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Resumo

As framboesas (Rubus idaeus L.) sao frutos altamente pereciveis, sujeitos a
perdas pos-colheita significativas devido a danos mecanicos e ao rapido
desenvolvimento fungico. Nesse contexto, a transformacgao de frutos in natura nao
comercializaveis em produtos funcionais revela-se como estratégia sustentavel para
minimizar o desperdicio alimentar e fomentar a economia circular. Por outro lado, as
framboesas destacam-se pela riqueza em compostos fitoquimicos, cuja estabilidade e
bioacessibilidade apds a ingestdo podem ser comprometidas pela interacdo com a

matriz alimentar e pelas condi¢des do trato gastrointestinal.

Este trabalho propde o desenvolvimento de um doce hipocalérico de framboesa,
utilizando pectina de baixo metoxilo (LMP) como agente gelificante, com o duplo objetivo
de proteger e preservar a bioacessibilidade dos fitoquimicos relevantes e reduzir
significativamente o teor de acucar, sem adicao de ides de calcio — uma vez que a
framboesa apresenta teores adequados deste ido — ou outros aditivos gelificantes,
obtendo-se assim uma formulacdo “clean label’, mais natural e alinhada com as
tendéncias atuais de consumo saudavel. Para a formulagdo do doce optou-se pelo
genotipo ‘id. A’ por se tratar de uma cultivar ja comercializada, em contraste a ‘id. B’ que,
embora promissor, ainda se encontra em fase de desenvolvimento no programa de
melhoramento genético. Para tal, delinearam-se dois ensaios experimentais
complementares: (i) caracterizagao e bioatividade de um novo gendétipo de framboesa
resultante de melhoramento genético face a uma cultivar comercial, e (ii)
desenvolvimento de um doce hipocalérico (2,5% de LMP e 12,7% de acgucar) face a um
doce tradicional (relagao fruta-agucar, 1:1), caracterizando-os com base nos parametros
avaliados para a matéria-prima, bem como, avaliacdo reolégica, avaliacdo da

estabilidade microbiologica e apreciagdo sensorial.

Os resultados indicaram que a incorporagao de pectina de baixo metoxilo
conferiu ao doce hipocaldrico uma textura agradavel, assegurando simultaneamente a
libertagdo controlada dos polifendis durante a digestao simulada. Além disso, a redugao
do teor de agucar ndo comprometeu as propriedades sensoriais, demonstrando o
potencial de valorizacdo de excedentes de produgcdo com o desenvolvimento de

formulagdes saudaveis e inovadoras.

Palavras-chave: Pequenos frutos, bioacessibilidade, fitoquimicos, pectina de baixo

metoxilo, desenvolvimento de novos produtos



Abstract

Raspberries (Rubus idaeus L.) are highly perishable fruits, prone to significant
post-harvest losses due to mechanical damage and rapid fungal development. In this
context, the transformation of unmarketable fresh fruit into functional products emerges
as a sustainable strategy to minimize food waste and promote a circular economy.
Moreover, raspberries are notable for their richness in phytochemical compounds, whose
stability and bioaccessibility after ingestion may be affected by interactions with the food

matrix and the conditions of the gastrointestinal tract.

This study aims to develop a low-calorie raspberry jam, using low-methoxyl pectin
(LMP) as a gelling agent, with the dual objective of protecting and preserving the
bioaccessibility of relevant phytochemicals while significantly reducing sugar content —
without the addition of calcium ions — since raspberries naturally contain adequate levels
of this ion — or other gelling additives, thus achieving a more natural “clean label’

formulation in line with current healthy consumption trends.

For the formulation of the jam, the ‘id. A’ genotype was selected due to its current
commercial use, in contrast with ‘id. B’, which, although promising, is still under
development within a genetic improvement program. Two complementary experimental
trials were conducted: (i) characterization and bioactivity assessment of a new raspberry
genotype developed through genetic improvement, compared with a commercial cultivar,
and (ii) development of a low-calorie jam (2.5% LMP and 12.7% sugar) in comparison
with a traditional jam (fruit-to-sugar ratio 1:1), characterizing both based on the
parameters evaluated for the raw material, as well as rheological assessment,

microbiological stability analysis, and sensory evaluation.

Results showed that the incorporation of low-methoxyl pectin resulted in a low-
calorie jam with a pleasant texture, while enabling controlled release of polyphenols
during simulated digestion. Furthermore, the reduction in sugar content did not
compromise sensory properties, demonstrating the potential for valorising surplus

production through healthy and innovative formulations.

Keywords: small fruits, bioaccessibility, phytochemicals, low-methoxyl pectin, new

product development
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1. Introducgao e Objetivo principal

A framboesa vermelha (Rubus idaeus L.) é um fruto com multiplas drupéolas,
altamente perecivel, que se tem destacado pela riqueza nutricional e funcional.
Apresenta elevado teor de fibra, vitamina C, minerais, além de compostos fitoquimicos
com reconhecida atividade antioxidante, nomeadamente antocianinas e elagitaninos
(Rao & Snyder, 2010; Wang et al., 2009).

A distribuicdo da framboesa esta centrada principalmente no hemisfério Norte, com
destaque para a Asia, Europa e América do Norte, sendo o Sudoeste da China o
provavel centro de origem da espécie idaeus (Associacao dos Jovens Agricultores de
Portugal, 2018; Oliveira et al., 2007). O crescente interesse europeu por alimentos
nutritivos e sustentaveis tem impulsionado a procura e produgao deste pequeno fruto
(Confederacao dos Agricultores de Portugal, 2024; Sousa et al., 2007). Portugal é o
sétimo maior produtor mundial de R. idaeus (Our World in Data, 2023), sendo o Alentejo

e o Algarve as principais regides nacionais produtoras (AgroGarante, 2022).

Contudo, a sua elevada suscetibilidade a danos fisicos e atividade microbiolégica
leva a significativas perdas pds-colheita e a uma vida util que n&o ultrapassa as duas
semanas. Para tal, adotaram-se estratégias sustentaveis de conservacdo, como o
processamento térmico, que minimiza perdas, prolonga a conservagdo e inativa
microrganismos patogénicos e enzimas. Estas técnicas permitiram a diversificagéo de
produtos derivados de framboesa, como polpas, pds, doces, sumos e infusdes (Almeida,
2012; Lafarga et al., 2018).

Face ao exposto, o objetivo principal do presente trabalho é avaliar a eficacia do
desenvolvimento de um doce hipocalérico de framboesa, utilizando pectina de baixo
metoxilo como estratégia para promover a estabilidade e bioacessibilidade dos
fitoquimicos presentes no fruto R. idaeus e, em paralelo, reduzir significativamente o
teor de agucar versus formulagao tradicional, sem adi¢do de ides de calcio (presente
em niveis adequados na framboesa) ou outros aditivos gelificantes, aproveitando
excedentes da producao. Para o efeito, foi inicialmente avaliada a bioatividade de uma
selecéo avancada de melhoramento INIAV/Beira Baga (‘id. B’), comparando-a com uma
cultivar comercial (‘id. A’). No entanto, para a formulagédo do doce optou-se pela ‘id. A
por se tratar de uma cultivar ja comercializada, em contraste a ‘id. B’ que, embora
promissora, ainda se encontra em fase de desenvolvimento no programa de

melhoramento genético.



2. Enquadramento Tedrico
21. AFramboesa

2.1.1. Caracterizagao Botanica e Morfolégica

A framboesa é uma planta que pertence a classe Angiosperma, ordem Rosales e
familia Rosaceae. O género Rubus, ao qual a framboesa pertence, esta subdividido em
12 subgéneros (Oliveira et al., 2007; Vara, 2020), os quais agrupam diferentes espécies,
com base em caracteristicas morfolégicas e genéticas, refletindo assim a grande

diversidade de plantas deste género.

O género Rubus inclui plantas herbaceas, perenes e bienais. Embora a maioria das
framboeseiras seja perene, algumas espécies ou variedades podem ter um ciclo bienal,

especialmente no que diz respeito aos ramos que produzem frutos (Oliveira, 2021).

O subgénero Idaeobatus, com cerca de 200 espécies, tem a sua maior diversidade
no Sudoeste da China, regido considerada como provavel centro de origem (Associacao
dos Jovens Agricultores de Portugal, 2018). Encontra-se distribuido principalmente no
hemisfério Norte, com incidéncia na Asia, Europa e América do Norte (Oliveira et al.,
2007).

As framboesas comercialmente cultivadas, em larga escala, sao
predominantemente hibridas resultantes do melhoramento genético das espécies de
framboesa vermelha europeia (R. idaeus L.) e de framboesas norte americana vermelha
(R. strifosus Michx.) e preta (R. occidentalis L.) (Aires, 2023; Associagdo dos Jovens
Agricultores de Portugal, 2018). A combinagédo destas espécies permite a criacao de
variedades de framboesas, com frutos de elevada qualidade e adaptadas a diferentes

condi¢des de cultura, atendendo as exigéncias comerciais.

No continente europeu, a espécie mais comum e amplamente cultivada é a R. idaeus

(Sousa et al., 2007), cuja classificagao cientifica se encontra apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 | Classificagéo cientifica da framboesa R. idaeus L. Adaptado de Jardim Boténico da UTAD.

Reino Plantae
Diviséo Magnoliophyta
Ordem Rosales
Familia Rosaceae
Género Rubus
Subgénero Idaeobatus
Espécie Idaeus




No nosso clima, esta cultura floresce no Verdo, apdés um ano de crescimento
vegetativo, passando por um periodo de dorméncia no Inverno (Oliveira, 2021; Oliveira
et al., 2007).

Do ponto de vista botanico, a framboesa nao é considerada baga, mas um fruto com
multiplas drupéolas que se agrupam em torno de um recetaculo comum e se mantém
coesas, devido aos pelos epidérmicos que revestem a sua superficie (Figura 1). Cada
drupéola geralmente apresenta forma cénica arredondada e contém no seu interior uma
semente dura envolvida por polpa, representando cerca de 3 a 10% da massa total do
fruto (Correia, 2016; Sousa et al., 2007; Wang et al., 2009).

No momento da colheita, uma das caracteristicas mais marcantes das framboesas,
com elevado interesse do ponto de vista fruticola, é a facilidade com que os frutos
maduros se separam do recetaculo, que permanece ligado a planta, resultando num
fruto oco, com estrutura muito delicada e extremamente perecivel, o que dificulta o seu
manuseamento e conservagao (Aires, 2023; Associacao dos Jovens Agricultores de
Portugal, 2018; Correia, 2016; Sousa et al., 2007).

— Pedunculo

Drupéola

Semente rodeada pelo
endocarpo

— Pelos epidérmicos

Figura 1 | Morfologia da framboesa: vista externa e corte longitudinal. Adaptado de Sousa et al. (2007).

A coloragéo dos frutos varia, consoante as espécies e cultivares, do amarelo ao
quase preto, incluindo tons alaranjados, avermelhados e purpura (Figura 2). Essa
variagao cromatica podera também estar diretamente associada a diferentes perfis de
pigmentos, como antocianinas (responsaveis pelas cores vermelha a purpura) e
carotenoides (tons amarelados e alaranjados), compostos com reconhecida atividade
biolégica. Em Portugal, predominam as variedades de framboesa vermelha, que se
distinguem pelo sabor agridoce, aroma delicado e polpa com pequenas sementes
homogeneamente distribuidas, com textura granulada, macia e suculenta (Sousa et al.,
2007; Wang et al., 2009).



Figura 2 | Variagéo de coloracédo em frutos de framboesa (R. idaeus e hibridos). Créditos: fotografias de
Francisco Luz.

2.1.2. Composig¢ao Nutricional

As framboesas sdo por natureza fontes significativas de fibra, vitamina C, minerais
(sobretudo potassio e calcio), nutrientes essenciais para o bom funcionamento do
organismo humano. Paralelamente, contém fitoquimicos, compostos bioativos com
reconhecida atividade antioxidante (Rao & Snyder, 2010; Tosun et al., 2009; Wang et
al., 2009), destacando-se as antocianinas (especialmente cianidinas) e os elagitaninos
(Mullen et al., 2002). Na Tabela 2 apresenta-se a composig¢ao nutricional da framboesa

vermelha.

As framboesas representam uma opg¢ao alimentar saudavel, com baixo teor de
calorias (203 kJ (49 kcal)/100 g MF). Os teores de fibra e agucar (6,7 g/100 g MF e 5,1
g/100 g MF, respetivamente) ajudam a regular os niveis de agucar no sangue,
retardando a sua absorgdo no trato gastrointestinal e digestdo. As fibras também

promovem maior sensacgao de saciedade (INSA, 2024; Rao & Snyder, 2010).

Embora em teor reduzido, contém também proteinas (0,9 g/100 g MF) e lipidos (0,6
g/100 g MF) provenientes predominantemente das sementes, ricas em acidos gordos
insaturados (97,8%). Além disso, € um fruto rico em diversos minerais, sobretudo
potassio e calcio (230 mg/100 g MF e 26 mg/100 g MF) (INSA, 2024).

Adicionalmente, a framboesa é uma fonte de vitaminas, incluindo vitaminas
lipossoluveis presentes nas sementes, como pré-vitamina A (beta caroteno) e vitamina
E (tocoferol), e vitaminas hidrossoluveis na polpa, como vitamina C (30 mg/100g MF)
(INSA, 2024; Rao & Snyder, 2010). Conforme o Regulamento (EU) N° 432/2012, o acido
ascorbico contribui para o funcionamento normal dos sistemas imunitario e nervoso e
da fungéo psicoldgica, além de proteger as células contra oxidagdes indesejaveis (stress

oxidativo), reduzir o cansaco e a fadiga e melhorar a absorgao de ferro.



Tabela 2 | Perfil nutricional de R. idaeus in natura por 100 g de parte edivel. Adaptado de INSA (2024).

Constituintes em 100 g de parte edivel de framboesa vermelha in natura

Macronutrientes Micronutrientes
Agua 84,3g | Potassio 230 mg | Vitamina C (Acido ascorbico)  3q mg
Fibra 6,79 Calcio 26 mg | Vitamina B3 (Niacina) 0,6 mg
Hidratos de carbono 5149
) . Fosforo 23 mg | Vitamina E (a-tocoferol) 0,2 mg
dos quais Agucares 5149
Acidos organicos 1949 Magnésio 20 mg | Vitamina B6 0,05 mg
Proteinas 09g¢ Sadio 1mg Tiamina 0,03 mg
Lipidos totais 0,6g Ferro 0,5mg | Riboflavina 0,02 mg
Cinza 0,54 g | Zinco 0,3mg | Vitamina B9 (Folatos) 33 g
Carotenoides 10 ug
Pré-vitamina A 2 ug

A composicao nutricional da framboesa varia em fungéo do gendtipo, do estado
de maturacdo, das praticas de cultivo e de colheita, bem como, das condi¢cdes de

armazenamento poés-colheita (Ain et al., 2022).

2.1.3. Mercado em Portugal: Desafios pos-colheita e Processamento

O setor dos pequenos frutos em Portugal tem demonstrado ser um exemplo de
modernizag¢do na agricultura, superando desafios nos ultimos anos, como a escassez
hidrica, os impactos da pandemia e mudancas climaticas. A proximidade ao mar aliada
a qualidade dos solos de cultivo e da agua de rega conferem a Portugal condi¢cdes
climaticas favoraveis para uma produgao consistente durante praticamente todo o ano
(Confederagao dos Agricultores de Portugal, 2024; GPP, 2022).

Atualmente, Portugal encontra-se entre os maiores produtores de framboesa,
ocupando o 7.°lugar a nivel mundial (Our World in Data, 2023), sendo o Alentejo a
principal regido nacional produtora, seguida do Algarve (AgroGarante, 2022). Nas
ultimas décadas, a produgdo deste fruto registou um crescimento expressivo,
impulsionada pela forte procura europeia por alimentos nutritivos e sustentaveis

(Confederacao dos Agricultores de Portugal, 2024; Sousa et al., 2007).

Segundo dados da FAOSTAT (2024), a area dedicada ao cultivo de framboesa em
Portugal registou uma expanséo notavel entre 2010 e 2023 (Figura 3), passando de
cerca de 90 ha para 1.680 ha, em pouco mais de uma década. Este crescimento refletiu-
se diretamente na producéo nacional, que passou de 1.600 t para 35.660 t no mesmo

intervalo, com produtividade média estabilizada em torno de 18 a 19t por ha.



Producio e Area de framboesa em Portugal entre 2010 e 2023
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Figura 3 | Produgéo agricola (t3) e Area de exploragéo agricola (ha) de framboesa, em Portugal, entre
2010 e 2023. Adaptado de FAOSTAT (2024).

Posicionando-se como um dos principais exportadores europeus destes frutos,
Portugal registou, em 2023, um volume de 28.918 t de framboesas in natura exportadas,
contrastando com as 891 t importadas, resultando num saldo exportado superior a

205 milhdes de euros face aos 5 milhdes de euros de produto importado (GPP, 2024).

A framboesa, apesar da elevada exportacao, € altamente perecivel, com rapida
taxa de degradacao por danos mecanicos (defeitos morfolégicos ou lesdes) e atividade
microbiana, resultando em perdas significativas pds-colheita e numa vida util inferior a
duas semanas (Almeida, 2012; GPP, 2022). Para minimizar essas perdas emergiram
estratégias sustentaveis de conservagdo, incluindo congelacdo, desidratagdo e
apertizacao, transformando os frutos em polpas, pds, doces, sumos e infusdes,
diversificando a oferta, valorizando os excedentes de producdo e impulsionando o

mercado dos pequenos frutos (Almeida, 2012; Lafarga et al., 2018).

Apesar dos beneficios das estratégias de conservagao, tratamentos térmicos
intensivos podem degradar compostos bioativos termossensiveis, como antocianinas e
elagitaninos. Otimizar processos para preservar a sua integridade € crucial no
desenvolvimento de alimentos funcionais, onde a bioatividade depende nao apenas da

quantidade, mas da biodisponibilidade efetiva destes fitoquimicos.



2.1.4. Transformacgédo da framboesa em doce

A producdo de doces é uma forma de conservacao que permite estender
significativamente o prazo de validade, associando elevada aceitacdo sensorial e
viabilidade economica (Lafarga et al., 2018). Estes produtos alimentares semissolidos
ou gelificados resultam da cozedura e concentracdo da polpa da fruta com outros
ingredientes como acucar, pectina, acidos organicos, corantes ou aromatizantes. As
formulagdes tradicionais, com relagao fruta-agucar de 1:1, conduzem a elevados teores
de sdlidos soluveis (TSS265%), com a consequente diminuicdo da atividade da agua
(aw) do meio, criando um ambiente hipertdnico que “desidrata” as células microbianas,
limitando o seu crescimento e prolongando a vida util do produto (Laborde e Pagano,
2022; Shinwari e Rao, 2018, 2020; Unido Europeia, 2001).

Em resposta a crescente procura por alternativas mais saudaveis, desenvolveram-
se formulagées com TSS<40%, recorrendo a utilizagdo de gelificantes que permitam a
obtencgao de estrutura gel desejada. A pectina de baixo metoxilo (LMP) é o gelificante
mais utilizado nestes casos por permitir a gelificacdo mesmo com nulos ou reduzidos
teores de acgucar. Apesar da acidez do doce (pH=<4,6) inibir o desenvolvimento de
Clostridium botulinum, a elevada aw (0,80 — 0,90) e a menor pressdo osmoética (devido
ao reduzido teor de agucar) favorecem o crescimento de microrganismos aciduricos
(leveduras, bolores, bactérias lacticas), exigindo barreiras adicionais de conservacgao,
como a esterilizagdo térmica ou o uso de Altas Pressdes Hidrostaticas (Laborde e
Pagano, 2022; Ribeiro de Castro, 2013; Troller e Christian, 1978). Contudo, no caso de
a conservagao ser por calor, o processamento térmico pode degradar nutrientes e
compostos bioativos (Shinwari e Rao, 2018).

O tratamento térmico de esterilizacdo em autoclave das embalagens de
conservagao de doce (normalmente frascos) deve assegurar que o centro térmico atinja
uma temperatura superior a 100 °C, durante um intervalo de tempo suficiente, para
destruir os microrganismos, incluindo esporos termorresistentes e garantir a
estabilidade microbiolégica do produto (Laborde e Pagano, 2022). Como alternativa aos
tratamentos térmicos, as Altas Pressdes Hidrostaticas (HPP, High Pressure Processing)
consistem na aplicagdo uniforme e instantanea de elevadas pressodes (400 — 600 MPa)
ao alimento, a temperatura ambiente. Esse processo promove a inativagdo microbiana
e preserva de forma mais eficaz a composigao nutricional, os compostos bioativos e as
caracteristicas sensoriais originais do produto, em comparagdo com os tratamentos
térmicos convencionais. Contudo, estes produtos geralmente exigem refrigeracao
durante o armazenamento, dado que nao inativam enzimas e esporos microbianos,
representando uma limitagdo operacional face aos doces esterilizados por calor
(Laborde e Pagano, 2022; Shinwari e Rao, 2018).



