. Evolugdo ao longo do tempo da populacio (Log,, UFC.g™) de Mesofilos das

diferentes amostras de cogumelos Pleurotus ostreatus (dos dois lotes) armazenados a 4 °C.

A Figura 23 diz respeito ao numero de microrganismos psicrofilos e a sua evolugao
ao longo do tempo nas diferentes amostras. Observa-se mais uma vez, e como era de
esperar que a amostra Controlo foi a que, em ambos os lotes e em todos os dias em que
procederam as analises microbioldgicas, a que apresentou um maior Log10 UFC.g-1. A
amostra AP foi a que apresentou uma reducdo maior no nimero de microrganismos
psicréfilos na maioria dos dias, sendo que este efeito superior se pode dever ao facto de
esta amostra estar submersa numa solucdo de pH é&cido, 0 que ndo sO garante a
inativacdo da flora microbiana durante o tratamento com altas pressées, como inibe o
crescimento das células danificadas pela pressao (Smelt, 1998; Patterson, 2005). Por sua
vez a amostra P mostrou um aumento do nimero de microrganismos psicrofilos ao dia

14, o que pode ser resultado do fim do periodo de adaptacdo e da consequente
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recuperacdo e proliferacdo de novo nos cogumelos. Este fendmeno ocorre devido as
altas pressdes produzirem danos sub-letais nas células microbianas, o que faz com que
elas se possam recuperar mais tarde e voltar a multiplicar-se. Os tratamentos ensaiados
reduziram de forma importante os niveis de psicrofilos no produto inicial,
especialmente os tratamentos com HPP.

Ao fim de 21 dias de conservacdo, os cogumelos ainda apresentavam niveis de

psicrofilos bastante reduzidos face ao controlo.
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Figura 23. Evolugdo ao longo do tempo da populagéo (Log,, UFC.g™) de Psicrofilos das

diferentes amostras de cogumelos Pleurotus ostreatus (dos dois lotes) armazenados a 4 °C.

Relativamente as analises microbioldgicas de pesquisa de bolores e leveduras que
estdo expressas na Figura 24, ndo foram contabilizadas coldnias viadveis deste tipo de
microrganismos nas amostras P e AP. Estes resultados sdo suportados também por
Miguel-Pintado et al. (2013) e por Gonzélez-Cebrino et al. (2012) que ndo detetaram
quaisquer coldnias viaveis de bolores e leveduras em nectarinas e em puré de ameixa
apos a utilizacdo da tecnologia das altas pressfes. A amostra C apresentou os valores
mais elevados de bolores e leveduras e 0 seu nimero foi aumentando ao longo do tempo
de armazenamento, como seria de esperar. Os valores minimos nesta amostra foram de
4 e 5 Logyo de UFC.g™ (lote 1 e 2, respetivamente) registados no dia 0, a0 passo que 0
valor méaximo obtido foi auferido no Gltimo dia de analises, com um valor de 7 Logio de
UFC.g™. Os valores obtidos ao dia 0 sao superiores aos descritos por Eissa et al. (2009).
Pode-se observar que os trés tratamentos ensaiados diferem bastante quanto a eficacia
na reducdo de bolores e leveduras. Em particular, a acdo do tratamento de altas
pressdes, e deste conjugado com a acdo do acido citrico sdo drasticas para estes

microrganismos.
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Figura 24. Evolucao ao longo do tempo da populagéo (Logy, UFC.g™) de Bolores e Leveduras
das diferentes amostras de cogumelos Pleurotus ostreatus (dos dois lotes) armazenados a 4 °C.

Os resultados obtidos no presente trabalho para a contagem de coliformes totais
estdo discriminados na Figura 25. Ndo se verificou uma diminuicéo inicial tdo grande
das amostras P, A e AP em relacdo ao controlo como o presenciado nas analises aos
restantes tipos de microrganismos. Como esperado o Controlo continuou a ser a amostra
que apresentou as maiores contagens de coliformes totais. POde-se constatar que os trés
tratamentos ensaiados nao diferiram praticamente em termos de eficacia na reducdo da

carga de coliformes totais.
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Figura 25. Evolucio ao longo do tempo da populagéo (Logy, UFC.g™) de Coliformes Totais das
diferentes amostras de cogumelos Pleurotus ostreatus (em ambos os lotes) armazenados a 4 °C.

