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RESUMO

No presente trabalho pretendeu-se avaliar o efeito de trés humidades relativas (HR) (60, 70 e 80%) nas caracteristicas
fisico-quimicas e microbioldgicas de miolo de améndoa, armazenado a 25 °C, durante 60 dias. Em relagao a atividade
da agua, os menores valores foram observados para a HR de 60%, apos 1 e 2 meses (0,624 e 0,595, respetivamente), ao
contrario da HR de 80%, para a qual ndo se observaram diferengas significativas ao longo do tempo. Relativamente aos
parametros nutricionais, para cada HR ao longo do tempo, nao se observaram diferengas significativas. Ao comparar
as HRs entre si, as tnicas diferengas significativas foram detetadas no teor de humidade apés 30 dias (menores valores
para 60%) e para a proteina apds 60 dias (menores valores para 70%). Salvo raras exce¢des, nao se observaram diferencgas
significativas nos tempos de indugao, tanto para o fruto como para o dleo, para as trés HRs. Quanto a qualidade micro-
bioldgica, verificou-se um decréscimo significativo nos microrganismos a 30 °C apds 60 dias, em relagao ao inicio. Pelo
contrario, nos bolores e leveduras nao se observaram diferencas significativas. Em conclusao, as HRs estudadas nao
afetaram de forma relevante a qualidade final de miolo de améndoa durante 60 dias de armazenamento.

Palavras-chave: Miolo de améndoa, Prunus dulcis, Armazenamento, Humidade relativa, Qualidade

ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the effect of three relative humidities (RH) (60, 70 and 80%) on the physicoche-
mical and microbiological characteristics of almond kernels stored at 25 °C for 60 days. Regarding water activity, the
lowest values were observed for the RH of 60%, after 30 and 60 days (0.624 and 0.595, respectively), while for the RH of
80%, no significant differences were observed over time. Concerning nutritional parameters, no significant differences
were observed for each RH during the time. When comparing RHs with each other, the only significant differences
were detected for the moisture content after 30 days (lower values for 60%) and protein after 60 days (lower values for
70%). In general, no significant differences in the induction times of the fruit and oil were observed in the three RHs.
Regarding microbiological quality, there was a significant decrease in microorganisms at 30 °C after 60 days, when
compared with the beginning. In contrast, in molds and yeast, no significant differences were observed during storage.
In conclusion, the RHs did not significantly affect the final quality of almond kernels during 60 days of storage at 25 °C.
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INTRODUCAO

A améndoa (Prunus dulcis) é um fruto muito apre-
ciado mundialmente, uma vez que é consumido
em cru ou processado (laminado, granulado,
farinha), sendo adicionado a diversos produtos de
pastelaria e chocolates, entre outros. Ao contrario
do fruto com casca que tem um tempo de prateleira
longo, o miolo é mais suscetivel a perder quali-
dade pelo desenvolvimento de rango e de bolores
que podem pOr em causa a sua seguranca. Nesse
sentido, a industria deste fruto seco procura solu-
¢oes de conservagao para o miolo de améndoa, com
o intuito de aumentar o seu tempo de prateleira e
possibilitar a sua exportagao para paises tropicais
como Africa e Brasil, sem que haja problemas de
desenvolvimento de bolores.

Até ao momento, alguns estudos ja foram reali-
zados em conservagao e armazenamento de
améndoa em miolo. No entanto, poucos trabalhos
foram realizados em Portugal (Guiné et al., 2014,
2015), tendo os trabalhos incididos em Espanha
(Garcia-Pascual et al., 2003; Cornacchia ef al., 2012;
Carrasco-Del Amor et al,, 2016), Turquia (Agar
et al., 1998), Irdo (Raisi et al., 2015; Padehban et al.,
2018) e alguns nos EUA (Garcia-Pascual et al., 2003;
Ledbetter e Palmquist, 2006). Os pontos cruciais
de interferéncia na qualidade da améndoa sao:
a temperatura na qual ela é armazenada, o tipo
de embalagem, o tempo e a humidade relativa.
Por isso, sdo esses os fatores mais analisados em
estudos de conservacdo de frutos secos. Na sua
maioria, o armazenamento ¢ realizado a baixas
temperaturas, com embalagens que mantém as
améndoas ao abrigo da luz. Em alguns casos
sao utilizadas atmosferas modificadas, as quais
proporcionam um aumento do tempo de prateleira
e maior aceitabilidade dos consumidores. Até ao
momento, alguns ensaios ja foram realizados com
humidade relativa controlada, com valores entre
0s 13,2 e 90% (Guiné et al., 2014), 65% (Ledbetter
e Palmquist, 2006; Cheely et al., 2018) e 78% (Raisi
et al., 2015). Contudo, nao se conhece o seu papel
nas caracteristicas fisico-quimicas da améndoa.