2.2. Compostos fitoquimicos presentes na framboesa: tipos, atividades

bioldgicas, estabilidade e bioacessibilidade

A framboesa destaca-se pelo amplo perfil fitoquimico, marcado pela presencga de
compostos fendlicos diversificados, salientando antocianinas e elagitaninos, o que as
diferencia de outros pequenos frutos (Kula et al., 2016; Rao & Snyder, 2010). Os
polifendis, amplamente reconhecidos pelas suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatérias e antimicrobianas, tém sido alvo de investigagao cientifica no contexto da
prevencdo de doengas cronicas, como cancro, patologias cardiovasculares e
neurodegenerativas (Palafox-Carlos et al., 2011; Scalbert et al., 2005; Tosun et al.,
2009). Os polifendis, que incluem subclasses como flavonoides (p.ex. antocianinas) ou
nao-flavonoides (p.ex. elagitaninos), atuam como agentes redutores capazes de
neutralizar radicais livres, mitigando o stress oxidativo e retardando processos de
degeneracao celular (Bravo, 1998; Mahmutovi¢ et al., 2024; Scalbert et al., 2005). A sua
concentracao varia entre 37 e 429 mg/100 g (MF), dependendo da cultivar e das
condi¢bes de cultivo (Bravo, 1998).

As antocianinas, pigmentos naturais hidrossoluveis da subclasse dos flavonoides,
conferem a framboesa a coloragao caracteristica, oscilando entre tons vermelhos e
azulados, conforme o pH do meio (acido ou alcalino, respetivamente) (Ain et al., 2022;
Di Santo et al., 2021). Estruturalmente, predominam os glicésidos de cianidina (98% do
total de antocianinas), com teores geralmente inferiores a 100 mg/100 g (MF), enquanto
os glicdsidos de pelargonidina representam menos de 2%. A época de colheita influencia
diretamente a sua concentragdo, sendo a maioria das colheitas efetuada no verao,
contudo, colheitas tardias (primavera e outono) registam valores mais baixos, embora
compensados por maiores teores de elagitaninos (Rao & Snyder, 2010). Por outro lado,
os elagitaninos, pertencentes aos taninos hidrolisaveis, derivam da esterificagdo do
acido hexahidroxidifénico (HHDP) com glucose, apresentando-se como oligémeros ou
polimeros complexos (Ain et al., 2022; Rao & Snyder, 2010). A sua quantificagao é, por
vezes, dificil devido a hidrdlise das ligagbes éster dos elagitaninos que, quando em
condigdes acidas ou alcalinas, libertam moléculas de HHDP que se transformam
espontaneamente em acido elagico — processo que direciona estudos para a medi¢cao
indireta, via metabdlitos (Bobinaité et al., 2012; Rao & Snyder, 2010).

A estabilidade e bioacessibilidade destes fitoquimicos sao fatores criticos para a
efetividade das suas propriedades bioativas. A bioacessibilidade (fragédo libertada no
trato gastrointestinal, tornando-a potencialmente disponivel para absor¢do) e a
biodisponibilidade (quantidade absorvida e metabolizada pelo organismo) dependem

das interagbes com a matriz alimentar, condigdes fisioldgicas (pH, enzimas digestivas)



e transformag¢des quimicas ao longo da digestdo (Ali Redha et al., 2024; Barba et al.,
2017; Brodkorb et al., 2019; Di Santo et al., 2021; Jakobek, 2015; Palafox-Carlos et al.,
2011). Apenas 5 — 10% dos polifendis ingeridos sdo absorvidos no intestino delgado,
enquanto 90 — 95% alcangam o célon, sendo fermentados pela microbiota intestinal em
metabdlitos de menor peso molecular, como acidos fendlicos e aldeidos, os quais sédo
efetivamente absorvidos pelo organismo e contribuem para a atividade antioxidante
sistémica (Barba et al., 2017; Guergoletto et al., 2016). No caso especifico das
antocianinas, estas sao suscetiveis a fatores ambientais, sendo a sua baixa
bioacessibilidade (1 — 2%) atribuida a reduzida estabilidade em diferentes valores de
pH, nomeadamente no estdbmago (meio acido, pH 3) e no intestino (meio alcalino, pH
7), nos quais sao convertidas em formas com reduzida capacidade de absorcao,

predominando como catides flavilio e carbinol, respetivamente (Ali Redha et al., 2024).

Por esse motivo, a fragdo de polifendis efetivamente biodisponivel no organismo
pode nado corresponder necessariamente a quantidade ingerida e presente nos
alimentos, reforcando a importancia de considerar a quantidade potencialmente
biodisponivel, em vez dos valores declarados nas tabelas nutricionais (Barba et al.,
2017; Palafox-Carlos et al., 2011).

2.3. Fibra alimentar e implicagées na saude gastrica do consumidor

A definicao de fibra alimentar difere conforme a area de analise. Botanicamente,
€ um componente estrutural dos tecidos vegetais; quimicamente, corresponde a
compostos como celulose e pectinas; para o consumidor, destaca-se pelos beneficios a
saude; e para a industria, para além das fungdes tecnolégicas, € um recurso estratégico
de marketing. Segundo a AACC, consiste na parte edivel das plantas ou hidratos de
carbono néo digeriveis no intestino delgado, mas fermentaveis no célon, aos quais a
OMS e a FAO acrescentam que € um polissacarideo com = 10 mondémeros (Devries et
al., 2001; Dhingra et al., 2012; Otles & Ozgoz, 2014).

Por outras palavras, a fibra dietética é constituida por polimeros de hidratos de
carbono que compdem a estrutura rigida da parede celular dos vegetais, n&o digerida
por enzimas digestivas humanas, mas fermentada por bactérias intestinais. Essa
fermentagédo produz acidos gordos de cadeia curta, que promovem positivamente a
microbiota (desenvolvem bactérias intestinais benéficas e reduzem as bactérias
nocivas) e mantém a saude intestinal (Cheng et al., 2025; Nevara et al., 2021; Ozyurt &
Otles, 2016; Tomas, 2022). Conforme a solubilidade no trato gastrointestinal humano, a

fibra distingue-se em fragao soluvel ou fragao insoltvel (Dhingra et al., 2012) (Tabela 3).



Tabela 3 | Caracteristicas no trato gastrointestinal e exemplos das fragdes de fibra alimentar. Fontes:
Dhingra et al. (2012), Nevara et al. (2021), Otles & Ozgoz (2014), Tomas (2022).

Fibra soltvel Fibra insolavel

- Soluvel em agua;
- Aumenta a viscosidade do sistema e
forma géis viscosos;

- Nao digerivel no intestino delgado, sendo
fermentescivel pela microbiota no célon;
- Promove ambiente antioxidante saudavel
(regula niveis de glucose e de colesterol

- Insoluvel em agua;
- Baixa densidade e elevada
porosidade, ndo forma géis;
- Fermentacéo limitada no célon;
- Laxante, aumento do volume do
bolo fecal e redugao do transito

Caracteristicas
no trato
gastrointestinal

intestinal.
no sangue).
Exemplos Pectina, gomas, frutanas, algumas Lenhina, celulose e algumas
hemiceluloses soluveis e mucilagens. hemiceluloses insoluveis.

Estudos demonstram que a ingestdo diaria de 30 — 45 g de fibra per capita
(Ozyurt & Otles, 2016) contribui para um risco 15 — 30% menor de desenvolver doengas
cronicas, como doengas cardiovasculares, cancro colorretal e diabetes tipo 2 (Tomas,
2022). Contudo, os efeitos benéficos dependem do tipo e da quantidade ingerida, ja que
a composicao quimica e estrutural da fibra influencia o modo como atua no organismo.
Quando incorporada num alimento, a fibra pode interagir com outros componentes e
modificar significativamente a microestrutura e caracteristicas do produto final, além de

poder afetar processos de digestao e de absorgao (Nevara et al., 2021).

A framboesa contém maioritariamente fibra insoluvel (71% da fibra dietética
total), sobretudo celulose, hemicelulose insoluvel e lenhina. Os restantes 29%
correspondem a fragao soluvel, nomeadamente hemicelulose soluvel, pectina e gomas
(Baenas et al., 2020).

2.4. Pectina de Baixo Metoxilo

2.4.1. Caracterizagao e Mecanismo de Gelificagao

A pectina é uma fibra soluvel encontrada nas paredes celulares das plantas, com
especial relevo nos citrinos e pomoideas. O termo pectina deriva do vocabulo grego
pektos, que significa firmeza, refletindo a sua capacidade de formar hidrogéis e
apresentando um expressivo interesse na industria alimentar e farmacéutica, devido as
excelentes propriedades gelificantes, espessantes e emulsionantes (Chan et al., 2017;
Ciurzynska et al., 2016; De Cindio et al., 2015; Dhingra et al., 2014; Yang et al., 2024).

A pectina € um heteropolissacarideo aniénico constituido maioritariamente por
cadeias lineares de acido a-D-galacturdnico (GalA) interligadas por ligagdes glicosidicas

a-1,4 (homogalacturonano, HG), responsaveis por cerca de 60 — 65% da composigao
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total da pectina. A linearidade das cadeias de HG é interrompida com a introducéo de
moléculas de L-ramnose por ligagdes a-1,6, o que introduz ramificagdes na estrutura da
pectina, como os ramnogalacturonanos | (RG-I) e Il (RG-Il) (Figura 4). As fracbes de
ramnose estdo ligadas a outros acgucares, como arabinose (Blanco-Pérez et al., 2021;
De Cindio et al., 2015; Mercado-Mercado et al., 2020; Tomas, 2022; Yang et al., 2022).

7 Homogalacturonan (HGA)
k [ )

............. $oseloce .3
{ } t < ::' \»
ol : i 4
L J J
ii iii
Rhamnogalacturonan | (RG-l) Rhamnogalacturonan Il (RG-ll)

Figura 4 | Representacao estrutural da linearidade das cadeias de homogalacturonano (HG)
interrompidas por ramnogalacturonanos | (RG-I) e Il (RG-Il). Adaptado de Chan et al. (2017).

Na forma natural, os grupos carboxilo (—~COOH) das unidades de GalA estao
esterificados com metanol (CH;OH), formando metoxilos (-COOCH:;) (Figura 5). O grau
de esterificacdo ou de metoxilagcao (DE) reflete a proporcdo de grupos carboxilo
esterificados e determina o comportamento gelificante da pectina. Esta pode ser
classificada como Pectina de Alto Metoxilo (HMP, High Methoxyl Pectin, DE>50%) —
predominante na natureza — ou Pectina de Baixo Metoxilo (LMP, Low Methoxyl Pectin,
DE<50%) — forma mais comum em alimentos processados com baixo teor de agucar
(Blanco-Pérez et al., 2021; Yang et al., 2022).

n Methoxylated galac-
acid unit (A) turonic acid unit (B)

Figura 5 | Transformagéo de uma unidade linear de acido a-D-galacturdnico (GalA) esterificada com
metanol. Adaptado de Blanco-Pérez et al. (2021).

A Pectina de Baixo Metoxilo possui menos de 50% dos seus grupos carboxilo
esterificados (DE<50%), resultando num maior numero de grupos carboxilo livres. Isso
favorece a formagéo de géis estaveis na presencga de ides divalentes, como o calcio

(Ca?*), numa ampla gama de pH (2 — 6), sem a necessidade de adigido de agucar. Por
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isso, a LMP é adequada para formulagdes com reduzido teor de agucar (Ciurzynska et
al., 2016; De Cindio et al., 2015).

A gelificagao consiste na transicao de estado liquido (sol) em estado semissolido
(gel), por meio da formagado de uma rede tridimensional de cadeias poliméricas que
retém agua, ar e 6éleo no seu interior. O gel resultante exibe comportamento intermédio
entre o solido e o liquido (comportamento viscoelastico), com propriedades elasticas e
viscosas, sendo essencial para a textura e percec¢ao sensorial de produtos alimentares,
como geleias e doces (Chan et al., 2017; Ciurzynska et al., 2016; De Cindio et al., 2015;
Fu et al., 2024; Norziah et al., 2001; Yang et al., 2022).

Em sistemas com pectina, a gelificacdo depende de fatores intrinsecos (tipo de
pectina, numero de grupos carboxilos livres, peso molecular) e extrinsecos
(concentracao de pectina, presenca de ides, pH, teor de soélidos soluveis, temperatura)
que influenciam o comportamento reolégico e as propriedades do gel (Ciurzynska et al.,
2016; Han et al., 2017; Kastner et al., 2012; Yang et al., 2022).

O modelo “caixa de ovos” (egg-box) (Figura 6) descreve o mecanismo de
gelificacdo da LMP, caracterizado por intera¢des eletrostaticas (ligagdes idnicas fortes)
entre duas cadeias de pectina mediadas por ides divalentes (como o célcio, Ca?*),
complementadas por interagdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio, que estabilizam a

rede tridimensional formada.

g 6000000000 -
OH 00C
/&O \oH
@ DOOOO0000C (b) (c) COOO

Figura 6 | Representacdo esquematica das ligagdes ionicas entre cadeias de pectina e ides de célcio. (a)
dimerizagéo; (b) agregacao dos dimeros; (c) "caixa de ovos". Adaptado de De Cindio et al. (2015).

A gelificacao da LMP ocorre em dois estagios. No primeiro, duas cadeias rigidas
do polimero linear HG ligam-se por ligagdes idnicas fortes mediadas por ides de calcio
(Ca?"), formando dimeros — caracteristicos da estrutura tipica da “caixa de ovo”. Esse
processo requer o alinhamento de 6 a 14 grupos carboxilo dissociados por cadeia. No
segundo estagio, esses dimeros agregam-se formando uma rede tridimensional
complexa, fortemente estabilizada por interagdes hidrofébicas (entre grupos metilo) a
altas temperaturas e pontes de hidrogénio (entre grupos carboxilo ndo dissociados) a

temperaturas mais baixas (Chan et al., 2017; De Cindio et al., 2015; Kastner et al., 2012).
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Embora inicialmente proposto para o alginato, este modelo aplica-se também a
pectina, sendo mais apropriada a designacéo “caixa de ovos deslocada”, ja que as

cadeias n&o se alinham perfeitamente uma face a outra (Chan et al., 2017).

As LMP apresentam a capacidade de formacao de estrutura gel numa gama
alargada de valores de pH, embora os géis formados sejam diferentes. A gelificacdo das
LMP é favorecida em pH superior ao das HMP (pKa>3,5), pois requer a dissociagdo dos
grupos carboxilo da pectina (-COOQO") (carga negativa) para interagir com os ides de calcio
(carga positiva) e formar pontes de calcio. Essa dissociacéo permite a formag¢ao de uma
rede de gel estavel, denominada “caixa de ovos”. Em pH>5,0, a for¢ca do gel diminui
devido a menor estabilidade das intera¢des hidrofébicas e pontes de hidrogénio. Ja em
pH<pKa (3,5), a maioria dos grupos carboxilo da pectina ndo se desassocia (-COOH),
limitando as interagdes com célcio. Porém, os grupos carboxilo ndo dissociados n&o tém
carga negativa, favorecendo a formagédo de rede de gel (mais fraca) por pontes de
hidrogénio, conferindo estabilidade ao gel mesmo na auséncia de calcio (Kastner et al.,
2012).

Embora a adigdo de agucar ndo seja necessaria, a incorporagéo de 10 — 20%
melhora a textura e rigidez do gel, uma vez que estabelece ligacdes com a agua e
promove pontes de hidrogénio entre moléculas de pectina, reduzindo a sinérese
(libertagcao de liquido do gel) e conferindo maior elasticidade e menor fragilidade ao gel.
A concentracdo de pectina também influencia significativamente a estrutura do gel:
valores entre 6 e 25 g/L aumentam a forga do gel devido ao maior numero de zonas de
reticulagdo. A temperatura e a concentragdo de ibes de cdlcio (Ca?') afetam
inversamente a gelificacdo. A reducao da temperatura e 0 aumento da concentracao de
célcio reforgam a estrutura do gel; contudo, concentragdes excessivas de calcio podem
induzir a gelificagdo prematura e sinérese. Para concentragbes de ides de calcio
inferiores a 16 mg/g de pectina ndo ocorre gelificagédo, pois as pontes de calcio ndo se
formam adequadamente. Entre 16 e 40 mg/g de pectina, a forga do gel aumenta com a
concentracao de calcio. Entre 40 e 64 mg/g de pectina, formam-se géis elasticos e
estaveis, enquanto entre 64 e 88 mg/g de pectina formam-se géis com superficie aspera.
Acima de 88 mg/g de pectina, pode ocorrer pré-gelificacao imediatamente apds a adigao

dos ingredientes, alterando a estrutura final do gel (Han et al., 2017).
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2.4.2. Testes de avaliagao reolégica

Os materiais semissolidos exibem caracteristicas intermédias entre os liquidos e os
solidos, apresentando simultaneamente propriedades viscosas e elasticas, como é o
caso dos hidrogéis (Barrosa, 2021; Joyner, 2019). A pectina € um hidrogel que permite
a gelificacdo, processo de formacao de uma rede tridimensional de cadeias poliméricas
que exibem resposta soélida (elastica) sob pequenas tensodes e fluidez (liquida) quando
o0 material é submetido a forgcas mais intensas. O comportamento viscoelastico &
determinado através de testes estaticos e dindmicos, no entanto, na presente
dissertacdo apenas foram efetuados testes dinamicos/oscilatérios (testes nao
destrutivos, cuja tensao é controlada). A determinagao das propriedades viscoelasticas
dos materiais €, normalmente, realizada por meio de dois testes consecutivos:
Varrimento de Tensao e Varrimento de Frequéncia. Os resultados sao expressos em
dois parametros reoldgicos: o modulo conservativo/de armazenamento (G’), que
representa a componente elastica, e o médulo dissipativo/de perda (G”), que reflete a

componente viscosa (Joyner, 2019; Zerbinati et al., 2022).

Teste de Varrimento de Tensao (Strain Sweep Test)
Este ensaio tem como objetivo determinar a zona linear viscoelastica, identificando

o intervalo de tensdes dentro do qual o material pode ser submetido ao teste
subsequente e cuja estrutura interna do material permanece intacta. O limite superior
dessa regiao, designado como tensao critica (z.), corresponde ao ponto a partir do qual
ocorre alteracdo ou destruicdo da estrutura interna do material, comprometendo a
integridade do material e as suas propriedades viscoelasticas. Durante o ensaio é
aplicada tensao oscilatéria sobre a amostra, mantendo constantes a temperatura e a
frequéncia de oscilagao e o soffware do redmetro regista os valores dos médulos G’ e
de G” em fungdo da tensdo, resultando em graficos com duas curvas e permitindo

diferenciar as componentes elastica e viscosa (Thermo Fisher Scientific, 2024).

Teste de Varrimento de Frequéncia (Frequency Sweep Test)
Este ensaio tem como objetivo caracterizar o comportamento viscoelastico e a

resisténcia da estrutura interna da amostra. No final do ensaio obtém-se o espetro
mecanico das amostras e o software do reémetro automaticamente regista os valores
dos mdédulos viscoelasticos (G’ e G”) em fungéo da frequéncia aplicada (Thermo Fisher
Scientific, 2024).

A anadlise dos mddulos viscoelasticos permite avaliar a complexidade da estrutura

interna do material. O afastamento entre os médulos G’ e G” indica uma estruturagéo
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do material, caso essa diferenga atinja pelo menos uma década, o material pode ser
considerado como um gel estruturado. Quando G’>G” (ou seja, tan & <1) observa-se um
comportamento elastico predominante, indicando que o material consegue recuperar a
sua estrutura interna apds a aplicagao de tensao. Por outro lado, quando G’<G” (tan &
>1) verifica-se a dominancia do comportamento viscoso, havendo destruicdo ou
alteragao da estrutura interna do material. A razao entre os médulos G” e G’, conhecida
como tangente do angulo de perda (tan 6 = G”/G’), quantifica o equilibrio entre a energia
dissipada e a energia armazenada do material (Isreb et al., 2022; Thermo Fisher
Scientific, 2024). A complexidade estrutural derivada da densidade dos entrelagamentos
entre as moléculas que formam a estrutura interna do material pode ser obtida pelo valor
de G’ a 1 Hz e pelo médulo Plateau, Gy°, que corresponde ao valor de G’ quando a tan
d € minima. Valores elevados de G’ a 1 Hz e de G,° indicam maior grau de estruturagéo

interna e maior firmeza e estabilidade do material (Raymundo et al., 1999).