Nas analises efetuadas as diferentes amostras ndo foram contabilizadas colonias
viaveis de E.coli (Tabela 16), o que sugere boas condi¢des de higiene ao longo do
processamento dos cogumelos (producdo e manipulacdo), uma vez que estes

microrganismos sao considerados indicadores de contaminacao fecal.
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Em relacdo aos esporos de clostridios sulfito redutores (Tabela 17), também néo

foram contabilizadas col6nias vidveis. A pesquisa deste grupo de microrganismos,

anaerdbios e esporulados, em alimentos torna-se importante uma vez que nos pode

fornecer uma indicacdo simples e rapida da potencial presenca de C. perfringens e C.

botulinum, duas espécies capazes de causar doencas de origem alimentar.

Tabela 16. Contagens de Coliformes Fecais (E.coli) nas amostras de cogumelos Pleurotus

ostreatus.
Amostra Dia0 Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 21
C <10 <10 <10 <10 <10
% P <10 <10 <10 <10 <10
- A <10 <10 <10 <10 <10
AP <10 <10 <10 <10 <10
Amostra Dia0 Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 21
C <10 <10 <10 <10 <10
% P <10 <10 <10 <10 <10
- A <10 <10 <10 <10 <10
AP <10 <10 <10 <10 <10

Tabela 17. Analises a presenca de esporos de Clostridios sulfito redutores nas amostras de

cogumelos Pleurotus ostreatus.

Amostra Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21

C Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente

% P Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente
- A Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente
AP Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente

Amostra Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21

C Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente

% P Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente
- A Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente
AP Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente
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Cosideragdes finais

Relativamente ao estudo da composicdo quimica e nutricional dos cogumelos
frescos Pleurotus ostreatus, os valores obtidos encontraram-se um modo geral em
concordancia com descritos na bibliografia, com excecdo do teor de proteina e do valor
energético calculado. A perda de massa observada nos cogumelos foi, como esperado e
descrito por outros autores, aumentando ao longo do tempo de armazenamento,
especialmente nos sete primeiros dias de conservacao.

O estudo dos parametros fisico-quimicos revelou algumas mudancas em algumas
propriedades dos cogumelos Pleurotus ostreatus sujeitos ao tratamento com altas
pressdes. Os valores de pH e do teor de solidos sollveis registaram diferengas
significativas entre todas as amostras. As amostras tratadas com altas pressoes (P e AP)
registaram uma diminuicdo de pH em relacdo ao controlo e a amostra A. O SST da
amostra P aumentou em relacdo a amostra controlo, sendo o Unico tratamento em que
isso sucedeu. Os tratamentos com &cido citrico reduziram o SST. No que diz respeito
aos parametros da cor, estes também foram afetados pelas altas pressbes, bem como
pela acdo do acido citrico. Os tratamentos utilizando altas pressdes (P e AP)
comparados com o controlo (C) registaram um escurecimento (reducdo na
luminosidade), bem como uma reducdo nas tonalidades vermelha (valor de a*) e
amarela (valor de b*), embora nem sempre estas reducdes tenham tido importancia
estatistica.

Quanto a alteracbes no parametro de textura analisado (forca de corte), 0s
resultados obtidos parecem indicar que n&o houve diferengas significativas na maioria
dos dias analisados entre as amostras pressurizadas (P e AP) e ndo pressurizadas (C e
A), ou seja, a tecnologia HPP nas condi¢cfes ensaiadas ndo altera a forca de corte a
aplicar aos cogumelos relativamente aos cogumelos sem pressurizagéo.

Este estudo mostrou bons resultados na preservacdo de cogumelos frescos
Pleurotus ostreatus utilizando a tecnologia HPP, visto ter inativado, destruido ou
mantido em niveis reduzidos a flora microbiana, bem como 0s microrganismos
patogénicos. A contagem total de microrganismos aerdbios meséfilos inicial logo ap6s
0s tratamentos de pressurizagdo foi reduzida em cerca de 1 a 2 Log;o UFC/g, ndo se
registando diferencas entre as amostras de cogumelos pressurizados e as amostras
pressurizadas e submersas em &cido citrico. Em todos os dias de andlises as contagens
de mesdfilos totais nas amostras sujeitas a altas pressdes (P e AP) foram menores que as
registadas para a amostra C. A contagem de bolores e leveduras mostrou uma reducgéo