Nesse sentido, no presente trabalho pretendeu-
-se avaliar o efeito de trés humidades relativas
(60, 70 e 80%) nas caracteristicas fisico-quimicas
(cor, atividade da agua (a,), teores de humidade,
proteina e gordura, e estabilidade oxidativa) e
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microbioldgicas de miolo de améndoa, armaze-
nado a 25 °C, durante 2 meses, de modo a simular
condi¢des de transporte maritimo e de armaze-
namento que possam ocorrer em paises tropicais,
para os quais a améndoa Portuguesa é normal-
mente exportada.

MATERIAL E METODOS
Amostragem

Utilizou-se miolo de améndoa proveniente de
uma mistura comercial de variedades de casca
mole fornecido por uma empresa de Alfandega
da Fé (Portugal). Posteriormente, esse miolo de
améndoa foi levado para o laboratdrio e realizados
os ensaios de conservacgao.

Ensaios de conservagio

As condi¢des de armazenamento testadas foram
trés humidades relativas (60, 70 e 80%), a tempe-
ratura de 25 °C, durante 0, 30 e 60 dias. Para obter
cada humidade relativa foram preparadas dife-
rentes soluc¢des saturadas de sais, nomeadamente:
para a de 60% usou-se brometo de s6dio (NaBr);
para a de 70% o iodeto de potéssio (KI) e para a
de 80% o cloreto de amoénio (NH,Cl) (Greenspan,
1977), que foram colocadas em frascos fechados,
juntamente com o miolo de améndoa. A cada
tempo foram retiradas trés amostras de fruto, de
cada humidade relativa, para proceder a sua carac-
terizacdo fisico-quimica e microbioldgica. Para
realizar algumas analises, tais como a proteina e
gordura, as amostras foram previamente liofili-
zadas (Scanvac, Coolsafe, Lynge, Dinamarca).

Atividade da dgua (a,) e cor

A a, foi determinada num medidor de atividade
da agua portatil (Novasina, LabSwift-aw, Lachen,
Suica). A cor foi avaliada através de um colori-
metro Minolta CR-400 (Konica Minolta Company,
Japao), expressando-se os resultados no sistema
CIELAB, no qual o L* avalia a luminosidade e
varia entre 0 (preto) e 100 (branco), a coordenada
colorimétrica a* varia entre o verde (valores nega-
tivos) e o vermelho (valores positivos), enquanto



a coordenada colorimétrica b* varia entre o azul
(valores negativos) e o amarelo (valores positivos).
As coordenadas cilindricas da cor, tonalidade (h*)
e croma ou saturagao (C*), também foram determi-
nadas. As analises foram realizadas em 10 frutos.

Teores de humidade, proteina e gordura

Os teores de humidade, proteina e gordura de cada
amostra foram determinados utilizando procedi-
mentos AOAC (AOAC, 1995) e expressos em g/100g
de matéria fresca (m.f.). O teor de humidade foi
determinado secando a amostra até peso cons-
tante a 105 °C. O teor de proteina nas amostras
foi estimado pelo método Kjeldahl, com um fator
de conversao de 5,18, conforme Yada et al. (2013).
A gordura total foi determinada por extracao em
Soxhlet, de uma massa conhecida de amostra, com
éter de petroleo durante 16h. Todos os ensaios
foram feitos em triplicado.