2.5. Bioacessibilidade de compostos fitoquimicos

2.5.1. Efeito dainteragdo com a fibra alimentar

A fibra alimentar e os compostos fitoquimicos, como polifendis, tém recebido
destaque pelo seu potencial positivo na microbiota intestinal e na saude do hospedeiro.
Existem estudos que evidenciam que a presenca de fibra alimentar interfere com a
bioacessibilidade de compostos fitoquimicos. As interagbes fibra-polifendis podem
ocorrer de forma natural nas paredes celulares do tecido vegetal ou durante o
processamento ou digestdo dos alimentos, influenciando a bioacessibilidade e a
bioatividade de ambos os componentes na saude (Cheng et al., 2025; Sharma et al.,
2025). Essas interagcdes podem ocorrer através de ligagdes covalentes ou néo
covalentes. Contudo, o tipo de ligagao influencia significativamente a bioacessibilidade

e bioatividade dos compostos.

As ligagbes nao covalentes sdo mais comuns e reversiveis, formando estruturas
organizadas e estaveis entre os grupos hidroxilo (-OH) dos polifendis e os grupos
polares dos polissacarideos da fibra, envolvendo interagbes eletrostaticas, pontes de
hidrogénio, interacdes hidrofébicas (forcas de Van der Waals). Ja as ligagdes
covalentes, embora menos comuns, sao interagdes mais fortes e estaveis formadas por
ligacdes éster, éter ou carbono-carbono (Mercado-Mercado et al., 2020; Palafox-Carlos
et al., 2011).

Durante a digestao, a maioria dos polifendis associados a fibra dietética nao esta

disponivel para absor¢éo no intestino delgado, pois permanecem aprisionados na matriz
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fibrosa, dificultando a acdo das enzimas digestivas. Como consequéncia, apenas uma
pequena fracédo (5 — 10%) dos compostos fendlicos € absorvida no intestino delgado,
passando a restante parte (90 — 95%) para o cdélon, onde é fermentada pela microbiota
intestinal e libertada sob a forma de metabolitos mais simples e, efetivamente,
absorvivel pelo organismo (Barba et al., 2017; Guergoletto et al., 2016; Palafox-Carlos
et al., 2011).

No processo digestivo, as interagdes ndo covalentes promovem uma libertacao
retardada, direcionando os polifenéis de forma lenta e gradual ao longo do trato
gastrointestinal até ao célon. Por sua vez, as intera¢des covalentes, devido a sua maior
resisténcia aos efeitos gastrointestinais, reduzem a absorgéo precoce dos polifendis no
tubo digestivo e favorecem, igualmente, a sua libertacdo no célon. Apesar das
diferengas na resisténcia e estabilidade destas ligagdes, ambas conferem efeitos

fisiologicos e benéficos semelhantes (Cheng et al., 2025; Tomas et al., 2022).

A pectina, fibra soluvel, interage com polifendis principalmente por ligagcées nao
covalentes, formando complexos que protegem os polifendis durante a digestdo e
influenciam a sua solubilidade e absorcéo. Devido as propriedades fisico-quimicas da
pectina (grau de esterificagdo, peso molecular e hidrofobicidade), a pectina pode
favorecer a formagao de micelas com compostos hidrofébicos (p.ex. carotenoides) em
condigbes gastrointestinais (Shahidi & Pan, 2021). Estudos mostram que, por exemplo,
a adig¢ao de pectina de girassol protege antocianinas (compostos hidrofilicos) da batata-

doce da degradagéao térmica, aumentando a sua bioacessibilidade (Cheng et al., 2025).

2.5.2. Testes de determinagao da bioacessibilidade

Existem diversos modelos de mimetizagédo da digestdo humana in vitro, que visam
simular as condi¢des fisioldgicas do trato gastrointestinal, desde a cavidade oral até as
fases gastrica e intestinal. Estes classificam-se em métodos estaticos ou dindamicos
(Brodkorb et al., 2019).

Dada a importancia de compreender a bioacessibilidade dos compostos bioativos
nos alimentos, esta dissertagao teve como foco o método estatico da digestao in vitro —
modelo simples e de baixo custo — que simula o comportamento gastrointestinal e a
possivel absor¢ao destes compostos no intestino delgado (Barba et al., 2017). Definido
pela rede internacional INFOGEST, o método estatico baseia-se em dados fisioldgicos,
caracterizando-se por manter as condigbes experimentais constantes em cada fase do

processo digestivo, assemelhando a digestao in vitro a digestao in vivo.

16



A utilizacdo de uma porcao fixa de matriz alimentar, pH controlado e adigéo
controlada de eletrélitos (sais minerais) e de enzimas digestivas permite manter a
simplicidade, robustez e reprodutibilidade deste modelo em laboratério e melhorar a
precisdo dos ensaios, evitando variagdes nos niveis de atividade enzimatica. No
entanto, esta padronizagdo apresenta algumas limitagdes, visto que n&o reproduz a
variacdo gradual do pH gastrico, a adigdo progressiva de fluido gastrico e o
esvaziamento gastrico controlado. Além disso, considera a fase intestinal como um
unico processo, sem diferenciacao das regides do intestino (duodeno, jejuno e ileo), que
apresentam diferencgas significativas na diluicdo, composi¢cdo mineral, pH e atividade
enzimatica. Por esse motivo, o0 modelo estatico ndo € adequado para estudos
detalhados, devendo ser utilizado somente para avaliar os produtos finais de cada fase

do processo digestivo (Brodkorb et al., 2019).
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3. Delineamento Experimental
3.1. Descricao dos genétipos de framboesa

Foram caracterizados dois genotipos de framboesa: uma cultivar comercial (‘id. A,
referéncia) e uma selecdo avangada do programa de melhoramento INIAV/Beira Baga
(‘id. B’), com o objetivo de identificar diferencas e evidenciar a existéncia de variagdes
entre diferentes gendtipos pertencentes 8 mesma espécie, no ambito do programa de
melhoramento genético. A Figura 7 ilustra o aspeto caracteristico dos frutos e das

plantas de cada gendtipo.

Figura 7 | Gendtipos de framboesa vermelha rececionados. (a) Cultivar comercial/referéncia (‘id. A); (b)
Selegdo avangada de melhoramento INIAV/Beira Baga (‘id. B’). Créditos: fotografias de Francisco Luz.

Os frutos foram colhidos manualmente no Polo de Inovacdo da Fataca
(Odemira), acondicionados em embalagens perfuradas de PET [poli(tereftalato de
etileno)] e transportados sob refrigeracao (4 £ 1 °C) para a Unidade de Tecnologia e
Inovagdo (UTI/INIAV). Os frutos frescos foram caracterizados quanto a cor e
armazenados a -20 °C até analise. Para os testes de caracterizagao e para o processo
de producao de doces, a descongelagao foi realizada de forma lenta, visando preservar

a integridade fisico-quimica das amostras (camara refrigerada a 4 °C por 24 h).

3.2. Meétodos analiticos

3.2.1. Analises fisico-quimicas
Parametros Colorimétricos CIELab

A cor das amostras foi avaliada no sistema CIELab (lluminante C), com recurso
ao colorimetro Minolta Chroma Meter CR-300 (Osaka, Japo), calibrado com um padrao
branco de referéncia (L* = 97,10; a* = 0,19; b* = 1,95). Por leitura direta, no sistema CIE,
o valor de L* representa a luminosidade da amostra e traduz a variagao entre escuro e
claro, em que 0 equivale a preto e 100 a branco. O valor de a* traduz a variagao entre

vermelho (+60) e verde (—60), enquanto o valor de b* traduz a variagao entre amarelo
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(+60) e azul (—60), valores aproximados de zero em ambas as coordenadas indicam
cores neutras (branco, cinzento e preto) (Ferreira & Spricigo, 2017). Posteriormente,
foram calculados os parametros de tonalidade (°h, Hue), indice de brancura (WI) e
diferenca total de cor (DTC). Na Figura 8 esta ilustrada uma representacdao do modelo

do sistema espacial de cromaticidade CIELab.

Branco

Vermelho
+a*

Preto

Figura 8 | Modelo do sistema espacial de cromaticidade CIELab, com ilustragédo das coordenadas L*, a* e
b* para interpretagédo do parametro de tonalidade (°h, Hue). Créditos: retirado de Konica Minolta.

A tonalidade da cor € transmitida pelo angulo °h (Equagdes 1), que varia pelos
eixos dos parametros a* e b*, com o angulo 0 a corresponder ao vermelho, o angulo 90°

ao amarelo, o angulo 180° ao verde e o angulo 270° ao azul (Ferreira & Spricigo, 2017).

&)
Oh a*

= X * *
6.2832 360, sea*>0eb*">0
(b*)
a*
°h = — X *
h 180+6,2832 360, sea* <0
(b*)
a*
°h — — 7 X * *
h 360+6,2832 360, sea*>0eb*<0

Equagodes 1 | Conjunto de equagdes para a determinagédo do parametro °h.
Segundo Bolin & Huxsoll (1991), o parametro WI traduz a maior ou menor
presenca de branco na superficie da amostra, sendo dado pela seguinte expressao

matematica (Equacao 2).

WI =100 — \/(100 —L9)2 4 a*? 4+ b*?

Equacéao 2 | Equacéo para a determinagéo do parametro WI.
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O parametro DTC reflete as variagbes de cor entre uma dada amostra e uma
amostra referéncia, cujas classificagdes encontram-se na Tabela 4 (Allegretti et al.,
2009). Este parametro expressa a magnitude da diferenca de cor entre amostras,

facilitando a sua comparacéo, e pode ser calculado pela Equacéao 3.

DTC = AE = /(L — L*¢)2 + (a* — a*()2 + (b* — b*()?

Equacgéo 3 | Equacgéo para a determinagao do paradmetro DTC. Os valores de L*o, a*o € b*o correspondem
a média das leituras da cor no dia 0, usados como referéncia.

Tabela 4 | Classificacdo detalhada do nivel de diferencas obtido através do parametro DTC. Adaptado de
Allegretti et al. (2009).

DTC Grau de diferengas
0-0,2 Impercetivel
0,2-0,5 Muito pequena
0,5-1,5 Pequena
1,5-3 Distinta
3-6 Muito distinta
6-12 Grande
>12 Muito grande (cores diferentes)

Os valores médios dos parametros colorimétricos resultaram de 27 medi¢des no

caso dos frutos (‘id. A’ e ‘id. B’) e de 3 medigdes por doce de framboesa (DH e DT).

Atividade da Agua, aw

As amostras (triplicados) foram colocadas em cuvetes especificas e transferidas
para sondas do aparelho Rotronic da Hygrolab, onde permaneceram até que o valor da
atividade da agua (aw) estabilizasse. Apds atingir a estabilidade, o aparelho fornece

diretamente o valor de aw e a temperatura do meio registada durante a analise.

pH

O pH das amostras foi determinado com recurso a um potenciometro HI84532
Fruit Juice Titratable Acidity Meter (Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode Island,
EUA), previamente calibrado a temperatura ambiente, com solu¢des tampao de pH =4
e pH = 7 (Carlo Erba Reagents, Val-de-Reuil, Franga). Os valores médios de pH

resultaram de triplicados por amostra.

20



Acidez Titulavel, AT

A acidez titulavel (AT) foi determinada segundo a norma NP-1421 (1977), com
ligeiras alteragdes. Procedeu-se a homogeneizacdo de 5 g de amostra num baldo
volumétrico de 50 mL, completando o volume com agua destilada. Tomas desta solugéo
(10 mL) foram tituladas, sob agitacdo continua, com uma solu¢do de NaOH 0,1 M
(Honeywell, Charlotte, Carolina do Norte, EUA) até pH 8,2, com recurso a um titulador
automatico (Metrohm 665 Dosimat, Sdo Paulo, Brasil), anotando o volume de NaOH
gasto. A média dos triplicados foi expressa em gramas de acido citrico por 100 g de

amostra fresca (g AC/100 g MF) e calculada conforme a Equacao 4.

_ (Vtotal X VNaOH)/Vtoma
massa amostra

AT

x 0,1 x 0,064 x 100

Equacgéo 4 | Equacgéo para a determinagdo da AT (g AC/100 g MF), onde “V total” corresponde ao volume
total de amostra (mL); “V NaOH” ao volume adicionado de NaOH (mL); “V toma” ao volume da toma para
analise (mL); “0,1” a normalidade da solugdo de NaOH e “0,064” a constante que expressa AT em g AC.

Teor de Sdlidos Soluveis, TSS
O teor de sdlidos soluveis (TSS) foi determinado com recurso a um refratdmetro
digital (Atago Palette PR-201, Toquio, Japado), previamente calibrado com agua

destilada. Os valores médios, expressos em °Brix, resultaram de triplicados por amostra.

Humidade

O teor de humidade foi determinado, em triplicados, segundo a norma NP-875
(1994) e corresponde a perda de massa seca a £ 70 °C com ventilagdo, em estufa
(Heraeus T 5050 E 250 °C, Borken, Alemanha), até massa constante. Os resultados
médios de triplicados foram expressos em percentagem (% m/m) e obtidos conforme a

Equacéo 5.

. (mc + ma) — mf
Teor de humidade (%) = — x 100

Equacéo 5 | Equacéo para a determinacéo do teor de humidade (%), onde “mc” corresponde a massa da
placa de Petri (g); “ma” a massa da amostra (g) e “mf’ a massa final (g).

Proteina

A proteina bruta foi quantificada pelo método AOAC 978.04 (Kjeldahl). A analise
foi efetuada em duas fases principais: mineralizagao e destilagdo com titulagdo. Apos
digestao acida escalonada (270°C—->430°C) em digestor Tecator 2020 (Foss Tecator AB,

Hoganas, Suécia), segue-se destilagao/titulagao automatica no equipamento Foss 2300
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Kjeltec. O teor de proteina bruta (% m/m), obtido através de triplicados por amostra, foi

calculado pelas seguintes equacdes matematicas (Equacgdes 6).

_ V' x1,4007 x 0,0999
m

PB = 6,25 X NT

Equacodes 6 | Conjunto de equacgdes para a determinacao da Proteina bruta (%), onde “NT” corresponde
ao azoto total (% m/m); “1,4007” a concentragéo de NCI titulado (g/mol); “0,0999” & massa molar do azoto
(g/mol); “V” ao volume gasto de acido cloridrico 98% (mL); “m” a massa da amostra (g) e “6,25” ao fator
de converséao proteina-framboesa.

Gordura

A gordura, segundo Akbar et al. (2009), foi extraida por Soxhlet modificado com
petréleo-éter, durante 5 h, seguido de evaporagao rotativa num rotavapor (Heidolph G1,
Alemanha) equipado com uma bomba de vacuo (MZ 2C NT, Vacuubrand GmbH,
Wertheim, Alemanha). O residuo foi seco em estufa (Heraeus T 5050 E 250 °C, Borken,
Alemanha) a 85 °C durante 1 h e, posteriormente, colocado num exsicador, procedendo-

se a pesagem da amostra, com resultados expressos em % (m/m).

Minerais

O teor de minerais foi determinado segundo Leitdo et al. (2021). Amostras
desidratadas e moidas (1 g, triplicado) foram digeridas com 8 mL de acido nitrico a 65%
e 2 mL de acido hidrocloridrico a 37%, num bloco de aquecimento (100 °C/1,5 h;
DigiPrep, MS 50 ml 48 Pos digestor, SCP Science, Quebec, Canada). Apds digestao
acida, as solugdes foram ajustadas para 50 mL com agua destilada, homogeneizadas e
deixadas em repouso. Os elementos Na, K, Ca, Mg, P, S, Si, Fe, Cu, Zn e Mn foram
quantificados por espetrofotometria ICP-OES (iCAP Série 7000, Thermo Scientific,
Waltham, EUA).

3.2.2. Compostos bioativos
Preparacao dos Extratos Metandlicos

Os extratos utilizados para analise do conteudo fendlico total (CFT) e atividade
antioxidante (AOx) foram obtidos pela homogeneizagdo de amostra com metanol 100%
(Honeywell, Charlotte, Carolina do Norte, EUA) (proporc¢éo 4:9, m/v) em Polytron Ultra-
Turrax T 25 basic a 20 000 rpm (IKA-Werke, Staufen, Alemanha), seguidos de vortex
Heidolph Reax 2000 (Heidolph Instruments, Alemanha) durante 30 s. Apds
centrifugacao (7000 rpm/20 min/4 °C; Sorvall RC5C, rotor SS34, Sorvall Instruments)
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com recolha do sobrenadante em tubos Falcon e armazenado em refrigeragdo a 5 °C
durante 24 h. Os extratos utilizados para determinag¢ao do perfil fendlico por HPLC e do
Conteudo de Taninos Totais (TTC) foram preparados a partir da mistura de 4:9 (m/v) de
amostra com extrato metandlico [79,9% metanol, 20% agua destilada e 0,1% acido

férmico, v/viv]) e seguiram o procedimento descrito anteriormente.

Atividade Antioxidante, AOx
Método DPPH - Determinacao da capacidade antioxidante total

A atividade antioxidante (método DPPH) foi determinada segundo Arnao et al.
(2001) e Brand-Williams et al. (1995), com adaptacdes. O radical livre estavel de azoto
DPPH (2, 2-difenil-1-picrilhidrazil), cuja cor roxa se altera para amarelo apés respetiva
reducdo na presenca de compostos antioxidantes (Alves et al., 2010), foi diluido em
metanol (1:4,5, v/v) até absorvancia inicial de 1,10 £ 0,02 a A=515 nm. Para a analise,
75 uL de extrato (diluido com 75 pL de extrato metandlico [79,9% metanol, 20% agua
destilada e 0,1% acido férmico, v/v/v]) foram misturados com 2850 L da solugédo DPPH,
e incubados 2 h no escuro, a temperatura ambiente, com leitura espectrofotométrica a
515 nm (Espetrofotometro Jas.co V-530 UV/Vis, Japao). Foi preparada uma reta de
calibragdo com varias solugdes padrdo de Trolox (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
EUA) (82—10 000 puM), que permitiu expressar resultados em pM de equivalentes de
Trolox por 100 g de amostra fresca (UM ET/100 g MF), com base nas seguintes
equagdes (Equacdes 7) (Anexo I: Retas de calibracdo da atividade antioxidante por
espetrofotometria dos métodos DPPH e FRAP e do método CFT).

ADPPH = Abssq5 nyDPPH — Abss;5 ymamostra

ADPPH — b volume solvente + massa amostra
AOx(DPPH) = ( ) % ( massa amostra ) x FD > 100

Equacgodes 7 | Conjunto de equagdes para a determinagdo da Aox através do método DPPH (uM ET/100 g
MF), onde “ADPPH” ao decréscimo da Abss1snm pela agéo dos antioxidantes; “Abss1snmDPPH” a
absorvancia da solugao de DPPH preparada; “Abssisnmamostra” a absorvancia da amostra; b e m,
respetivamente, a ordenada na origem e o declive da reta de calibragéo, e “FD” o fator de diluigéo.

Método FRAP - Determinacao do poder antioxidante do Ferro

A atividade antioxidante (método FRAP) foi determinada segundo Thaipong et
al. (2006), com adaptagdes. Preparou-se a solugao stock de reagente de FRAP a partir
da mistura de tampao acetato de sodio (0,3 M) (pH 3,6), solugéo de TPTZ (10 mM) (e
solugao de cloreto férrico (20 mM), na proporgao 10:1:1 (v/v/v). Para a analise, 25 uL de

extrato (diluido com 175 uL de extrato metandlico [79,9% metanol, 20% agua destilada
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e 0,1% 4&cido formico, v/v/v]) foi adicionado a 1800 pL da solucdo stock de FRAP, e
incubado 5 min a temperatura ambiente. A absorvancia foi medida a 593 nm
(Espetrofotometro Jas.co V-530 UV/Vis, Japao). Foi preparada uma reta de calibracao
com varias solugdes de FeS0O47H,0O (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) (10—
1000 uM), que permitiu expressar resultados em mmol de equivalentes de FeSO4+7H,0
por 100 g de amostra fresca (mmol FeSO4+7H,0/100 g MF), com base na seguinte
expressao matematica (Equacao 8) (Anexo I: Retas de calibracdo da atividade

antioxidante por espetrofotometria dos métodos DPPH e FRAP e do método CFT).