de 4 e 5 Logyo UFC.g™ - no lote 1 e 2, respetivamente - nas amostras pressurizadas, que
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estiveram abaixo do limite de detecdo, mantendo-se inalteradas durante o
armazenamento, enquanto as amostras ndo pressurizadas tiveram um crescimento
continuado ao longo do tempo. Quanto aos microrganismos psicrofilos, estes mostraram
uma reducéo de 2 e 5 Logio UFC.g™* na amostra AP e de 5 e 3 Logy UFC.g™ na amostra
P relativamente ao controlo, sendo que em ambos os lotes e em todos os dias de analise
a amostra que foi sujeita a tecnologia das altas pressGes conjugada com o efeito do
acido citrico foi a que teve as contagens de psicrofilos mais baixas entre todas as
amostras. Na detecdo de coliformes totais embora se registe um decréscimo na carga
microbiana foi onde se registaram menos diferencas iniciais entre as amostras de
controlo e as amostras pressurizadas. No entanto a amostra controlo apresentou sempre
ao longo do tempo os maiores valores, e nas restantes amostras os valores medidos sdo
de aproximadamente 1 ou 2 Logl0 UFC.g™" e mantém-se aproximadamente constantes
ao longo dos dias analisados. Os valores de coliformes fecais mantiveram-se sempre
abaixo do limite de detecdo ao longo do tempo em todas as amostras e também néo
foram observadas quaisquer colonias tipicas de Clostridios sulfito-redutores em todas as
amostras.

Tendo em conta os resultados obtidos no presente estudo pode-se afirmar que o uso
de altas pressdes pode induzir algumas modificacfes nos parametros de qualidade de
cogumelos Pleurotus ostreatus, ainda que ndo se consiga estabelecer um padrdo claro
de variacdo, visto a variabilidade ser bastante acentuada entre os dois lotes.

A principal modificacdo nos indicadores de qualidade testados é uma reducéo
drastica da carga microbiana inicial, especialmente de bolores e leveduras. Esta
tecnologia, nas condi¢Ges ensaiadas apresentou excelentes resultados em termos
microbioldgicos, conseguindo manter ao longo dos 21 dias de conservagao, 0s nUmeros
de UFC/g em niveis bastante reduzidos, o que comparando com o0s cogumelos
embalados convencionalmente e considerando o prazo de validade destes de 5 a 7 dias,
a tecnologia de HPP consegue aumentar o prazo de validade em cerca de 15 dias
relativamente ao embalamento convencional.

Aparentemente a presenca de &cido citrico ndo trouxe beneficios relevantes

relativamente a qualidade dos cogumelos apenas pressurizados.
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Perspetivas Futuras

Considerando todos os resultados obtidos neste estudo, é claro que, sendo um
estudo exploratorio, existem aspetos que necessitam de uma investigacdo mais
aprofundada, a fim de esclarecer os efeitos da tecnologia das altas pressdes hidrostaticas
em certos parametros de cogumelos.

Uma das préximas abordagens a um estudo deste género sera testar a influéncia de
diferentes condi¢des de tempo, combinados com distintos niveis de pressdo de modo a
estudar qual a melhor combinagdo tempo-pressdo na conservacdo de cogumelos de
modo a alterar ao minimo possivel os parametros de qualidade avaliados.

Serd também importante explorar os efeitos das altas pressdes tanto no teor de
compostos fendlicos, como na capacidade antioxidante dos cogumelos, ja que estes tém
sido indicadores quimicos importantes na valorizacdo comercial deste produto.

Era também benéfico conhecer o efeito da tecnologia HPP na atividade de certas
enzimas e na libertacdo de compostos volateis. Um estudo mais aprofundado das
consequéncias do uso desta tecnologia nas propriedades reoldgicas também se reveste
de extrema importancia para se avaliar a sua infllencia na firmeza, coesividade,
adesividade, elasticidade e gomosidade de cogumelos.

Indispensavel serd fazer um estudo de avaliacdo sensorial de cogumelos
pressurizados, de modo a determinar os atributos que 0s consumidores mais
valorizariam neste produto e a sua aceitabilidade, ao mesmo tempo que se podera
estudar a relacdo entre a avaliacdo feita pelo painel de provadores com os resultados do
estudo das propriedades reoldgicas e de cor medidas instrumentalmente.