Abs ) volume solvente + peso amostra
AOx(FRAP) = ( 593 nm ) X ( P

) X FD x 100
peso amostra

Equacéao 8 | Equacéo para a determinagéo da AOx através do método FRAP (mmol de equivalentes a
FeSO4+7H20 por 100 g MF), em que m e b representam o declive e a ordenada na origem da reta de
calibragdo, respetivamente, e “FD” o fator de diluicdo.

Método CFT - Determinagao do Conteudo de Fendlico Total

O conteudo fendlico total (CFT) determinou-se segundo Swain & Hillis (1959),
com modificagdes, baseando-se na reagao colorimétrica promovida pelo reagente Folin-
Ciocalteu, que apresenta uma cor amarela na sua forma oxidada. Ao reduzir-se na
presenca de compostos fendlicos, forma um complexo de cor azul (Sousa et al., 2007).
Adicionaram-se sequencialmente a tubos de ensaio: 2400 L de agua destilada, 75 L
de extrato (diluido com 175 pL de extrato metandlico [79,9% metanol, 20% agua
destilada e 0,1% &cido formico, v/v/v]) e 150 uL de reagente Folin-Cicalteu (0,25 M).
Apds homogeneizacao e repouso de 3 min, adicionou-se 300 uL de carbonato de sédio
(1 M), seguindo-se uma incubagdo de 2 h no escuro, a temperatura ambiente. A
absorvancia foi medida a 725 nm (Espetrofotometro Jas.co V-530 UV/Vis, Japao). Foi
preparada uma reta de calibragdo com &cido galico (Panreac Quimica AS, Barcelona,
Espanha) (0,004-0,600 mg/mL) que permitiu expressar resultados em mg de
equivalentes de acido gélico por 100 g de amostra fresca (mg EAG/100 g MF), com base
nas seguintes equagdes (Equagao 9) (Anexo I: Retas de calibragao da atividade

antioxidante por espetrofotometria dos métodos DPPH e FRAP e do método CFT).

Abs-oc nm — b) (Volume extrato + massa amostra
X

CFT=( )xFDxlOO

m massa amostra

Equacao 9 | Equacao para a determinagédo do CFT (mg EAG/100 g MF), em que m e b representam o
declive e a ordenada na origem da reta de calibragéo, respetivamente, e “FD” o fator de diluico.
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Perfil Fendlico por HPLC

O perfil fendlico foi determinado, segundo Barros et al. (2012), por cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC), utilizando um sistema completo
Waters Alliance 2695 (Waters, Milford, MA, EUA), composto por bomba quaternaria,
termostato de coluna e autosampler refrigerado, acoplado a um detetor de arranjo de
fotodiodos (PDA Waters 996) com resolugcao espectral de 1,2 nm. A separagao efetuou-
se numa coluna C18 Aquasil® (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA; 150 mm x 4,6
mm, tamanho de particula 5 pm) mantida a temperatura ambiente. A fase movel
consistiu em dois solventes: Solvente A — mistura de acetonitrlo HPLC grade
(Honeywell, 299,9%) e agua ultrapura (18,2 MQ-cm) na proporgao 80:20 (v/v); Solvente

B — agua ultrapura acidificada com acido formico 99% (Sigma-Aldrich) para pH 2,3.

A eluigdo decorreu em gradiente linear programado no soffware Empower 3.0
(Waters): inicio com 88% A/ 12% B (0 min), redugéo linear para 70% A/ 30% B aos 30
min, e retorno as condigdes iniciais (88% A) aos 60 min, com fluxo constante de 1,0
mL/min controlado pela bomba do sistema. As amostras (20 pL) foram injetadas através
do autosampler refrigerado a 4 °C. A detecdo efetuou-se no PDA com aquisicdo nos
comprimentos de onda de 280 nm (fendis simples), 320 nm (acidos hidroxicinamicos) e
520 nm (antocianinas), utilizando varredura espectral completa entre 200 e 800 nm para
identificagdo complementar. A quantificagdo baseou-se em curva padrdo externa
calibrada, com resultados expressos em mg por 100 g de amostra fresca (mg/100 g MF)
para compostos maioritarios (> 0,1% m/m) ou pg/g MF para minoritérios (Anexo Il: Retas

de calibragao do perfil fendlico e do acido ascérbico por HPLC).

Acido Ascérbico por HPLC

O acido ascorbico foi quantificado segundo a metodologia descrita na norma EN
14130 (2003). Para extragdo dos acido L(+) ascorbico e dihidro L(+) ascorbico foram
pesadas 5 g de amostra, previamente triturada, para um baldo volumétrico de 50 mL,
adicionando-se 40 mL de acido metafosférico a 2% (m/v) até completar o volume do
baldo. A mistura foi cuidadosamente agitada e incubada em ambiente escuro por 15 min,
a fim de estabilizar o acido ascorbico e evitar a sua oxidagado. Apds esse periodo, a
solugao foi filtrada através de Acrodisc 0,45 pm e foram injetados 20 pL do filtrado no
sistema de HPLC.

Para identificacao e quantificacao de acido ascérbico utilizou-se um sistema de
HPLC constituido por um médulo de separacgao Alliance 2695 (Waters, Milford, USA) e
um detetor Waters 996 PhotodiodeArray Detector (Waters 996, Waters, Milford, MA). A
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eluicdo foi efetuada em regime isocratico, utilizando uma coluna Spherisorb ODS2 C18
(Waters, Milford, USA; 250 mm x 4,6 mm, tamanho de particula 5 ym), a temperatura
ambiente e a velocidade de fluxo de 1,0 mL/min. A fase movel foi constituida por uma
solugcéo de fosfato dibasico de potassio adicionada de brometo de trimetilaménia e a
detecgao da vitamina C foi efetuada a 296 nm. A quantificagao foi baseada na técnica de
padrao externo, a partir de uma curva padrao de area de pico versus concentragao

(Anexo II: Retas de calibracao do perfil fendlico e do acido ascérbico por HPLC).

Teor de Antocianinas Totais, TAT

O teor de antocianinas totais (TAT) foi determinado pelo método do pH diferencial
descrito por Lee et al. (2005), com adaptagdes. Preparou-se um extrato aquoso através
da homogeneizagdo de 2 g de amostra com 10 mL de agua destilada, seguida de
agitacdo magnética durante 15 min a temperatura ambiente e centrifugagcao (3000
rom/10 min/4 °C; Sorvall RC5C, rotor SS34, Sorvall Instruments), recolhendo-se o
sobrenadante. Para analise, 0,5 mL deste extrato foram adicionados separadamente a
dois tubos: um contendo 4,5 mL de tampao pH 1 (preparado com KCI 0,2 M e HCI 0,2
M na proporgéo 62,5:192,5 mL para 255 mL) e outro com 4,5 mL de tampao pH 4,5
(acetato de sédio 1 M, HCI 1 M e agua destilada na proporgéo 80:48:72 mL para 200
mL). As misturas foram incubadas no escuro a temperatura ambiente durante 15 min. A
absorvancia foi medida a 510 nm (pico de absorgdo das antocianinas) e 700 nm
(correcao de turbidez) no espectrofotometro (Espectrofotometro Jas.co V-530 UV/VIS —
Spectrophotometer). Os resultados médios foram expressos em mg de equivalentes de
cianidina-3-glucdsido por 100 g de amostra fresca (mg cid-3-glu/100g MF) e calculados

através das seguintes expressdes matematicas (Equagdes 10).

D massa amostra + volume solvente

massa amostra
A= (AbS510pH1 - AbS700pH1) - (Ab5510pH4'5 - AbS700pH4,5)

AX MM X FD x 103
TAT (mg/100g) = 7 x 100

Equacodes 10 | Conjunto de equagbes para a determinagédo de TAT (mg de equivalentes de cianidina-3-
glucésido por 100 g MF), onde “FD” corresponde ao fator de diluicdo (FD = 6); “A” o valor de absorvancia

total; “MM” a massa molecular da cianidina-3-glucésido (MM = 449,2 g/mol); “€” o coeficiente de
absortividade molar da cianidina-3-glucdsido (¢ = 26900 L/mol/cm) e “l” a largura da cuvette (1 cm).
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Conteudo Total de Taninos, TTC
O Conteudo Total de Taninos (TTC) foi determinado segundo Liu et al. (2024).

Para a analise, foram misturados 0,5 mL de extrato, 0,5 mL de agua destilada e 50 mg
de PVPP (polivinilpolipirrolidona). A mistura foi homogeneizada e deixada em repouso
durante 15 min a 4 °C, seguida de centrifuga¢ao (8000 rpm/15 min/4 °C) e recolha do
sobrenadante, sendo submetida ao teste de Folin-Ciocalteu (cf. Método CFT -
Determinacdo do Conteudo de Fendlico Total). A absorvancia foi medida a 725 nm
(Espetrofotometro Jas.co V-530 UV/Vis, Japao) e o TTC foi obtido subtraindo-se o
conteudo de fendlicos totais (CFT) da quantidade de fendlicos nao-taninos. Os
resultados médios dos triplicados foram expressos em mg de equivalentes de acido

galico por 100 g de amostra fresca (mg EAG/100 g MF).

3.2.3. Bioacessibilidade de fitoquimicos

A mimetizacao do trato gastrointestinal in vitro seguiu o protocolo INFOGEST 2.0
(Brodkorb et al., 2019). Prepararam-se solucdes de fluidos de digestdo simulados (SSF,
SGF, SIF 1,25x) a partir de solugbes stock de sais (KCl, KH2PO4, NaHCO3, NaCl,
MgCl2(H20)s, (NH4)2CO2, HCI, CaClz(H20).) e inibidor de protease (Pefabloc SC 1 mM).
Solugbes enzimaticas foram preparadas e refrigeradas (4°C): lisozima (100 U/mL),
pepsina (2000 U/mL), pancreatina (100 U/mL) e sais biliares (10 mM) (Anexo lll:

Preparagao das solugdes stock e solugbes enzimaticas do processo digestivo).

Procedimento sequencial:

e Fase oral — Misturou-se 5 g de amostra com 4 mL de SSF pré-aquecido, 0,025
mL de CaClx(H20)2 (0,3 M), 0,75 mL de lisozima (100 U/mL) e 0,225 mL de H2O.
Incubou-se a 37 °C/2 min, sob agitagdo (volume final de 10 mL).

o Fase gastrica — Ao bolo oral adicionou-se 8 mL de SGF pré-aquecido, ajustando
o pH para 3,0 com HCI (5 M), seguido de 0,005 mL de CaCl(H20)2(0,3 M), 0,667
mL de pepsina (2000 U/mL) e 0,928 mL de H2O. Incubou-se a 37 °C/2 h, sob
agitacao (volume final de 20 mL).

¢ Fase intestinal — Ao quimo adicionou-se 8 mL de SIF pré-aquecido, ajustando
o pH para 7,0 com NaOH (5 M), seguido de 3 mL de sais biliares (10 mM) e
incubou-se a 37 °C/30 min. Adicionou-se 0,04 mL de CaClx(H20), (0,3 M), 5 mL
de pancreatina (100 U/mL) e 3,16 mL de H20 e incubou-se a 37 °C/2 h, sob
agitagéo (volume final de 40 mL). Apds digestdo completa (), a reagéo

enzimatica foi interrompida com a adicdo de 2 mL de pefabloc SC (56 mM),
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seguindo-se centrifugagdo (7000 rpm/20 min/4°C; Sorvall RC5C, rotor SS34,

Sorvall Instruments) e filtracdo do sobrenadante.
Controlos experimentais:

o to — Extratos iniciais, antes da digestao in vitro: Triplicados com 5 g de amostra
+ SSF/SIF/SGF (1:2:4 viv);

o tg — Extratos apds simulacdo da digestao gastrica, em triplicado;

o tr — Extratos finais, apds digestdo completa (apds simulacdo das condigbes

intestinais) em triplicado.

Apoés cada fase digestiva, os extratos (to, tc € tr) foram quantificados quanto a
composicao bioativa, através da metodologia previamente descrita. Os valores médios
resultantes do ensaio de bioacessibilidade foram calculados a partir da seguinte formula

(Equacao 11):

t
Bioacessibilidade (%) = t_F X 100
0

Equacéao 11| Equagao para a determinagéo da bioacessibilidade de fitoquimicos (%), onde “t¢”
corresponde ao valor apods digestao in vitro e “to” ao valor antes digestao in vitro.

3.2.4. Contagens microbiolégicas
Bolores e Leveduras
A contagem de Bolores e Leveduras (B&L) foi realizada segundo a norma ISO

21571-1:2008. Foi utilizado o meio de cultura DRBC agar (Dichloran Rose-Bengal
Chlortetracycline Agar; Biokar Diagnostics, Allone, Franca), para o qual se transferiu 0,1
g da suspensdo méae e de cada diluicdo preparada para o respetivo meio. Apds
incubacao a 25 + 1 °C durante 5 dias, em condi¢des aerdbias, efetuou-se a contagem
de B&L conforme a Equagéo 12.

¢

:mxl,lxd

Equacao 12 | Equagéo para a contagem de B&L e microrganismos a 30 °C (log UFC/g), onde “N”
corresponde ao nimero de microrganismos; “Y, ¢“ ao somatério das coldnias contabilizadas em duas

placas inoculadas a partir de duas diluigdes sucessivas; “m” a massa de indculo (g) e “d” a menor diluigdo
das placas contabilizadas e utilizadas no somatério.
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Microrganismos a 30 °C
A contagem total de microrganismos a 30 °C foi realizada segundo a norma ISO

4833-1:2013. Foram realizadas diluicdes decimais sucessivas em solu¢do de Ringer
(Biokar Diagnostics, Allone, Franga), que foram posteriormente incubadas em meio PCA
(Plate Count Agar; Biokar Diagnostics, Allone, Franga) a 30 °C durante 72 h e

contabilizadas com recurso a Equagao 12.

3.2.5. Avaliagao Reoldgica

Teste de Varrimento de Tensao (Strain Sweep Test)
A determinagido da zona linear viscoelastica foi realizada com recurso a um

redmetro Thermo Scientific HAAKE MARS iQ Air (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA), utilizando um sensor de pratos paralelos serrados (P20/Ti/SE) e
com uma distancia (gap) entre pratos de 1,7 mm (valor cuja forca normal foi a mais
baixa, ndo interferindo com a amostra). As amostras de doce (DH — hipocalérico e DT —
tradicional) foram aplicadas entre os pratos e o0 ensaio conduzido a temperatura

ambiente (20 °C) e frequéncia constante (1 Hz).

Teste de Varrimento de Frequéncia (Frequency Sweep Test)
Apos definida a zona linear viscoelastica e, consequentemente, a tensao critica

(z.), efetuou-se o teste de varrimento de frequéncia, utilizando t= 2 Pa para o doce

hipocalodrico e T = 8 Pa para o doce tradicional e uma frequéncia entre 0,01 e 100 Hz.

3.2.6. Apreciagao Sensorial

No procedimento da producio de doce foi realizado um teste apreciativo, com o
objetivo de avaliar a aceitagao ou preferéncia dos dois doces, hipocaldrico (‘id. DF1S’)
e tradicional (‘id. DF2C’), tendo em conta as caracteristicas organoléticas dos produtos
percecionadas pelos sentidos humanos (visao, tato, olfato e paladar). Para a avaliagdo
das caracteristicas organoléticas dos doces, recorreu-se a um painel nao treinado
constituido por 20 provadores. As provas foram realizadas na sala de provas de analise
sensorial da UTI/INIAV, em cabines individuais com luz branca, a temperatura ambiente,
de acordo com as recomendacgdes da norma ISO 13299:2016. Os doces foram servidos

em copos de vidro codificados com trés digitos de forma aleatdria.

O teste sensorial apreciativo permitiu avaliar os atributos visuais e olfativos (cor,
brilho, aroma e consisténcia) e atributos de degustagao/gustativos (dogura, acidez,

sabor e textura), com recurso a uma escala de 5 pontos, onde o valor 1 corresponde ao
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minimo de apreciacao referente a “desgostei muito”, 2 a “desgostei”, 3 a “ndo gostei
nem desgostei”, 4 a “gostei” e 5 a “gostei muito”. Foi ainda pedido aos provadores para
anotarem, nas fichas de prova, as amostras mais e menos apreciadas (Anexo IV: Ficha

de prova aplicada na apreciacao sensorial dos doces de framboesa).

3.2.7. Analise Estatistica

A analise estatistica foi efetuada através do software Statistica™ v8.0 (2007) da
StatSoft Inc. As variaveis quantitativas (amostras independentes) foram comparadas
através da analise de variancia (one-way ou factorial ANOVA) e as diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre as médias dos parametros avaliados entre
amostras foram analisadas através do teste Tukey’s HSD. Recorreu-se também a
correlacdo de Pearson para avaliar a relagdo entre os parametros avaliados e o

estatistico F no caso dos doces hipocaléricos de framboesa.

3.3. Descrigao dos ensaios

3.3.1. Caracterizagao e Bioacessibilidade de fitoquimicos de genétipos de
framboesa

A matéria-prima foi avaliada face ao seguinte protocolo:

e Pardmetros fisico-quimicos: cor instrumental CIELab, AT, pH, TSS, teor de
humidade, proteina e minerais (cf. secg¢ao 3.2.1.);

e Composigao bioativa: AOx (métodos DPPH e FRAP), conteudo fendlico total
(CFT), perfil fendlico, acido ascorbico, teor de antocianinas (TAT) e conteudo de
taninos totais (TTC) (cf. secgéo 3.2.2.);

e Bioacessibilidade de fitoquimicos (cf. secgao 3.2.3.).

O ensaio foi realizado com algumas modificagées, uma vez que os valores de
absorvancia obtidos pelo método FRAP apresentavam-se muito elevados,
segundo o procedimento original. Para o efeito, foram preparados 100 uL de
extrato (previamente diluido com 100 pL de extrato metandlico) aos quais se

adicionaram 1800 uL da solugao stock de FRAP.

3.3.2. Producao de doce

Desenvolveu-se um doce hipocalérico de framboesa utilizando pectina de baixo
metoxilo (LMP) (Sigma-Aldrich®, Pectin from citrus peel, Dinamarca) como agente
estruturante, visando preservar compostos bioativos e reduzir significativamente o teor

de agucar versus formulagao tradicional. Como matéria-prima foram utilizados os frutos
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do gendtipo 'id. A' pelo facto de ser ja uma cultivar comercial com aceitagdo de mercado,
em detrimento do 'id. B' que, embora promissor, se encontra ainda em fase de

desenvolvimento no programa de melhoramento genético.

Foram desenvolvidas duas formulacbes de doce de framboesa: uma versao
tradicional (DT) e outra hipocaldérica (DH), ambas preparadas em triplicado. A
formulacdo DT seguiu a propor¢cdo convencional 1:1 (fruta:agucar). Com vista a
estabelecer a formulacdo do doce DH, foram previamente testadas 13 formulagdes
tendo como base 100 g de framboesa com a variagdo das concentragdes de agucar (0
a 50 g) e de pectina de baixo metoxilo (LMP; 1 a 3 g), conforme detalhado na Tabela 5.
A formulacgéo final selecionada (100 g de fruto + 15 g de agucar + 3 g de LMP) teve em
conta o equilibrio entre atributos sensoriais (cor, sabor/aroma, textura) e os pardmetros

fisico-quimicos TSS, pH e aw.

Tabela 5 | Ensaios preliminares de DH.

Ensaios Agucar LMP TSS Sabor/
L pH aw Cor Textura (consisténcia)
preliminares (9) (9) (°Brix) Aroma
1. * 50 2,5 - - - Escura = Muito doce Muito espesso | /
2. * 50 1 43,6 - - Escura @ Muito doce Muito espesso
3. 25 2,5 33,5 3,08 0,990 ++ + Doce Espesso
4, 25 1,5 36,7 3,03 0,928 ++ + Doce Espesso
5. 20 2 31,0 3,02 0,941 ++ + Doce + Boa
6. 20 1,5 24,9 3,01 0,954 ++ + Doce + Boa
7. 20 1 36,0 2,98 0,924 ++ + Doce Pudim liquido
8. 15 3 22,3 3,13 0,961 ++ Equilibrado Boa
9. 15 2 30,6 3,13 0,947 ++ Equilibrado + Boa
10. 10 3 16,8 3,08 0,970 ++ + Acida Boa
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1. 10 2 234 3,04 0,948 ++ + Acida Pudim liquido

12 10 1 24,3 | 3,02 0,950 + + Acida Muito liquido

13. 0 1 10,4 3,01 0,963 + Muito acida Muito liquido

* Formulagdes rejeitadas por terem textura muito espessa.

Para a elaboracido dos doces tradicionais (DT) e hipocaléricos (DH), os frutos
inteiros foram triturados e misturados com acucar e pectina LM (no caso do DH), sob
agitacao constante. Nao foram adicionados ibes de calcio, considerando que o fruto
apresenta elevado teor desse mineral (89,71 £ 52,44 mg/100 g MF, cf. seccéo 4.1.2). As
misturas de cada tipo de doce foram submetidas a tratamento térmico em placa de
aquecimento (Agimatic-N, Barcelona, Espanha), previamente aquecida a 80°C, até
atingirem o ponto de estrada (=110 °C). Antes do enchimento, os frascos de vidro (250
mL) com tampa metalica foram esterilizados em autoclave (121 °C, 15min), visando
garantir a conservagado e seguranga microbiolégica do produto ao reduzir a carga
microbiana inicial. O enchimento assético foi realizado em fluxo laminar, e os doces
foram acondicionados ainda quentes nos respetivos frascos. Imediatamente apds o
enchimento, os frascos foram invertidos, permitindo a esterilizacdo da tampa pelo calor
do produto e a formacado de vacuo no interior do frasco apés o arrefecimento a
temperatura ambiente (Figuras 9 e 10).

Genétipo ‘id. A’
1

r A

Trituragéo dos frutos inteiros

\. J

1

Agucar —

Pectina LM (no caso do DH) — L Mistura

1

Cozedura

Enchimento ]

em frascos de vidro esterilizados
L

Frascos imediatamente
invertidos

Arrefemmento a temperatura
ambiente

\

Armazenamento

Figura 9 | Processo produtivo dos doces tradicional (DT) e hipocaldrico (DH).
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Figura 10 | Aspeto final dos doces: (a) Doce tradicional (DT); (b) Doce hipocalérico (DH).

Ambos os doces foram caracterizados imediatamente apés a producéao (t=0). O DT
foi analisado exclusivamente no tempo inicial, servindo como referéncia para avaliar as

modificagdes no DH, sendo ambos submetidos ao seguinte protocolo:

e Paradmetros fisico-quimicos: cor instrumental CIELab, aw, AT, pH, TSS, teor de
humidade, proteina e gordura (cf. secgdo 3.2.1.);

e Composigao bioativa: AOx (métodos DPPH e FRAP), conteudo fendlico total
(CFT), perfil fendlico e teor de antocianinas (TAT) (cf. secgao 3.2.2.);

o Bioacessibilidade de fitoquimicos (cf. seccao 3.2.3.);

o Contagens microbioldgicas: bolores e leveduras e microrganismos a 30 °C (cf.
secgdo 3.2.4.);

¢ Avaliacao reoldgica (cf. secgao 3.2.5.);

e Apreciagao sensorial (cf. sec¢ao 3.2.6.).

O doce hipocalérico (DH), sendo o foco principal deste estudo, foi submetido a
dois regimes de conservagao durante 30 dias: refrigeragdo (4 °C) e temperatura
ambiente (25 °C), com reavaliagdo dos parametros fisico-quimicos (secgao 3.2.1.),
composicao bioativa (secgéo 3.2.2.) e estabilidade microbioldgica (secg¢ao 3.2.4.) ao fim

do periodo de 15 (t=15) e 30 (t=30) dias de armazenamento.
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4. Resultados e Discussao
Os resultados apresentados foram obtidos seguindo as metodologias descritas no

ponto 3, tendo por base os objetivos e enquadramento deste trabalho (1 e 2).

41. Caracterizagao e Bioacessibilidade de fitoquimicos de genétipos de
framboesa
4.1.1. Parametros fisico-quimicos

Parametros colorimétricos CIELab
A cor instrumental dos gendtipos de framboesa foi avaliada a partir das

coordenadas L*, a* e b* do sistema CIELab. Com base nesses dados, calcularam-se os
indices de cor: croma (saturacdo), angulo de Hue (tonalidade) e WI (brancura). Os
resultados encontram-se resumidos na Tabela 6, juntamente com valores referenciados

na literatura.

Tabela 6 | Cor instrumental CIELab dos frutos ‘id. A’ e ‘id. B’ vs. valores referenciados na literatura.

A . . Literatura
‘ v 1 ‘ v 1
Parametro id. A id. B Intervalo (Min-Max) Referéncia(s)
32,3-139,2 Mazur et al. (2014)
Croma 37,02+ 3,6 37,06+2,3
40,95 — 50,56 Novo (2023)
24,3 -27,5 Mazur et al. (2014)
Hue 2222+1,9 2410+ 11
31,69 — 85,73 Novo (2023)
Wi 30,0°+ 3,0 26,02+ 1,1 - -

'Resultados expressados como média + desvio padréo e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).

O parametro croma ¢ indicativo da intensidade da cor, em que valores mais altos
refletem cores mais vivas. Os gendétipos apresentaram valores significativamente
idénticos (p>0,05) (‘id. A: 37,0 £ 3,6; ‘id. B: 37,0 £ 2,3), indicando saturagao de cor
semelhante. Esses resultados situaram-se no intervalo descrito por Mazur et al. (2014),
indicando frutos menos saturados que outras cultivares comerciais. Isso sugere que a
intensidade da tonalidade vermelha caracteristica da framboesa € comparavel entre

cultivares, o que é relevante para a atratividade visual do fruto in natura.

O parémetro de tonalidade (Hue) revelou diferencas significativas (p<0,05)
entre o0s gendtipos, com valores préximos de 20°, correspondendo a regido do vermelho.
Valores mais préoximos de 0° indicam vermelho puro, associado a predominéncia de
pigmentos como a cianidina, enquanto valores em torno de 90° sugerem tons
alaranjados ou amarelados devido a inibicdo da sintese de antocianinas (Mazur et al.,
2014; Novo, 2023). O gendtipo ‘id. A’ exibiu uma tonalidade vermelha mais intensa e

vibrante (22,2 + 1,9°) em relagao ao ‘id. B’ (24,1 + 1,1°), que apresentou um leve desvio
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para tons vermelho alaranjados. Essa diferenca (A=2°) pode estar associada a
variagdes no perfil de antocianinas, sendo que os valores de ‘id. A’ se situaram
ligeiramente abaixo do limite minimo reportado por Mazur et al. (2014), traduzindo maior

predominancia de pigmentos vermelhos do que a literatura refere.

O indice de brancura (WI) expressa a variagao entre cores mais claras e mais
escuras. O aumento de WI traduz o aclaramento e, inversamente, a diminuicdo de WI o
escurecimento das amostras. O WI foi significativamente maior (p<0,05) no genétipo ‘id.
A’ (30,0 £ 3,0) emrelacao ao ‘id. B’ (26,0 + 1,1), revelando maior luminosidade superficial
e cor mais clara. Por outro lado, o menor WI observado em ‘id. B’ sugere maior
escurecimento, associado ao aumento da concentragdo total de antocianinas que
sofrem oxidacao natural durante o armazenamento (Martins, 2015). A correlagao entre
WI e teor de antocianinas revelou relagdo negativa quase perfeita (r=-0,99), confirmando
que o escurecimento observado em ‘id. B’ esta fortemente relacionado a presenca
destes compostos, podendo indicar a necessidade de cuidados adicionais na

conservacao destes frutos.

As diferencas colorimétricas entre ‘id. A’ e ‘id. B’ refletem variagdes na qualidade
visual e com possivel reflexo no potencial bioativo, sendo relevantes na selecao de
genotipos para consumo in natura ou processamento. O gendtipo ‘id. A’ apresentou
coloragao vermelho vibrante e intenso, conferindo-lhe maior atratividade visual para o
consumo in natura. Em contraste, o ‘id. B’ exibiu uma coloragéo ligeiramente mais
escura e alaranjada, com predominancia de antocianinas naturalmente oxidadas, sendo

mais adequado para transformacao industrial.

Paréametros de AT, pH e TSS
Ao longo da maturagéo, a evolugéo agucares-acidos € inversa, o que reflete o

estado de maturacao da fruta e pode influenciar diretamente a sua sensacao gustativa
(Sousa et al., 2007). Nos frutos vermelhos, o sabor acido advém de alta acidez e baixos
niveis de agucar, enquanto o inverso resulta num sabor frequentemente descrito como
insosso (Wang et al.,, 2009). Dessa forma, a relagcao entre os teores de agucar e de
acidos determina a qualidade sensorial dos frutos, sendo desejavel o seu equilibrio para

obtengado de um sabor agradavel (Sousa et al., 2007; Vara, 2020).

Os resultados obtidos para os parametros de AT, pH e TSS dos gendtipos

encontram-se na Tabela 7, sendo comparados com intervalos reportados na literatura.
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Tabela 7 | AT, pH e TSS dos frutos ‘id. A’ e ‘id. B’ vs. valores referenciados na literatura.

Parametro id. A1 id. B’ 1 __Literatura
Intervalo (Min-Max) Referéncias
Acidez titulavel 1,67 — 2,32 De Ancos et al. (2000)
cidez titulave
2,380+ 0,02 2,192+ 0,11 1,76 — 2,23 Mazur et al. (2014)
(% &cido citrico)
2,13-2,51 Papanov et al. (2019)
2,88 — 3,87 De Ancos et al. (2000)
pH 2,8°+ 0,04 2,72+ 0,05 2,73 - 3,00 Mazur et al. (2014)
2,37 - 3,03 Papanov et al. (2019)
9,26 — 10,54 De Ancos et al. (2000)
TSS (°Brix) 11,02+ 0,1 10,22+ 0,7 8,10 — 11,00 Mazur et al. (2014)
10,87 — 13,60 Tosun et al. (2009)

'Resultados expressados como média + desvio padréo e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).

Os resultados de acidez titulavel (AT) e pH revelaram diferencgas significativas
(p<0,05) entre os gendtipos, com ‘id. A" apresentando menor acidez (2,38 £ 0,02% AC)
e maior pH (2,8 + 0,04), indicado ser um fruto menos acido que o ‘id. B’ (AT = 2,19 %
0,11% AC; pH=2,7 £ 0,05). Apesar dessas diferencgas estatisticas, estas provavelmente
nao seriam percetiveis sensorialmente. Os valores obtidos situaram-se proximos dos
intervalos referenciados na literatura, sugerindo que essa variagao seja influenciada por

condigdes de cultivo e estado de maturagao dos frutos (Mazur et al., 2014).

Por outro lado, os valores de teores de sélidos soluveis (TSS) nao diferiram
de maneira significativa (p>0,05) entre os gendtipos (‘id. A: 11,0 £ 0,1 °Brix; 'id. B': 10,2
1 0,7 °Brix), traduzindo uma dogura semelhante entre os frutos. Esses valores estéo
igualmente alinhados com os valores descritos na literatura para frutos maduros, que
variam entre 8,10 e 13,60 °Brix. Isso evidencia que a acidez e a dogura podem variar

independentemente da cultivar.

Teores de Humidade, Proteina Bruta e Minerais
Foram determinados os teores de humidade, proteina e minerais para ambos os

gendtipos de framboesa, sendo estes posteriormente comparados com valores

reportados na literatura, conforme apresentado na Tabela 8.
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Tabela 8 | Humidade, Proteina Bruta e Minerais dos frutos ‘id. A’ e ‘id. B’ vs. valores referenciados na

literatura.
Parametro id. A1 id. B’ 1 __Literatura
Intervalo (Min-Max) Referéncias
Humidad 79,2 — 881 Bobinaite et al. (2012)
“"(‘:/)a e 82,12+6,9 88,22 +4,5 82,02 - 85,31 De Ancos et al. (2000)
§ 85,1 -89 Mazur et al. (2014)
il 0,34 -1,15 Aki t al. (2021
Proteina Bruta 1,04b +0,05 0,93 + 0,06 imov et al. ( )
(% m/m) 0,7-1,6 Zhang et al. (2019)
4 Zhang et al. (2019)
Na 3,362+ 0,49 3,502 £ 1,26
0,05-4,30 Fotiric AkSi¢ et al. (2022)
141 -223 Zhang et al. (2019)
K | 843,492 +491,37 1200,172 £ 42,47 B ]
230,14 — 392,09 Fotiri¢ Aksi¢ et al. (2022)
13-40 Zhang et al. (2019)
Ca 89,712 + 52,44 112,502 + 4,12
21,14 — 33,69 Fotiri¢ AkSi¢ et al. (2022)
15-39 Zhang et al. (2019)
Mg 147,672 + 85,56 196,162 + 8,02 - ]
17,21 — 27,61 Fotiri¢ AkSi¢ et al. (2022)
18 -54 Zhang et al. (2019)
Minerais P 212,202+ 122,26 276,392+ 8,92 B ]
480,35 — 1219,51 Fotiri¢ AkSi¢ et al. (2022)
1
mgl109) | g | 66682+ 29,01 89,872+ 2,12 38,38 — 63,02 Fotiric AkSié et al. (2022)
0,3-2,1 Zhang et al. (2019)
Fe 2,872+ 1,55 3,902+ 0,10
0,83-2,44 Fotiri¢ Aksi¢ et al. (2022)
0,05-0,2 Zhang et al. (2019)
Cu 0,852+ 0,64 1,562+ 1,39 - ]
0,13-0,31 Fotiri¢ AkSi¢ et al. (2022)
0,2-0,7 Zhang et al. (2019)
Zn 1,392+ 0,71 1,572+ 0,29 B i
1,05 -2,04 Fotiri¢ Aksi¢ et al. (2022)
0,3-1,8 Zhang et al. (2019)
Mn 2,742+ 1,61 3,002+ 0,09 - ]
0,14 -0,37 Fotiri¢ AkSi¢ et al. (2022)

"Resultados expressados como média + desvio padréo e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).

Ambos os genotipos apresentaram teores de humidade estatisticamente
semelhantes, embora ligeiramente superiores em ‘id. B’ (88,2 + 4,5%) face a ‘id. A’ (82,1
1 6,9%). Os elevados teores de humidade evidenciados sao tipicos de frutos frescos,
refletindo a sua perecibilidade e dependéncia de fatores como condigdes de cultivo e
estado de maturacao (Ain et al., 2022; De Ancos et al., 2000). Esses valores estao de

acordo com os intervalos reportados na literatura, que variam entre 79,2% e 89%.

Os teores de proteina bruta foram de 1,04 + 0,05% para ‘id. A’ e 0,93 + 0,06%
para ‘id. B’. Verificou-se que a composicao proteica foi significativamente diferente
(p<0,05) entre os gendtipos, com ‘id. A’ apresentando teor ligeiramente superior,
sugerindo influéncia genética sobre o conteudo proteico dos frutos. Ainda assim, ambos
os valores se situaram dentro dos intervalos descritos por Akimov et al. (2021) e Zhang

et al. (2019) para a espécie R. idaeus.
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A analise mineral ndo revelou diferengas significativas (p>0,05) na composigao
macro e micromineral entre gendtipos. Contudo, o ‘id. B’ apresentou teores
consistentemente superiores para todos os minerais analisados, destacando-se como
fonte nutricional mais rica, possivelmente devido a caracteristicas genéticas associadas
ao programa de melhoramento. O potassio (K) foi o macroelemento predominante, com
valores 42% superiores em ‘id. B’ (1200,17 £ 42,47 mg/100 g) relativamente a ‘id. A
(843,49 + 491,37 mg/100 g). Os teores de sodio (Na), fosforo (P) e zinco (Zn) situaram-
se dentro das faixas esperadas, embora os valores de P apresentem discrepancia. Os
demais minerais (K, Ca, Mg, S, Fe, Cu e Mn) excederam os valores de referéncia,
possivelmente devido a perda de exsudados durante o descongelamento dos frutos, o

que podera ter concentrado estes minerais.

4.1.2. Composigao bioativa
Foi determinada a composicao bioativa (AOx, CFT, TAT, TTC e acido ascdrbico)
de ambos os gendtipos, cujos valores se encontram apresentados na Tabela 9,

juntamente com valores previamente publicados na literatura.

Tabela 9 | Composicao bioativa dos frutos ‘id. A’ e ‘id. B’ vs. valores referenciados na literatura.

Parametro id. A’ id. B 1 ___Literatura
Intervalo (Min-Max) Referéncia(s)
DPPH 5 o
2498,6° + 9,2 2458,72 + 19,4 890 — 2150 Cekic & Ozgen (2010)
(umol ET/100 g MF)
FRAP 2079418 2089418 8,13-12,43 Tosun et al. (2009)
(mmol Sulfato Ferro = == 1,12-1,98 Cekic & Ozgen (2010)
heptahidratado/100 g MF)
278,6 — 503,9 Bobinaité et al. (2012)
37 —429 Bravo (1998)
CFT 113,73 — 177,60 De Ancos et al. (2000)
81,92+23 82,52+ 4,6
(mg EAG/100 g MF) 183,1 - 297,7 Mazur et al. (2014)
114,5 — 203,1 Tosun et al. (2009)
148,6 — 347,9 Cekic & Ozgen (2010)
Antocianinas 29,2 -130,6 Bobinaite et al. (2012)
(mg cianidina-3- 20,52 +1,2 29,2 +0,2 31,13 - 116,27 De Ancos et al. (2000)
glucdsido/100 g MF) 17,7 -50,3 Mazur et al. (2014)
Taninos
46,22 +4,3 60,2°+0,3 120 Diaconeasa et al. (2015)
(mg EAG/100 g MF)
Acido Ascérbi 16,4 - 24,4 Bobinaité et al. (2012)
cido Ascorbico
23,42 +0,9 21,22+£2,0 17,4 — 46,9 Mazur et al. (2014)
(mg/100 g MF)
13,4 - 23,7 Zhang et al. (2019)

'Resultados expressados como média + desvio padréo e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).
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Os compostos antioxidantes desempenham efeitos benéficos na saude humana,
sendo capazes de inibir ou retardar reacdes de oxidacao indesejaveis, prevenindo stress
oxidativo das células e, por sua vez, doencgas crénicas e neurodegenerativas (Palafox-
Carlos et al., 2011; Scalbert et al., 2005; Tosun et al., 2009). Porém, nenhum método
utilizado para medir a capacidade antioxidante (AOx) descreve na totalidade as reacbes
que ocorrem naturalmente. Nesse sentido, foram utilizados dois métodos
complementares de avaliagdo da atividade antioxidante: o DPPH, que neutraliza o
radical livre estavel de azoto DPPH (2, 2-difenil-1-picrilhidrazil), alterando a cor de roxo
para amarelo quanto reduzido na presenca de compostos antioxidantes (Alves et al.,
2010), e o FRAP, que reduz ides de ferro na presenga de compostos antioxidantes na

amostra (Rumpf et al., 2023).

A capacidade antioxidante (AOx) avaliada pelo método DPPH revelou diferengas
estatisticas, sendo maior no ‘id. A’ (2498,6 + 9,2 umol ET/100 g) face ao ‘id. B’ (2458,7
*+ 19,4 ymol ET/100 g). Ambos os valores excederam o intervalo descrito por Cekic &
Ozgen (2010), indicando uma capacidade de neutralizac&do de radicais livres superior &
média. Em contrapartida, pelo método FRAP, a AOx dos genétipos ndo evidenciou
significancia estatistica (20,7 £+ 1,8 vs. 22,8 + 1,8 mmol FeSO47H,0/100 g,
respetivamente para ‘id. A’ e ‘id. B’). Esses resultados superaram os intervalos descritos
por Tosun et al. (2009) e por Ceki¢c & Ozgen (2010), sugerindo elevado poder redutor
dos frutos R. idaeus analisados. As variacdes observadas entre os métodos de
avaliagao da AOx podem ser atribuidas a fatores genéticos inerentes a cultivar e/ou a
influéncia de fatores ambientais, como o estado de maturacédo, condi¢des de cultivo, de

armazenamento e de processamento (Rao & Snyder, 2010).