Também seria Gtil fazer analises microbiologicas a alguns microrganismos
patogénicos, tais como Salmonela spp. e Listeria monocytogenes para ver o efeito das

altas pressdes neste tipo de microrganismos.
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Anexo |

Meios de cultura utilizados na analise microbioldgica

1. Plate Count Agar (PCA) — Meio para pesquisa de microrganismos aerobios
mesofilos e psicrofilos

Triptona — 59

Extrato de levedura — 2.50g/L
Dextrose — 1.00g/L

Agar — 15.00g/L

Agua — 1000mL

pH final (25°C) - 7.0+ 0.2

Dissolveram-se 23.5g de meio em 1000 mL de agua destilada. Ferveu-se para uma
completa dissolucdo e esterilizou-se na autoclave a uma pressdo de 15lbs a 121°C
durante 15 minutos. Apos arrefecer e agitar verteu-se nas placas.

2. Dichloran Red Bengal Chloramphenicol (DRBC) — Meio para pesquisa de

bolores e leveduras

Peptona — 5.00g/L

Glucose — 10.00g/L

Fosfato monopotassico — 1.0g/L
Sulfato de Magnésio — 0,5 g/L
Dicloran —0.002 g/L
Rosa-bengal — 0.025¢/L

Agar — 15.00g/L

Cloranfenicol — 1.00g/L

pH final (25°C) - 5.6 + 0.2
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Dissolveram-se 15,759 de meio e 0,05g de Cloranfenicol em 500 mL de agua
destilada. Ferveu-se para uma completa dissolucdo e esterilizou-se na autoclave a uma
pressdo de 15lbs a 121°C durante 15 minutos. Apos arrefecer e agitar verteu-se nas

placas.

3. Meio para pesquisa de esporos de Clostridios sulfito redutores

Agar — 30g

Solucéo de sulfito de ferro a 8% - 10 mL
Solucéo de glicose sulfito — 150 mL
Solucéo de sulfato de sodio a 8% - 20 mL
Alumen de ferro — 20 gotas

Agua destilada — 1000 mL

pH final (25°C) - 7.6 £0.1
Dissolveram-se 30g de Agar em 10 mL de solucdo de sulfato de ferro em 1000 mL
de &gua destilada e ferver. Apds ebulicdo, adicionaram-se 150 mL de solucédo de glicose

sulfito, previamente preparada. Ao meio fundido, juntaram-se 20 mL da solucéo de

sulfato de sdédio e 20 gotas de alimen de ferro.
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Anexo 11

Tabela 18. VValores médios + desvio padrdo para o parametro SST (°Brix) determinados para os diferentes
tratamentos de conservacao aos dias de analise estabelecidos.

Teor de Solidos Solaveis (°Brix) — Lote 1

Dias de Andlise

0 3 7 14 21
C 4,97+0,06 B 5,50+0,01 ¢¢ 4,70+0,01 A 4,67+0,06 ¢4 4,93+0,06 °B
P 6,80+0,01 4B€ 6,43+0,06 A8 6,93+0,12 4P 7,57+0,15 9€ 6,13+0,25 ¢A
A 2,70+0,01 °P 1,83+0,12 PAB 2,50+0,01 °¢ 2,030,06 B 1,77+0,06 *~
AP 1,37+0,06 2B 1,03+0,06 *# 1,17+0,06 4 1,63+0,06 € 1,67+0,06 €

Teor de Solidos Solaveis (°Brix) — Lote 2
Dias de Analise

0 3 7 14 21
C 6,63+0,12 P 6,27+0,06 ¢ 6,03+0,06 °B° 5,53+0,15 ¢4 5,83+0,15 B
P 7,43+0,12 9B€ 7,2040,17 94 7,563+0,12 4B€ 7,730,159 7,33+0,06 ¢4
A 2,60+0,17 °P 2,20+0,10 " B¢ 2,37+0,06 °¢P 1,93+0,12 "8 1,50+0,01 °A
AP 1,37+0,06 %8 1,20+0,10 #AB 1,13+0,15 A8 1,37+0,06 *B 1,13+0,06 *#

=4 Média com letras diferentes indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p <0,05).
AD Média com letras diferentes indicadas em cada uma das linhas diferem significativamente entre si (p <0,05).