Os compostos fendlicos totais (CFT) nado diferiram significativamente (p>0,05)
entre gendtipos (1,9 £ 2,3 mg EAG/100 g para ‘id. A’ e 82,5 + 4,6 mg EAG/100 g para
‘id. B’), encontrando-se apenas no limite inferior do intervalo descrito por Bravo (1998),
apesar da ampla gama de valores reportados na literatura. Em contraste, o ‘id. B’
evidenciou um acréscimo significativo (p<0,05) no teor de antocianinas (TAT) (ca 30%)
e no teor de taninos (TTC) (ca 20%) comparativamente ao ‘id. A. Verificou-se ainda
que o teor de antocianinas (20,5 £ 1,2 mg cianidina-3-glucésido/100 g para ‘id. A’ e 29,2
+ 0,2 mg cianidina-3-glucésido/100 g para ‘id. B’) se encontraram alinhados com os
valores descritos por Mazur et al. (2014), enquanto os resultados obtidos para o TTC
(46,2+ 4,3 mg EAG/100 g para ‘id. A’ e 60,2 + 0,3 mg EAG/100 g para ‘id. B’) situaram-
se muito abaixo dos reportados por Diaconeasa et al. (2015). Essas diferengas sugerem
que os compostos fendlicos diferem com a cultivar, condigdes ambientais e estado de

maturagao dos frutos.
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Diversos estudos apontam os compostos fendlicos como o0s principais
responsaveis pela atividade antioxidante dos hortofruticolas (Palafox-Carlos et al., 2011;
Tosun et al., 2009), reportando uma correlagao positiva entre CFT e AOx. No entanto,
os resultados do presente estudo ndo permitiram estabelecer uma relac&o
estatisticamente significativa entre esses parametros. Foram obtidos coeficientes de
correlagao de Pearson (r) de -0,48 (p>0,05) para o método DPPH e de 0,67 (p>0,05)
para o método FRAP. A auséncia de significancia estatistica para ambas as correlacoes,
indica que nao foi possivel confirmar uma associacao linear robusta entre o CFT e a
AOx medida por qualquer um dos métodos. Conclui-se, portanto, que outros compostos
bioativos possam ter tido uma contribuicao relativamente mais importante para a AOx
nestas amostras especificas, ou que a relagado ndo seja do tipo linear simples, sendo

necessarios mais estudos para elucidar os mecanismos predominantes.

Por outro lado, os teores de acido ascérbico foram estatisticamente
semelhantes entre os genotipos, embora ligeiramente superiores em ‘id. A’ (23,4 £ 0,9
mg/100 g) face ao ‘id. B’ (21,2 = 2,0 mg/100 g), situando-se dentro dos intervalos
reportados na literatura (entre 13,4 e 46,9 mg/100 g).

Para além dos polifendis, outros compostos bioativos podem contribuir para a
AOx das amostras, como o acido ascoérbico, que pode representar cerca de 20% da AOx
total e cujas framboesas s&o muito ricas (Bobinaité et al., 2012; Rao & Snyder, 2010).
Assim, foi ainda analisada a relacao entre acido ascoérbico e AOx das amostras, tendo-
se obtido uma forte e significativa correlagdo positiva (r=0,84, p<0,05) pelo método
DPPH, evidenciando o papel relevante da vitamina C na neutralizagao de radicais livres.
Em contraste, pelo método FRAP, observou-se uma correlagdo negativa (r=-0,75,
p>0,05), embora sem significancia estatistica. Isso sugere que o acido ascérbico se
correlaciona inversamente com os compostos que este método deteta, nomeadamente

compostos fendlicos.

Perfil fendlico
A andlise do perfil fendlico dos gendtipos de R. idaeus (Tabela 10) revela 14

compostos comuns, classificados entre flavonoides e ndo flavonoides (acidos fendlicos).
Entre os flavonoides, foram identificados o grupo flavondis (catequina, rutina,
quercetina-3-glucésido e quercetina) e uma flavanona (naringenina). Nos acidos
fendlicos, destacaram-se os acidos hidroxicindmicos (vanilico, siringico, clorogénico,
cafeico, p-cumarico e ferulico) e os acidos hidroxibenzéicos (p-hidroxibenzoico, galico e

elagico).
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Tabela 10 | Perfil fendlico dos frutos ‘id. A’ e ‘id. B’ vs. valores referenciados na literatura.

X . Literatura
Perfll Fenollco ‘id A! 1 ‘id B! 1 i i
(mg/100 g MF) Intervalo Min-Max) Referéncia(s)
. 1,1 Correia (2016)
Catequina 0,6°+ 0,1 0,22
2,4 Rao & Snyder (2010)
Rutina 1,72+ 0,1 1,92+0,5 0,73-0,86 Fotiric AkSic et al. (2022)
i 0,2 Correia (2016)
Quercetina-3-
FLAVONOIDES L. 0,5° 0,42 0,42 - 2,02 Fotiri¢ Aksi¢ et al. (2022)
glucosido
1,1 Rao & Snyder (2010)
. 4,7 Correia (2016)
Quercetina 0,42+ 0,1 0,42
0,55 -5,75 Fotiric AkSi¢ et al. (2022)
Naringenina 0,052 0,042 0,02 - 0,06 Fotiri¢ Aksi¢ et al. (2022)
Lo - 1,04 - 1,85 Correia (2016)
Acido vanilico 2,7°+0,5 1,22+ 0,1
1,04 Rao & Snyder (2010)
Ao L. 1,77 Correia (2016)
Acido siringico 2,0°+0,3 0,72+ 0,1
2,90 - 8,85 Fotiri¢ AkSi¢ et al. (2022)
Acido 0,85 Correia (2016)
0,4° £ 0,1 0,22+ 0,1
clorogénico 0,12 -0,65 Fotiri¢ AkSic¢ et al. (2022)
0,89 -1,03 Correia (2016)
Acido cafeico 0,32+ 0,1 0,32+ 0,1 0,23 -1,45 Fotiri¢ Aksi¢ et al. (2022)
0,89 Rao & Snyder (2010)
AciDOS . 1,39 — 3,50 Correia (2016)
| Acido p-
FENOLICOS . 0,22 0,12 0,25-1,90 Fotiri¢ Aksi¢ et al. (2022)
cumarico
0,8 Rao & Snyder (2010)
o . 0,85-3,15 Correia (2016)
Acido fertlico 0,62 +0,1 0,72+ 0,1
0,85 Rao & Snyder (2010)
Acido p- 1,83 - 11,01 Correia (2016)
e 0,8°+0,1 0,42 £ 0,1
hidroxibenzéico 1,82 Rao & Snyder (2010)
. . 21,5 -26,1 Correia (2016)
Acido galico 29,4° + 3,6 13,42£0,3
21,5 Rao & Snyder (2010)
L L. 4,08 — 16,47 Correia (2016)
Acido elagico 592+£20 4,22+0,8
4,06 — 20,85 Fotiri¢ AkSi¢ et al. (2022)

"Resultados expressados como média + desvio padréo e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).

Em ambos os gendtipos foram quantificados 14 compostos entre os quais acidos

fendlicos (9) e flavonoides (5), no entanto estes diferiram significativamente (p<0,05).

De modo geral, o gendtipo ‘id. A’ apresentou teores mais elevados na maioria dos

compostos fendlicos detetados, especialmente nos flavonoides (catequina e quercetina-

3-glucésido) e nos acidos fendlicos (vanilico, siringico, clorogénico, p-hidroxibenzadico,

galico e elagico).

Entre os fendlicos detetados em ambos os genétipos, predominaram o acido

galico e o acido elagico. Estudos indicam que o acido galico representa 78% dos acidos

fendlicos (Rao & Snyder, 2010) e o acido elagico constitui 77 — 88% dos compostos

fendlicos totais em frutos Rubus (Bobinaité et al., 2012). Nos gendtipos estudados, o
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acido galico correspondeu a aproximadamente 70% dos acidos fendlicos em ‘id. A’ e
63% em ‘id. B’, enquanto o acido elagico constituiu 13% e 17% dos compostos fendlicos
totais, respetivamente para ‘id. A e ‘id. B’, valores dentro dos intervalos reportados por
Correia (2016) e por Fotiri¢ AkSi¢ et al. (2022).

Adicionalmente, foram observados elevados teores de rutina, variando entre 1,7
+0,1mg/100 g (‘id. A’) e 1,9 £ 0,5 mg/100 g (‘id. B’), ultrapassando o intervalo reportado
por Fotiri¢ AkSi¢ et al. (2022). Os restantes polifendis apresentam concentragbes

préximas ou dentro dos intervalos descritos na literatura.

4.1.3. Bioacessibilidade de fitoquimicos

A Tabela 11 apresenta os resultados do ensaio de bioacessibilidade de
fitoquimicos por meio de digestdo in vitro dos gendtipos de framboesa. Os dados
evidenciam as diferentes condigbes de digestao simuladas: to (antes da digestao), te

(apods digestao gastrica) e tr (ap6s digestdo completa).

Tabela 11 | CFT, TAT e AOx dos frutos ‘id. A’ e ‘id. B’ resultantes do ensaio de bioacessibilidade.

R Antes da Apds digestao Apos digestao Bioacessibilidade
Parametro
digestao (o) ’ gastrica (tg) completa (tg) ' (%)
DPPH ‘id. A 1731,4¢ + 57,2 289,520 + 169,5 2060,6° + 335,8 119,0
(Mmol ET/100 g MF) ‘id. B’ | 1418,52° + 36,7 182,92 + 258,3 1075,02 + 1359,2 75,8
FRAP Gid. AY 28,72+ 1,9 11,1 +0,5 27,02+ 1,9 94,1
(mmol Sulfato Ferro " , a R a
heptahidratado/100 g MF) id. B 27,52 +1,3 11,02+ 1,0 26,12 £ 3,1 94,9
CFT ‘id. A’ 49,62+ 6,6 38,22 + 3,7 89,7 + 14,9 180,8
(mg EAG/100 g MF) ‘id. B’ 48,02+ 3,5 34,52 +21 93,9°+49 195,6
Antocianinas ‘id. A 7,36+0,3 1,02+ 0,4 0,52+0,3 6,8
(mg cianidina-> ‘id. B’ 6,45 0,42+ 0,1 0,62+0,3 9.4
glucosido/100 g MF) 1d. ’ T e ’

'Resultados expressados como média + desvio padréo e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).

A AOx dos gendtipos de framboesa ‘id. A" e ‘id. B’, avaliada pelos métodos
espetrofotométricos DPPH e FRAP, registou uma diminuigdo apos digestao gastrica (tc),
com posterior recuperagao apos digestao completa (tr). Estudos apontam que a menor
biodisponibilidade de compostos antioxidantes pode estar relacionada com o elevado
teor de fibra presente na framboesa que, durante o processo digestivo, aprisiona os
polifendis na matriz e limita a agao das enzimas digestivas, permitindo que apenas uma
pequena fracdo de polifendis (5 — 10%) fique disponivel para absor¢do no intestino
delgado. A maioria dos compostos fendlicos (90 — 95%) é metabolizada, pela microbiota

do cdlon do intestino grosso, em metabolitos mais simples e facilmente absorvidos pelo
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organismo, conferindo efeitos benéficos na saude do hospedeiro (Barba et al., 2017;
Guergoletto et al., 2016; Palafox-Carlos et al., 2011). Conforme os resultados obtidos
observou-se que a AOx pelo método DPPH apresenta maior bioacessibilidade em ‘id. A
(119% vs. 75,8%), contudo pelo método FRAP, denota-se o inverso (94,1% para ‘id. A
e 94,9% para ‘id. B’). Estas conclusdes reforcam a importédncia de considerar a
quantidade potencialmente biodisponivel num alimento, em vez dos valores declarados

nas tabelas nutricionais (Barba et al., 2017; Palafox-Carlos et al., 2011).

A bioacessibilidade dos CFT seguiu tendéncias semelhantes que a AOx, onde o
aumento estatisticamente significativo apdés digestdo completa (tr), sugere que o
ambiente alcalino do intestino e a ac&o de sais biliares e pancreatina tenham favorecido
a libertacao e possivel absorc¢ao de polifendis da matriz, especialmente no gendtipo ‘id.
B’, refletindo uma bioacessibilidade de 180,8% para ‘id. A’ e de 195,6% para ‘id. B’.

Em contraste, a reducéo significativa (p<0,05) do TAT apés digestao gastrica (ic),
evidenciou a elevada sensibilidade das antocianinas as variagcbes de pH (7,0 para 3,0),
bem como, a acao das enzimas digestivas (lisozima e pepsina), podendo ter promovido
a degradacao e/ou conversao destes compostos instaveis em estruturas com baixa
capacidade de absorcao (p.ex. catides flavilio e carbinol). Em concordancia com a
literatura (Ali Redha et al., 2024), as antocianinas refletiram baixa bioacessibilidade,
contudo os gendtipos ‘id. A’ e ‘id. B’ apresentam valores superiores (6,8% para ‘id. A’ e
9,4% para ‘id. B’) face aos 1 — 2% da literatura, o que sugere um potencial bioativo

diferenciado entre cultivares.

4.2. Producao de doce

4.2.1. Parametros fisico-quimicos

Parametros colorimétricos
No dia de producédo (t0), foi avaliada a cor instrumental de ambos os doces

hipocalérico (DH) e tradicional (DT), elaborados a partir do gendtipo ‘id. A'. A estabilidade
do DH foi ainda monitorizada ao fim de 15 (t15) e 30 (t30) dias de armazenamento sob
duas condicdes: refrigeracédo (4 °C) e temperatura ambiente (25 °C). As variagdes dos

parametros colorimétricos encontram-se resumidas na Tabela 12.
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Tabela 12 | Cor instrumental CIELab dos doces.

Parametro to DH t15 DH t30
DH' DT 4°C" 25°C* 4°C" 25°C
Croma 4,32+24 6,9+ 1,6 9,42+0,8 562+1,7 20,0°+3,8 6,72+ 2,2
Hue 97,522 +29,7 78,12 +28,0 | 223,02+ 188,9 134,3%+107,3 | 36,92+253 294,0°+ 30,7
wi 95,0¢+1,8 83,02 + 6,7 84,92¢+ 0,6 93,199+ 1,0 78,92 £ 3,1 88,7 + 3,5
DTC - - 1,88 15,06 13,11 16,61

'Resultados expressados como média + desvio padrio e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).

Em t0, ambas as formulagdes evidenciaram coloragao vermelha, com o DT a
exibir um croma ligeiramente superior (6,9 £ 1,6) a DH (4,3 = 2,4), embora sem
significancia estatistica, indicando que a redugdo do teor de acucar do DH néo

comprometeu a intensidade e vivacidade da cor vermelha.

Relativamente a estabilidade do DH, a evolugao deste pardmetro foi semelhante
(p>0,05) para todas as amostras, com exce¢ao do produto armazenado a 4°C apés 30
dias, que evidenciou valores de croma significativamente superiores (p<0,05). Essa
diferencga sugere que a refrigeracao possa ter preservado a vivacidade e intensidade da

cor, refletindo uma cor mais viva e brilhante.

O parametro de tonalidade (Hue) evidenciou resultados idénticos (p>0,05) entre
as formulagbes em t0, embora ligeiramente mais altos para DH (DH: 97,5 £ 29,7°; DT:
78,1 = 28,0°), o que indica maior inibicdo da sintese de antocianinas e resulta em

tonalidades mais alaranjadas em comparagao ao DT.

Relativamente a estabilidade do DH, observou-se um acréscimo acentuado
deste parametro em t15, sendo este mais evidente na amostra sob refrigeracao (4°C:
223,0+ 188,9° 25 °C: 134,3 + 107,3°), embora sem significancia estatistica. Contudo,
em t30, verificaram-se alteracdes significativas (p<0,05): DH a 4°C exibiu valores
inferiores aos do DH em t0 (36,9 + 25,3°) sugerindo instabilidade da cor ao longo do
tempo e predominancia de pigmentos vermelhos (p.ex. cianidina), conferindo tonalidade
mais avermelhada ao produto; e DH a 25°C verificou-se um acréscimo significativo
(p<0,05) do Hue, aproximando-se de 270°, o que evidencia um produto com tonalidade

azulada, associada a degradacgao de antocianinas (Mazur et al., 2014; Novo, 2023).

O indice de brancura (WI) nas formulagbes em t0 diferiu significativamente
(p<0,05), tendo a amostra DT evidenciado maiores niveis de escurecimento e,
subsequente, maior concentracdo de antocianinas naturalmente oxidadas (Martins,
2015). Contrariamente, o DH evidenciou ser uma amostra mais clara e brilhante (DH:

95,0 £1,8; DT: 83,0 £ 6,7), sendo um atributo positivo para consumidores que associem
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cor mais clara a produtos mais “naturais. A correlacdo positiva entre WI e teor de
antocianinas (r=0,76), sugere que a pectina LM do DH tenha limitado a degradacao
térmica das antocianinas durante o processo de confeg¢ao do doce, assim como, a sua
redugcdo de acgucar tenha minimizado reagdes de escurecimento — comuns em

formulagdes tradicionais (Ribeiro de Castro, 2013).

Relativamente a estabilidade do DH, observou-se uma tendéncia de redugao do
indice de brancura ao longo do tempo, mais evidente na amostra a 4 °C em t30 (78,9 +
3,1), sugerindo o escurecimento por oxidagdo ou degradacdo de polifendis (Martins,
2015).

A diferencga total da cor (DTC) avalia numericamente o grau de alteragao da cor
face a uma referéncia (neste caso, DH em t0), quanto maior DTC, maior € a alteracéo
da cor (Allegretti et al., 2009). Através dos resultados obtidos, é possivel verificar que,
ao longo do tempo de conservagao, os valores de DTC aumentaram para todas as
amostras. Em t15, o produto sob refrigeracdo evidenciou uma diferenca visual
classificada como distinta (1,88; cf. Tabela 4). As restantes amostras exibiram maiores
valores de DTC, refletindo diferencas visuais na cor muito diferentes da amostra em t0,

sendo classificadas como diferengas muito grandes (>12).

A correlagao entre os parametros colorimétricos (croma, Hue, Wl e DTC) permitiu
interpretar o sentido da variagdo de cor manifestada pelas amostras ao longo do tempo
de armazenamento. O parametro DTC correlacionou-se significativamente (p<0,05)
apenas com o WI (r=0,59), salientando o escurecimento como a principal alteragao da

cor das amostras durante o periodo de conservagao testado.

Foi ainda observado que os fatores tempo e temperatura de armazenamento dos
doces hipocaléricos de framboesa tiveram um impacto significativo (p<0,05) nos
parametros colorimétricos croma (F=22,15 e F=25,94, respetivamente) e indice WI
(F=38,83 e F=23,89, respetivamente). Por outras palavras, a estabilidade da cor dos
doces DH foi influenciada pelo tempo e pela temperatura durante o periodo de
conservagao, o que deve ser considerado para garantir a qualidade e atratividade visual

do produto durante o seu periodo de vida util.
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Parametros fisico-quimicos

Em t0, as formulagdes de doce foram submetidas a analise dos parametros de
aw, AT, pH e TSS. A estabilidade do DH foi ainda monitorizada ao fim de 15 (t15) e 30

(t30) dias de armazenamento sob duas condic¢des: refrigeracédo (4 °C) e temperatura

ambiente (25 °C). Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 13.

Tabela 13 | aw, AT, pH e TSS dos doces.

oarametro 10 DH t15 DH t30
DH ' DT 4°C’ 25°C 4°C 7 25°C |
aw 0,942 0,83 0,942 0,942 0.93° 0.93°
Acidez titulavel | o0 009 16224000 | 14624004 140°£008 | 21224041 2,132 +0,80
(g AC/100 g MF)
pH 306°+006 2,90%+010 | 2,862+0,02 3,01%+0,01 | 2,85+ 003 2,87% +0,03
TSS (Brix) 2687+03  64,8°%00 | 263709 26,6 280°+08 2722405

'Resultados expressados como média + desvio padréo e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).

Em t0, ambas as formulagbes evidenciaram valores de atividade da agua (aw)
estatisticamente diferentes (p<0,05), com valores superiores para DH (0,94 vs. 0,83), o
que se correlaciona inversamente com os valores de teores de sélidos soluveis (TSS),
com o DH a apresentar uma redugao do teor de acucar de cerca de 58% face ao DT
(DH: 26,8 + 0,3 °Brix; DT: 64,8 £ 0,9 °Brix). Essas diferengas estatisticas podem ser
atribuidas a menor concentracido de acucares do DH, que se reflete nhuma menor
pressédo osmatica e, consequentemente, maior quantidade de agua livre disponivel para
reacdes microbianas e quimicas. Por esse motivo, pode ser necessaria a aplicagao de
barreiras de conservagado adicionais (como acidificagdo, refrigeragdo ou adigédo de

conservantes) em produtos com elevados valores de aw (Ribeiro de Castro, 2013).

Por outro lado, o aumento da acidez titulavel (AT), correlacionada inversamente
com a diminuigdo do pH das amostras (r=-0,30), refor¢ca que quanto maior a AT, menor
o pH, e vice-versa. Contudo, essa correlacdo sem significancia estatistica, indica que
existem outros fatores que interferem na relacdo AT e pH, como subprodutos
metabdlicos microbianos ou reagdes quimicas (como degradagao de agucares, pectina
e acidos organicos). Observou-se que, entre as formulagdes em t0, embora os valores
de AT nao apresentassem diferencgas estatisticamente significativas (DH: 1,86 £ 0,09 g
AC/100 g; DT: 1,62 + 0,09 g AC/100 g), o pH foi significativamente mais baixo (p<0,05)
no DT (DH: 3,06 + 0,06; DT: 2,90 £ 0,10). Essa diferenga de acidificagdo sugere que,
para a mesma acidez total, o DT apresentou um perfil mais acido, no entanto essas

diferengas nao seriam percetiveis sensorialmente.
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Relativamente a estabilidade do DH, verificou-se que, durante o periodo de 30
dias de conservagado, o valor elevado de aw manteve-se estatisticamente constante
(p>0,05) (ca 0,94), assim como, os valores de TSS (ca 27 °Brix) e de AT (ca 2 g AC/100
g). Por outro lado, o pH diferiu significativamente (p<0,05), exibindo uma tendéncia cada
vez mais acida ao longo do periodo de armazenamento — fator importante na
estabilidade microbiolégica do produto. Na literatura, o pH<4,0 traduz um produto
microbiologicamente estavel, contudo bolores e leveduras podem tolerar condi¢des de
pH mais acidos do que a maioria dos microrganismos, sendo necessario considerar

outros fatores (Prisacaru et al., 2025).

Foi ainda observado que, durante o periodo de conservagao do produto DH, o
fator tempo teve impacto significativamente maior (p<0,05) em todos os parametros
fisico-quimicos aw (F=4,3), AT (F=5,27), pH (F=38,7) e TSS (F=6,91) do que o fator

temperatura que, apenas, influenciou significativamente (p<0,05) o pH (F=9,1).

Como esperado, o produto DT segue o perfil classico de uma formulagao
tradicional de doce, com acidez moderada e elevada dogura, atingindo valores de
aproximadamente 65 °Brix. Em contrapartida, o DH aproximou-se de doces com baixo
teor de acucar (<40 °Brix) (Laborde e Pagano, 2022; Shinwari e Rao, 2018). O DH
destaca-se como uma alternativa hipocaldrica promissora, com reducao do teor de
acucar de cerca de 58%, apesar da combinagao entre alta acidez e baixa dogura poder
comprometer a sua aceitagdo sensorial (Sousa et al., 2007; Vara, 2020; Wang et al.,

2009), especialmente entre individuos com sensibilidade gastrica.

Teores de Humidade, Proteina Bruta e Gordura
Os parametros de teores de humidade, teor de proteina e gordura dos doces de

framboesa determinados em t0 encontram-se apresentados na Tabela 14, juntamente

com valores de referéncia para formulagdes de doce tradicional.

Tabela 14 | Humidade, proteina e gordura dos doces em t0 vs. valores referenciados na literatura.

Paramet to Literatura
arametro DH' DT Valor Referéncia
Humidade (%) 69,3°+ 1,6 33,02+ 0,8 38,7 INSA (2024)
Proteina Bruta 1,26° + 0,07 0,752+ 0,08 0,4 INSA (2024)
(% m/m)
Gordura
0,57° + 0,03 0,262+ 0,10 0,0 INSA (2024)
(% m/m)

'Resultados expressados como média + desvio padrio e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).
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Os valores obtidos para humidade, proteina bruta e gordura mostraram diferencas

significativas (p<0,05) entre as formulagcdes em t0, com todos os pardmetros sendo

superiores em DH.

O elevado teor de humidade no DH (69,3 £ 1,6%) comparativamente ao DT (33,0 £

0,8%), indica maior presenga de agua no produto, correlacionando-se com o elevado

valor de aw (r=0,99) e 6 baixo teor caldrico (r=-0,99), sugerindo um produto mais diluido.

Essa caracteristica implica maior perecibilidade do DH, uma vez que a elevada ay,

favorece o crescimento microbiano e reagdes quimicas, exigindo cuidados adicionais de

conservagao. Contudo, o DH apresentou teores significativamente superiores (p<0,05)

de proteina e gordura, com 1,26 £ 0,07% e 0,57 + 0,03%, respetivamente, em relagéo

ao DT (0,75 £ 0,08% e 0,26 £ 0,10%). Tal resultado sugere que as intera¢des entre

agucar, proteina e gordura possam ter favorecido a sua concentragao no produto.

A literatura (INSA, 2024) reporta, para doces de framboesa, valores de humidade

semelhantes aos de DT, embora DT seja um produto mais seco. Adicionalmente, na

literatura encontrada verificaram-se niveis ligeiramente inferiores de proteina bruta e

auséncia de gordura. Contudo, essas variagdes nao sdo significativas, sendo

possivelmente atribuidas ao gendtipo e as diferengas no processamento dos doces.

4.2.2. Composicao bioativa

Parametros de AOx, CFT e TAT
A Tabela 15 apresenta os resultados da composi¢ao bioativa (AOx, CFT e TAT)

de ambas as formulagdes em t0, bem como, da estabilidade do DH apds 15 (115) e 30

(t30) dias de conservagéao sob condi¢des de refrigeragao (4 °C) e temperatura ambiente

(25 °C).
Tabela 15 | Composigéo bioativa dos doces.
Parametro to DH t15 DH t30
DH ' DT 4°C" 25°C 4°C" 25°C
DPPH
2786,32 £165,9 2829,82+39,8 | 2833,72+43,3 2941,3% + 86,6 2804,22 + 452  2859,32+ 84,4
(umol ET/100 g MF)
FRAP
(mmol Sulfato Ferro 27,6%+6,3 22,620+ 0,2 17,2+ 4,9 14,8°+ 24 29,32+25 29,82+0,4
heptahidratado/100 g MF)
CFT
82,12+ 13,7 71,63+ 5,6 61,5°+7,0 60,4°+ 1,9 71,72 +1,6 72,72 +2,3
(mg EAG/100 g MF)
Antocianinas
9,12+ 0,5 6,7°+ 0,3 10,02+ 0,7 6,7°+ 0,2 9,52+1,2 3,8¢+0,2

(mg cianidina-3-
glucosido/100 g MF)

'Resultados expressados como média + desvio padrio e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).
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A AOx das formulagdes de doce em t0, avaliada pelos métodos DPPH e FRAP,
revelo valores estatisticamente semelhantes. Isso sugere que ambas as formulagbes
possuiram, estatisticamente, igual capacidade de neutralizagdo de radicais livres e de
poder redutor. No entanto, o comportamento diferente (valores ligeiramente maiores de
DPPH e valores menores de FRAP para DT) indica perfis distintos de compostos
bioativos. Durante o periodo de conservagao do DH, os valores de AOx avaliados pelo
método DPPH nao registaram variagbes significativas adicionais (p>0,05), sugerindo
auséncia de influéncia do tempo e da temperatura de armazenamento na capacidade
antioxidante, possivelmente devido ao efeito protetor da pectina. Em contraste, aos 15
dias pelo método FRAP, registou-se uma reducao significativa (p<0,05) da AOx de cerca
de 38% sob refrigeragéo e 46% a temperatura ambiente, com posterior recuperagéo ao
fim de 30 dias de armazenamento. Esses resultados evidenciam diferengas na
sensibilidade dos métodos e sugerem instabilidade dos compostos bioativos, com
ocorréncia de reacdes de degradacdo/conversao (t15) e posterior libertacdo de

polifendis da matriz (t30).

Os valores de CFT revelaram-se estatisticamente semelhantes entre as duas
formulagdes de doce em t0, tendo o DH um teor superior ao do DT (DH: 82,1 + 13,7 mg
EAG/100 g; DT: 71,6 £+ 56 mg EAG/100 g). Em contrapartida, os teores de
antocianinas dos doces em t0 mostraram alteragdes significativas (p<0,05), com
valores mais elevados no DH (DH: 9,1 £ 0,5 mg cianidina-3-glucésido/100 g; DT: 6,7
0,3 mg cianidina-3-glucésido/100 g). Isso reflete maior afinidade do DH na preservagéo
de compostos fendlicos (como as antocianinas), possivelmente favorecida pela menor
interferéncia de agucares e pelo efeito protetor da pectina LMP nos polifendis, durante
a confegao do produto, minimizando a sua degradacao térmica. Tal como verificado pelo
método FRAP, houve uma queda significativa (p<0,05) dos compostos fendlicos
(incluindo antocianinas) aos 15 dias, seguidos de recuperagcao em t30. Verificou-se
ainda que, durante o periodo de conservacao analisado, os valores de TAT a 4 °C
mantiveram-se estatisticamente estaveis, contrariamente aos resultados obtidos, no
mesmo periodo, a 25 °C. Isso sugere o efeito negativo de temperaturas elevadas
durante o armazenamento, promovendo a degradagéo e instabilidade das antocianinas
(compostos termossensiveis) (Almeida, 2012). Tal é corroborado pelo impacto
significativo (p<0,05) do fator temperatura no TAT dos doces hipocaléricos ao longo do

periodo de armazenamento (F=99,22).

Observou-se ainda que o fator tempo influenciou de forma mais significativa

(p<0,05) a conservagao dos doces hipocaléricos do que a temperatura, afetando de
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forma mais expressiva a AOx pelo método espetrofotométrico FRAP (F=16,75), o CFT
(F=9,26) e o TAT (F=22,27).

Perfil fendlico

A analise do perfil fendlico das amostras de doce de framboesa DH e DT
(Tabela 16) revela 14 compostos comuns, classificados entre flavonoides e nao
flavonoides (acidos fendlicos). Entre os flavonoides, foram identificados o grupo
flavondis (catequina, rutina, quercetina-3-glucosido e quercetina) e uma flavanona
(naringenina). Nos acidos fendlicos, destacaram-se os acidos hidroxicinamicos

(vanilico, siringico, clorogénico, cafeico, p-cumarico e ferulico) e os acidos

hidroxibenzoicos (p-hidroxibenzéico, galico e elagico).

Tabela 16 | Perfil fendlico dos doces.

Perfil Fenlico t0 DH t15 DH 130
(mg/100 g MF) DH' DT 4°Cc’ 25°C 4°Cc’ 25°C'
Catequina 0,22+ 0,1 0,12+ 0,1 0,12+ 0,1 0,42+0,2 0,22+ 0,1 0,22
Rutina 0,82 0,92+ 0,1 0,82+ 0,1 0,82+ 0,1 0,82 0,82
Quercetina-3-
FLAVONOIDES 0,32 0,32 0,42 0,32 0,32 0,42
glucésido
Quercetina Ng? Ng? Ng? Ng? Ng? Ng@
Naringenina Ng?2 0,1° Ng? Ng?2 Ng2 Ng?
Acido vanilico 0,32 0,32+0,3 0,22+ 0,1 0,62+0,7 0,52+ 0,1 0,72+0,4
Acido siringico 0,52+0,3 0,42+0,3 0,62+ 0,6 0,22+ 0,1 0,42+ 0,1 0,22+ 0,1
Acido
o 0,12+ 0,1 0,1@b 0,12 0,120 NgP 0,1ab
clorogénico
Acido cafeico 0,12 0,22 0,22 0,22 +0,1 0,22 0,12
Acip Acido p-
C’ 0s i -p 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
FENOLICOS cumarico
Acido ferdlico 0,22+0,2 0,12+ 0,1 0,12+ 0,1 0,12 0,12 0,12
Acido p-
0,22+ 0,1 NgP® 0,23 + 0,1 1,56+ 0,7 1,1°¢ + 0,4 0,42 + 0,2
hidroxibenzoéico
Acido galico 2,12+0,5 5,320 + 3,1 2,52+ 0,6 8,6°+2,4 4,4%° +0,8 4,5% + 0,7
Acido elagico 0,9°+0,2 3,72+ 1,2 6,62 + 1,6 7,8°+0,3 5,62 + 0,7 6,02 + 1,5

'Resultados expressados como média + desvio padréo e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).

Ng — Nao quantificado (abaixo do limite de quantificagéo)

Em ambas as formulagdes de doce foram identificados 14 compostos comuns, entre
os quais acidos fendlicos (9) e flavonoides (5), com poucas excegbes face a matéria-
prima.
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As formulagdes em t0 revelaram auséncia de diferengcas estatisticamente
significativas no perfil fendlico, a excec¢ao do flavonoide naringenina e do acido fendlico
p-hidroxibenzéico, que se encontraram abaixo do limite de quantificacdo (nq) para DH
e DT, respetivamente. Entre os compostos fendlicos mais abundantes em t0,
destacaram-se o acido galico (DH: 2,1 £ 0,5 mg/100 g; DT: 5,3 £ 3,1 mg/100 g) e o acido
elagico (DH: 0,9 £ 0,2 mg/100 g; DT: 3,7 £ 1,2 mg/100 g) — predominantes em frutos de
Rubus (Bobinaité et al., 2012; Rao & Snyder, 2010). Verificou-se ainda que o flavonoide
quercetina foi detetado em ambos os doces, embora o seu teor estivesse abaixo do

limite de quantificagao.

Relativamente a estabilidade do DH, durante o seu periodo de conservacao, de
modo geral, a sua composi¢cdo fendlica ndo apresentou alteragdes significativas,
indicando boa estabilidade da maioria dos compostos fendlicos presentes na formulagao
hipocaldrica, especialmente dos flavonoides e dos acidos fendlicos hidroxicindmicos.
Contudo, difere significativamente (p<0,05) no acido clorogénico e nos acidos
hidroxibenzoicos, sugerindo que o armazenamento pode potencializar o aumento de
determinados polifendis (como os acidos p-hidroxibenzéico, galico e elagico), embora
também possa acelerar a degradagcdo de outros mais sensiveis (como o acido
clorogénico). Afirmagdo essa corroborada pela influéncia significativamente maior
(p<0,05) do fator tempo sobre o perfil fendlico em comparagdo com a temperatura

(F=116,93 para tempo e F=23,89 para temperatura).

4.2.3. Bioacessibilidade de fitoquimicos

A Tabela 17 apresenta os resultados do ensaio de bioacessibilidade de
fitoquimicos por meio de digestdo in vitro dos doces de framboesa. Os dados
evidenciam as diferentes condigbes de digestdo simuladas: to (antes da digestao), tc

(apos digestao gastrica) e tr (apds digestdo completa).
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Tabela 17 | CFT, TAT e AOx dos doces resultantes do ensaio de bioacessibilidade.

. Antes da Apods digestao Apés digestao Bioacessibilidade
Parametro
digestio (to) gastrica (tg) completa (t) ' (%)

DPPH DH 3067,6%° + 206,7 1792,020 + 36,6 5991,0° £ 334,2 195,3

(umol ET/100 g MF) DT 1523,52 £ 60,7 2345,323¢ + 89 8 4361,79+ 1187,7 286,3

FRAP DH 19,82 + 3,1 27,42 £6,7 32,12+ 3,4 162,1
(mmol Sulfato Ferro

heptahidratado/100 g M) | DT 13,324£1,7 22,02+9,8 30,12+ 14,8 226,3

CFT DH 76,52+ 9,6 90,52+9,0 164,6° £ 40,5 215,2

(mg EAG/100 g MF) DT 29,8°+1,5 55,326 + 11,0 98,82 +7,2 331,56

Antocianinas DH 5,8% + 0,4 12,19+ 0,7 1,0°+0,2 17,2

(mg cianidina-3- | d .
lucssido! 100 g MF) DT 5,0°£0,3 10,89+ 0,5 2,1°£0,6 42,0

'Resultados expressados como média + desvio padréo e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).

A AOx, avaliada pelos métodos espetrofotométricos DPPH e FRAP, registou um
aumento ao longo da digestao in vitro, com diferencas estatisticas (p<0,05) observadas
pelo método DPPH. Os compostos fendlicos sdao apontados como os principais
responsaveis pela atividade antioxidante dos hortofruticolas (Palafox-Carlos et al., 2011;
Tosun et al., 2009), pelo que foi estudada a relagéo entre CFT e AOx, tendo-se obtido
correlagdes significativamente positivas (p<0,05) entre CFT e AOx (r=0,74 para DPPH
e r=0,55 para FRAP). Desta forma, concluiu-se que a AOx das amostras se deve

principalmente a composigao fendlica, independentemente da formulagédo dos doces.

Verificou-se um aumento significativo (p<0,05) dos CFT ao longo do processo
digestivo, sobretudo apés digestdo completa (tr), em ambas as formula¢des. O DH
apresentou um maior teor final de compostos fendlicos (164,6 £ 40,5 mg EAG/100 g)
comparativamente a DT (98,8 + 7,2 mg EAG/100 g), refletindo a sua maior concentragao
inicial de compostos fendlicos, com significAncia estatistica. No entanto, a
bioacessibilidade dos CFT foi superior no DT (331,5%) que no DH (215,2%), sugerindo
que a libertacdo dos compostos fendlicos ao longo do trato gastrointestinal foi mais
eficiente no DT. Esse resultado indica que a diferente composi¢ao nutricional da matriz
alimentar (p.ex. no teor de agucar, fibra, proteina e gordura) tenha influenciado a
bioacessibilidade dos polifendis e que, no caso do DH, a adigdo de pectina possa ter

protegido a extracao ou absorgao dos polifendis.

Quanto ao TAT, houve degradacao significativa (p<0,05) no final do processo
digestivo, atribuida a instabilidade destes flavonoides a diferentes condi¢cdes de pH

(meio acido no estdbmago e meio alcalino no intestino). Apds digestao completa (tr),

observou-se uma perda total de antocianinas superior no DH face a DT. Embora o DH
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apresentasse um teor inicial mais elevado de antocianinas, a fracdo que se tornou
bioacessivel foi significativamente menor (17,2%) do que a verificada no DT (42%). Para
que os flavonoides sejam absorvidos no intestino, € necessario que os agucares ligados
a sua estrutura sejam removidos pela agao de enzimas digestivas (Palafox-Carlos et al.,
2011). Contudo, apesar do DH conter menor teor de agucar, os resultados indicam que
a LMP possa ter proporcionado uma protecdo mais eficaz as antocianinas,
aprisionando-as de forma mais eficiente ao longo do trato gastrointestinal do que a
matriz do DT.

Embora ambos os doces tenham sido submetidos as mesmas condigdes de
digestao simulada, os resultados evidenciaram diferengas significativas (p<0,05) na
bioacessibilidade de compostos bioativos e AOXx, o que possivelmente se relaciona com
as diferencas das formulacées. O doce DH destacou-se pela maior quantidade de
compostos fendlicos, refletindo um perfil mais bioativo. Contudo, o produto DT
demonstrou maior eficiéncia na libertacdo e possivel absorcao de polifendis durante a

digestao in vitro.

4.2.4. Contagens microbiolégicas

As contagens médias de cada grupo microbiolégico avaliado (microrganismos a
30 °C e B&L) para as amostras de doce de framboesa em t0 encontram-se resumidas
na Tabela 18, assim como, da estabilidade do DH apds 15 (115) e 30 (t30) dias de

conservagao sob condic¢des de refrigeracao (4 °C) e temperatura ambiente (25 °C).

Tabela 18 | Contagem microbioldgica dos doces, sob diferentes condigdes de armazenamento.

. to DH t15 DH t30
Parametro DH' DT 4°C 1 250C 1 4°C 250C 1
. A [
Microrganismos a 30 °C 1,02 1,00 1,00 1,02 3,00+ 0,3 3,30+03
(log UFC/g)
Bolores e Leveduras 1,08 1,00 1,00 1,02 1,00 1,60+ 1,1
(log UFC/g)

'Resultados expressados como média + desvio padréo e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).

Para as amostras de doce de framboesa em t0, as contagens das populagdes de
microrganismos a 30 °C e de B&L exibiram valores de 1,0 log UFC/g. Estatisticamente,
nao foram detetadas diferengas significativas, revelando que a redugao de agucar na
formulacdo de DH nao comprometeu a estabilidade e seguranca do produto, assim
como, indica que o calor aplicado na confe¢gao do doce e o tratamento térmico de
esterilizacdo dos frascos foram eficazes, apesar dos elevados valores de ayw

anteriormente referidos. O INSA estabeleceu valores guia para as contagens de
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diversos grupos microbioldgicos, consoante o género alimenticio (INSA, 2017). No caso
dos doces (Grupo 1), as contagens microbianas ndo devem exceder 2 — 4 log UFC/g
para microrganismos a 30 °C e leveduras e 1 — 2 log UFC/g para bolores, contudo os
valores obtidos para t0 situaram-se no nivel satisfatério dos valores deste guia (<1 log
UFC/g para microrganismos a 30 °C e leveduras e <1 log UFC/g para bolores), indicando

boa qualidade microbioldgica destes produtos.