Tabela 19. Valores médios + desvio padrdo para o pardmetro pH determinado para os diferentes
tratamentos de conservacao aos dias de analise estabelecidos.

pH - Lote 1

Dias de Analise

0 3 7 14 21
C 6,31+0,01 ¢4 6,49+0,02 98 6,99+0,04 9° 7,04+0,01 9€ 7,46+0,01 9P
P 6,13+0,01 ¢4 6,21+0,01 € 6,18+0,01 B 6,24+0,01 ¢ P 6,33+0,01 °E
A 5,27+0,02 °¢ 5,22+0,05 P A€ 5,25+0,01 °¢ 5,10+0,01 °A 5,17+0,02 ° B
AP 4,37+0,03 2A 4,62+0,02 ¢ 4,44+0,01 2B 4,70+0,02 2P 4,80+0,01 €

pH — Lote 2
Dias de Analise

0 3 7 14 21
C 6,66+0,02 9A 6,73+0,01 9& 6,95+0,01 9°€ 6,97+0,02 9€ 7,37+0,01 9P
= 6,46+0,01 ¢4 6,45+0,01 °A 6,53+0,01 B 6,51+0,01 B 6,55+0,01 €
A 5,48+0,01 PB€ 5,31+0,01 °A 5,51+0,02 °¢P 5,47+0,01 °B 5,52+0,01 °P
AP 4,54+0,01 28 4,40+0,01 2~ 4,38+0,02 @A 4,58+0,02 ¢ 4,61+0,01 3¢

*¢ Média com letras diferentes indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p <0,05).
AD Média com letras diferentes indicadas em cada uma das linhas diferem sianificativamente entre si (p <0.05).
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Tabela 20. Valores médios + desvio padrdo de Textura determinados no chapéu para os diferentes
tratamentos e ao longo dos diferentes dias.

Textura (kgf) — Chapéu — Lote 1

Dias de Analise

0 3 7 14 21
C 1,5520,47 2P 1,22+0,37 0,93+0,35 *° 1,0520,25 " 1,09+0,30
P 2,00+0,47 2B 1,39+0,65 AP 1,32+0,38 "*8 0,69+0,36 *°# 0,61+0,40 #
A 1,43+0,55 **B 0,680,228 0,36x0,18 **® 0,22+0,08 ** 0,49+0,06 ®
AP 2,60+0,55 "¢ 1,38+0,36 ® 0,39+0,04 *# 0,3120,21°# 0,4620,35 *
Textura (kgf) — Chapéu — Lote 2
Dias de Analise
0 3 7 14 21
C 1,25+0,36 ° 1,32+0,32 "B 1,34£0,17 ® 0,56+0,07 °# 0,59+0,25 #
P 1,31+0,80 ® 0,91+0,35 2P A8 1,00£0,73 A8 0,1120,10 *# 0,08+0,07 #
A 0,82+0,26 ° 0,47%0,21 **8 0,730,35 ® 0,42+0,11 " A8 0,09+0,11 %
AP 1,2740,43 0,78+0,32 *° 0,78+0,36 0,59+0,36 *° 0,61+0,24

#¢ Média com letras diferentes indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p <0,05).
AD Média com letras diferentes indicadas em cada uma das linhas diferem significativamente entre si (p <0,05).

Tabela 21. Valores médios + desvio padrdo de textura (kgf) determinados no pé para os diferentes
tratamentos e ao longo dos diferentes dias.

Textura— Pé — Lote 1

Dias de Analise

0 3 7 14 21
C 4,19+1,39 2,64+0,84 2" 3,55+0,53 ¢ 3,53+1,13 3,64+0,71°
P 4,01+0,62 ® 2,87+0,70 *°A8 3 .06+1,12 "¢AB 1,80+0,91 4 2,030,88 **
A 4,12+0,62 ® 2,00+0,76 *# 1,23+0,42 24 1,76x1,30 0,91+0,50 **
AP 350+149 "8 3,97+0,97 °® 1,49+0,85 >4 1,96+0,96 *® 1,30+0,90 **
Textura — Pé — Lote 2
Dias de Analise
0 3 7 14 21
C 4,02+0,78 B¢ 4,91+0,81 3,84+0,30 B¢ 3,02+1,19 ° A8 1,88+0,56 °*
P 5,19+0,71 ® 4,37+1,44 7B 2,76+1,46 ~® 1,63+0,36 > 1,53+0,32 "4
A 3,82+0,94 ® 2,65+1,57 A8 2,22+1,31 "8 0,59+0,32 24 0,37%0,17 *A
AP 3,20+1,44 "8 3,92+1,00 ® 3,13+0,46 *® 1,710,34 *°A 1,62+0,44 "4

#d Média com letras diferentes indicadas em cada uma das colunas diferem significativamente entre si (p <0,05).
AD Média com letras diferentes indicadas em cada uma das linhas diferem significativamente entre si (p <0,05).
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