Relativamente a estabilidade do DH, nao foram registadas varia¢des significativas
(p>0,05) apods o periodo de conservacao de 15 dias, apesar das diferentes condi¢des
de temperatura de armazenamento. Por outro lado, no periodo subsequente (t30),
observaram-se diferencas estatisticas, com um crescimento relevante em ambos os
parametros avaliados. Embora a temperatura refrigerada tenha mantido estavel as
contagens de B&L (1,0 log UFC/g), em contrapartida denotou-se um acréscimo
significativo (p<0,05) nas contagens de microrganismos a 30 °C (3,0 £ 0,3 log UFC/g).
Por outro lado, sob temperatura ambiente, registaram-se alteracgdes significativas tanto
nas contagens de microrganismos a 30 °C (3,3 £ 0,3 log UFC/g) como nas contagens
de B&L (1,6 £ 1,1 log UFC/qg). Esses resultados em t30 demonstraram que a refrigeracao
permitiu retardar o crescimento microbioldgico a longo prazo, contrariamente a
temperatura ambiente, que acelerou a degradacéo do produto. Tal é corroborado pelo
facto de apenas a variavel tempo ter tido impacto significativo (p<0,05) no parametro de
contagem de microrganismos a 30 °C (F=376,61). Independentemente da condigéo de
temperatura aplicada, as contagens microbianas dos parédmetros analisados n&o

excederam os valores descritos pelo INSA (2017).

Apesar de se poder garantir estabilidade microbiolégica dos doces DT em t0 e DH
durante 30 dias sob diferentes condi¢cbes de temperatura, recomendar-se-ia a aplicacao
de medidas preventivas, como métodos alternativos de conservagcéo do doce (p.ex.
HPP) ou uso de conservantes (p.ex. acidos organicos). No presente estudo, ndo foram
aplicados outros aditivos, para além da pectina na formulagdo do DH, pois pretendia

elaborar-se uma formulagdo o mais natural possivel.

4.2.5. Avaliagao reoldgica

As formulacbes de doce em t0 foram submetidas a uma avaliagdo do seu
comportamento viscoelastico. Apos a realizagéo dos testes de varrimento de tenséo de
cada amostra, foram determinadas as respetivas zonas de viscoelasticidade linear e a
tensao critica. Na Figura 11 podem observar-se os testes de varrimento de frequéncia

efetuados a cada amostra de doce de framboesa.

54



1E+05

™ 1E+04
. o © ®
H [ J
o [
o ° Y ® ® ° ° 8
= * ° o
[ ) Q

o 1E+03 8 0O o
g 8 o)
(U] ) (

1E+02

1E-02 1E-01 1E+00 1E+01 1E+02
Frequéncia (Hz)
eDT:G'(Pa) ©oDT:G"(Pa) ®DH: G'(Pa) DH: G" (Pa)

Figura 11 | Espetros mecanicos dos doces em t0, com G’ e G” (Pa) em funcéo de f (Hz).

Observando os espetros mecanicos obtidos, verificou-se que o valor de G’ é
superior ao de G” para ambas as amostras de doce, indicando um comportamento
reoldgico predominantemente elastico. No entanto, a diferenga entre G' e G" nao
ultrapassa uma década em nenhuma das amostras, o que indica que estas nao
apresentaram estrutura de um gel estruturado. Porém, a amostra DT exibiu valores de
G’ e G” mais elevados, bem como, um maior afastamento entre os modulos, sugerindo
um maior grau de estruturacdo, resultando numa estrutura mais firme e resistente em
comparagao com o DH. Além disso, a maior inclinagdo da curva de G” do DH em fungao
da frequéncia (curva verde-claro) evidenciou uma maior dependéncia da taxa de
deformacéo a frequéncia, indicando que a amostra DH possui um comportamento mais

viscoso e uma estrutura menos firme e resistente.

Na Tabela 19 encontram-se os valores do modulo Plateau das amostras
estudadas, que correspondem ao valor de G’ obtido para o minimo valor de tan 8, e os
valores do mddulo elastico, G’, obtidos na frequéncia de 1 Hz, permitindo comparar o

grau de estruturagao interna das amostras (Raymundo et al., 1999).

Tabela 19 | Modulo Plateau e de G’ a 1 Hz, obtidos dos espetros mecanicos dos doces em t0.

to
DH' DT’

Parametro

Médulflaaglateau 636,67 + 120,2 2169,3" + 498.3

G’a1Hz 1435,72 +242,5 3505,7° + 806,8
'Resultados expressados como média + desvio padréo e, em expoente, a letra do teste Tukey (p<0,05).

Os valores do modulo Plateau (Gx°) e de G’ a 1 Hz das amostras de doce estdo em
concordancia com os resultados anteriores. A analise estatistica confirma que a amostra
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DT apresentou valores significativamente superiores (p<0,05) para ambos os
parametros, indicando maior grau de estruturacdo interna e uma rede com maior
densidade de entrelagamentos. Essa diferenca resulta num maior afastamento entre os
modulos viscoso e elastico, refletindo uma estrutura mais rigida e maior estabilidade

comparativamente a amostra DH.

4.2.6. Apreciagao sensorial

Com o intuito de avaliar a preferéncia das duas formulacdes de framboesa em t0 foi
realizada uma prova sensorial. Ao produto DH foi dado o nome de cddigo DF1S e ao
produto DT, DF2C. A avaliagao foi realizada por um painel de provadores que classificou
os doces com base em atributos externos visuais e olfativos (cor, brilho, aroma e
consisténcia) e atributos gustativos (dogura, acidez, sabor e textura), segundo uma

escala de 5 pontos (cf. sec¢do 3.2.7.) (Figura 12).

Avaliacao Global 4.5 /~_

Degustacao ————

Textura Aroma

Sabor Consisténcia
Acidez Avaliacdo Global Externa

Docgura

Figura 12 | Classifica¢cdes médias atribuidas durante a apreciagéo sensorial dos doces em t0.

A apreciagao sensorial dos doces de framboesa revelou diferengas significativas nos
atributos externos e gustativos avaliados. No que toca a andlise visual e olfativa
(avaliagdo externa), os atributos Cor e Brilho apresentaram niveis de aceitagéo
aproximadamente semelhantes entre os produtos, contudo, o DT exibiu maior
atratividade visual, devido ao elevado teor de acucar, do que DH. Por outro lado, o DH
destacou-se nos atributos Aroma e Consisténcia, sendo 1,2 vezes mais apreciado que
o DT, evidenciado pelo aroma mais intenso de framboesa e maior percecao da estrutura
de doce conferida pela LMP. Como resultado, o DH foi 1,2 vezes mais apreciado na
avaliagdo global externa que o DT. Em relacdo a avaliagdo gustativa, o DH sobressaiu

nos atributos Dogura, Sabor e Textura, sendo, respetivamente, 1,9, 1,2 e 1,1 vezes
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mais apreciado do que o DT. Por outro lado, o atributo Acidez foi 1,2 vezes mais
apreciado no DT do que no DH. Os elevados teores de agucar do DT resultaram em
classificagbes negativas (1,6 pontos), o que pode ter comprometido a sua aceitacao
global (externa e gustativa), apresentando uma avaliagao global de degustacao de 3,6

pontos face aos 4,1 pontos do DH (1,4 vezes mais apreciado que o DT).

Globalmente, e tendo em conta os parametros analisados, o DH obteve uma melhor
relacdo entre as apreciagdes tanto a nivel externo como gustativo do produto. Esses
resultados traduzem-se igualmente na intengcdo de compra, 87,5% dos provadores

“Compraria” o produto DH e apenas 62,5% indicam a mesma inteng¢ao para o DT.

Os comentarios recolhidos na ficha de prova dos dois doces de framboesa
indicam que a presenca de sementes ndo comprometeu negativamente a textura dos
produtos. O doce DH, com reduzido teor de agucar e pectina LMP, destacou-se como
uma alternativa mais saudavel sem comprometer a aceitacdo sensorial e a potencial

intencdo de compra no mercado.

4.3. Comparacao do genétipo ‘id. A’ com o doce hipocalérico de framboesa
Com base nos resultados anteriormente apresentados, o doce hipocalérico (DH),
formulado com 2,5% de pectina de baixo metoxilo e 12,7% de acgucar, revelou-se uma
alternativa alimentar promissora, capaz de preservar e extrair uma fracao significativa
de compostos bioativos naturalmente presentes na framboesa, nomeadamente

polifendis, destacando-se pela elevada atividade antioxidante.

O seu perfil bioativo, aliado ao reduzido teor de agucar, posicionam-o como um
produto de valor acrescentado, capaz de proporcionar beneficios fisiolégicos
semelhantes aos do consumo de framboesa in natura, contribuindo para a promogéao de
habitos alimentares mais saudaveis e contribuindo para a sustentabilidade da cadeia de
valor através do aproveitamento de excedentes e da valorizagdo de frutos fora do
padrao estético. Este produto reune qualidade sensorial, valor nutricional e funcional,

além de beneficios ambientais, afirmando-se como uma opgao saudavel e funcional.
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5. Conclusoes

Esta dissertacao teve como objetivo avaliar o potencial de valorizagao da framboesa

vermelha (Rubus idaeus L.), através da caracterizagao de um novo genétipo resultante

de um programa de melhoramento genético (‘id. B’), comparando-o com uma cultivar

comercial, tomada como referéncia (‘id. A’). Além disso, visou o desenvolvimento de um

doce hipocaldrico funcional, com énfase na conservacdo da bioatividade e

bioacessibilidade dos fitoquimicos relevantes.

1. Caracterizacao e Bioacessibilidade de fitoquimicos de genétipos de

framboesa

Os resultados demostraram diferencas entre os genétipos:

O gendtipo ‘id. A" exibiu coloracdo vermelha mais intensa e melhor
adequagao para consumo in natura, enquanto o ‘id. B’ revelou tonalidade
ligeiramente mais escura e alaranjada, com maior potencial para
transformacao industrial;

Ambos o0s gendtipos apresentaram elevados teores de compostos
bioativos e forte capacidade antioxidante;

Nos ensaios de bioacessibilidade, verificou-se que os compostos fendlicos
totais exibiram valores elevados (média superior a 180%), traduzindo que
a digestao gastrointestinal favoreceu a libertacdo e potencial absorgao
destes compostos. Em contraste com as antocianinas, com niveis
reduzidos de bioacessibilidade (6 — 9%) fortemente influenciadas pelas

condigbes simuladas gastrointestinais.

2. Producao de doce

O doce hipocalérico funcional, formulado com 2,5% de pectina de baixo metoxilo

e 12,7% de agucar, apresentou:

Perfil nutricional saudavel e “clean label” (reducdo do teor de agucar e

elevada capacidade antioxidante);

Boa aceitagédo sensorial (87,5% de intengao de compra), com textura e

sabor agradaveis.

Em sintese, o presente estudo comprova o potencial da framboesa nao apenas

como fruto de elevado valor nutricional e funcional, mas também como matéria-prima

para o desenvolvimento de produtos funcionais e sustentaveis, numa perspetiva de

inovacao e economia circular.
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6. Divulgacao

Do presente trabalho, os resultados foram divulgados através da apresentacao de

comunicagdes em painel em dois eventos cientificos:

Parreira, R.; Pena, I.; Pereira, N.; Abreu, M.; Moldao-Martins, M.; Ramos, A. C.
(2025). Development of a functional low-calorie jam from non-market
Raspberries. In Livro de Resumos VIl Simpésio “Produgao e Transformagao

de Alimentos em Ambiente Sustentavel”. p. 71.

Parreira, R.; Pereira, N.; Abreu, M.; Moldao-Martins, M.; Luz, F.; Oliveira, P. B.;
Ramos, A. C. (2025). Comparacao fisico-quimica e bioativa de gendtipos de
framboesa: potencial nutracéutico de uma sele¢cdao avangada. In Livro de

Resumos VII Coléquio “Nacional de Produgao de Pequenos Frutos”. p. 62.

7. Perspetivas futuras

Em continuidade desta dissertacdo, propde-se o aprofundamento dos seguintes

tépicos:

Continuagao da analise da bioatividade dos gendétipos de framboesa.

Testes com outras formulagdes industriais.

Propde-se, independentemente da riqueza mineral de calcio das framboesas,
explorar a incorporagao de fontes de calcio em formulagdes de sistemas com
LMP, visando melhorar a estrutura do gel, potenciar a reten¢cdo de compostos
bioativos e reduzir o teor de pectina. Ressalve-se que, no presente trabalho,
optou-se por uma formulacido mais natural e caseira, sem adicdo de ibes de

célcio (cujas framboesas ja sdo naturalmente ricas) ou outros aditivos.

Estudo de novos processos de conservagao de doce.

O estudo da estabilidade microbioldgica do doce hipocalérico de framboesa,
constatou que, embora estavel nos primeiros 15 dias, houve aumento
significativo de contagens microbiolégicas apds 30 dias, especialmente a 25 °C,
ainda que dentro de niveis seguros. Considera-se relevante explorar métodos
alternativos de conservagéo (p.ex. HPP) ou uso de conservantes naturais (p.ex.
acidos organicos) para prolongar o tempo de prateleira do produto sem

comprometer a sua qualidade sensorial e nutricional.
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Anexos

Anexo I: Retas de calibragao da atividade antioxidante por espetrofotometria dos
métodos DPPH e FRAP e do método CFT.

Nas figuras seguintes (Figuras 13 a 20) encontram-se as retas de calibracéo
utilizadas para a determinacdo da atividade antioxidante por espetrofotometria dos
métodos DPPH e FRAP e do método CFT para os gendtipos de framboesa (‘id. A’ e ‘id.

B’) e para os doces de framboesa (DH e DT).
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Figura 13 | Reta de calibragcdo da AOx pelo método DPPH para a caracterizagéo de ‘id. A’ e ‘id. B’.
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Figura 14 | Reta de calibragcdo da AOx pelo método DPPH para o ensaio de bioacessibilidade dos frutos
‘id. Ae‘id. B’
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Figura 15 | Reta de calibragcdo da AOx pelo método DPPH para a caracterizagdo dos doces de framboesa
em t0.
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Figura 16 | Reta de calibragcdo da AOx pelo método DPPH para o ensaio de bioacessibilidade dos doces
de framboesa em t0.
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Figura 17 | Reta de calibragdo da AOx pelo método DPPH para a caracterizagao do DH em t15 sob
diferentes condi¢des de temperatura.
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Figura 18 | Reta de calibragdo da AOx pelo método DPPH para a caracterizagao do DH em t30 sob
diferentes condigbes de temperatura.
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Figura 19 | Reta de calibragdo da AOx pelo método FRAP.
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Figura 20 | Reta de calibracdo de CFT.
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Anexo ll: Retas de calibragao do perfil fendlico e do acido ascérbico por HPLC

Nas figuras 21 e 25 encontram-se representadas as retas de calibracdo para a
determinacéao do perfil fenolico dos gendtipos e dos doces de framboesa e a reta de

calibragcao para a determinacao do acido ascorbico dos gendtipos de framboesa por

cromatografia liquida de alta eficiéncia, pelo método HPLC.
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Figura 21 | Retas de calibragao do perfil fendlico para os flavonoides (catequina, rutina, quercetina-3-
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Figura 22 | Retas de calibragao do perfil fendlico para os acidos fendlicos hidroxibenzéicos (acidos p-
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Figura 23 | Retas de calibragdo do perfil fendlico para os acidos fendlicos hidroxicinamicos (acidos
vanilico, siringico, clorogénico, cafeico, p-cumarico e ferulico) detetados por HPLC.
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Figura 24 | Retas de calibragdo do perfil fendlico para os taninos (acido elagico) detetados por HPLC.
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Acido ascérbico
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Figura 25 | Reta de calibragdo do acido ascérbico determinado por HPLC.

XVi



Anexo lll: Preparagao das solugoes stock e solugdes enzimaticas do processo
digestivo

As solugdes de fluidos de digestao simulados utilizadas para cada fase oral (SSF,
pH 7), gastrica (SGF, pH 3) e intestinal (SIF, pH 7), em concentracao stock de 1,25x,
foram preparadas a partir de solugdes-mae de eletrolitos, sendo completadas com agua
destilada (Tabela 20).

Tabela 20 | Volumes das solugbes-mée de eletrdlitos utilizados para preparagao dos reagentes SSF, SGF
e SIF (1,25x). Adaptado de Brodkorb et al. (2019).

SSF (pH 7) SGF (pH 3) SIF (pH 7)
Volume stock | Volume stock | Volume stock
. - Concentragao
Solugdes-mée para preparar para preparar para preparar
de eletrélitos stock 0,8 L (1,25x) 1,6 L (1,25x) 1,6 L (1,25x)
M) (mL) (mL) (mL)

KCI 0,5 30,2 27,6 27,2
KH2PO4 0,5 7,4 3,6 3,2
NaHCO3 1 13,6 50 170

NacCl 2 - 47,2 38,4

MgCl2(H20)e 0,15 1,0 1,6 2,8
(NH4)2COs3 0,5 0,12 2,0 4.4
HCI 1 0,18 5,2 2,8
CaClz(H20): 0,3 0,025 0,005 0,04

As solugbes enzimaticas foram preparadas com as seguintes concentragdes
finais: lisozima (100 U/mL), pepsina (2000 U/mL), pancreatina (100 U/mL), sais biliares

(10 mM), conforme indicado na Tabela 21, sendo dissolvidas em agua destilada.

Tabela 21 | Quantidades necessarias das solugdes enzimaticas utilizadas nas diversas fases do processo
digestivo. Adaptado de Brodkorb et al. (2019).

~ L Quantidade Balao
Solugdes enzimaticas
(9 volumétrico (mL)
Lisozima (100 U/mL) 0,0005 200
Pepsina (2000 U/mL) 0,0748 20
Sais biliares (10 mM) 0,4086 100
Pancreatina (100 U/mL) 2,7027 150
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Anexo IV: Ficha de prova aplicada na apreciagado sensorial dos doces de

Caro provador,

framboesa

Prova de avaliagado de doces de framboesa

Hoje, dia 29/04/2025, realiza-se a seguinte prova de apreciag¢ao sensorial, inserida no

ambito de uma dissertacdo de Mestrado em Engenharia Alimentar. Solicitamos que

nao partilhe as suas opinides com outros provadores até que todos tenham concluido

e submetido a sua avaliacao, a fim de garantir a imparcialidade dos resultados.

Durante a sessao, ira provar duas amostras de doce de framboesa.

* Obrigatorio

Apreciagcao Sensorial de Doces de Framboesa

Recebera duas amostras identificadas com os cédigos DF1S e DF2C. Verifique o

codigo da amostra no topo da folha de prova e, de seguida, avalie cada atributo

sensorial utilizando a escala fornecida.

Avaliagao da Amostra DF1S

1. Avaliagéo Externa (analise visual e olfativa) *

Assinale apenas uma opc¢éo por linha.

Atributo

1 Desgostei 3 Indiferente

extremamente

2 Desgostei

4
Gostei

5 Gostei
extremamente

Cor

Brilho

Aroma
Consisténcia
Avaliacéo global

2. Degustagao *

Assinale apenas uma opg&o por linha.

Atributo

1 Desgostei 3 Indiferente

extremamente

2 Desgostei

Gostei

5 Gostei
extremamente

Dogura

Acidez

Sabor

Textura
Avaliacéo global
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Avaliacao da Amostra DF2C

3. Avaliagdo Externa (analise visual e olfativa) *

Assinale apenas uma opg¢éo por linha.

Atributo 1 Desgostei 2 Desgostei 3 Indiferente 4 5 Gostei
extremamente Gostei extremamente

Cor

Brilho

Aroma

Consisténcia
Avaliagéo global

4. Degustacao *

Assinale apenas uma opg¢éo por linha.

Atributo 1 Desgostei 2 Desgostei 3 Indiferente 4 5 Gostei
extremamente Gostei extremamente

Docura

Acidez

Sabor

Textura

Avaliacao global

Apreciacao Sensorial de Doces de framboesa

5. Apreciagao Global Comparativa *

Indique a sua preferéncia entre as duas amostras provadas e classifique-as conforme
0 seu gosto. Assinale apenas uma opg¢éo por linha.

Amostra Gostei menos Gostei Gostei Gostei mais
mais/menos

DF1S

DF2C

6. Observagdes: Atendendo a sua classificacao (gostei mais/gostei menos) na
pergunta anterior, justifique brevemente a sua escolha.

7. Intencéo de compra *

Assinale apenas uma opgéo por linha.

Amostra

Compraria Nao compraria

DF1S
DF2C

Agradecemos a sua participagao!
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