Estabilidade oxidativa

A estabilidade a oxidacdo foi determinada no
miolo e no 6leo de améndoa (tendo o tltimo sido
extraido pela metodologia descrita anteriormente),
segundo o método da condutividade avaliado no
equipamento Rancimat 743 (Metrohm, Suica).
As amostras (3 g para o 6leo e 0,5 g para o fruto)
foram aquecidas a 120 £ 1,6 °C. Os resultados foram
expressos em tempo de inducdo (h). As analises
foram feitas em triplicado.

Espectrofotometria no ultravioleta (UV)

A andlise por espectrofotometria no ultravioleta
pode fornecer indicacdes sobre a qualidade do
6leo da améndoa. A analise da absorvancia no
ultravioleta foi efetuada segundo o descrito no
Regulamento de Execugdo (UE) 2015/1833 (UE,
2015), seguindo a seguinte metodologia: apro-
ximadamente 0,6 g de toma de amostra foram
dissolvidas em 10 mL de iso-octano (2,2,4-trimetil-
pentano), determinando-se em seguida, em cuvetes
de quartzo de percurso 6tico de 1 cm, o coeficiente
de extingao da solugdo, nos comprimentos de onda
indicados no regulamento, designadamente 232 e
268 nm, em relacdo ao iso-octano no seu estado

puro. As leituras de absorvancia foram efetuadas
num espectrofotometro UV/Visivel (Genesys™ 10,
Portugal). Os coeficientes de extingdo a232 e 268 nm
foram calculados de acordo com as seguintes
equacoes:

Az3z

K =
232 = 07
Azes
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28 T ex1

Em que ¢ corresponde a concentragao da solugao
inicial; A,,, ao valor de absorvancia a 232 nm; e A,
ao valor de absorvancia a 268 nm.

Andlises microbiologicas

As amostras ao longo do periodo de armazena-
mento foram avaliadas em relacdo a qualidade
microbiologica. Apos pesagem de 10 g de miolo de
améndoa e posterior homogeneizagao com agua
peptonada estéril realizaram-se dilui¢cdes deci-
mais apropriadas, seguido de plaqueamento, em
duplicado, de uma aliquota de 0,2 mL nos meios
de cultura: Plate count agar (PCA, Liofilchem,
Italia), para a quantificacdo de microrganismos a
30 °C, e Dichloran Glycerol (DG18, Liofilchem, Italia)
agar, para a quantificacao de bolores e leveduras.
As placas foram incubadas a 30 °C durante 46-72 h
(PCA) e a 25 °C durante 5 dias (DG 18). Os resul-
tados obtidos foram expressos em unidades forma-
doras de colénias por grama (UFC/g).

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o soft-
ware SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL), versao 18.0. Para
as propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas
das améndoas, a normalidade e a homogeneidade
da variancia foram sempre verificadas pelos testes
Shapiro-Wilk e Levene, respetivamente. Quando
foi observada normalidade e homogeneidade de
varidncias, aplicou-se uma ANOVA, seguida do
test post-hoc de Tukey. Pelo contrario, quando
ambas as condi¢oes falharam, foi aplicado o teste
nao-paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido da
comparagao multipla das médias das ordens.
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RESULTADOSE DISCUSSAO

Aspeto visual e cor

Na Figura 1 apresentam-se
as fotografias das améndoas
ao longo do armazenamento
e submetidas a diferentes
humidades relativas. Durante
o armazenamento, verificou-
-se que as améndoas peladas
ndo apresentaram alteracOes
visiveis na sua aparéncia
visual, sugerindo que as dife-
rentes humidades relativas
aplicadas nao interferiram
no aspeto visual deste fruto
seco. Emrelacdo aos para-
metros de cor, verificaram-se
poucas alteragdes significa-
tivas, ao longo do armazena-
mento, o que esta de encontro
com a Figura 1. Quando se
compara a mesma humidade
relativa ao longo do periodo
de armazenamento (0, 30 e 60
dias), verificou-se que apenas
se  detetaram  diferengas
significativas no parametro
L* na humidade relativa de
80%, tendo este parametro
aumentado.

Atividade de dgua (a,),
teores de humidade, proteina
e gordura

O Quadro 1 apresenta a a,,
e os teores de humidade,
gordura e proteina das amos-
tras armazenadas a diferentes
humidades relativas, a tempe-
ratura de 25 °C. Ao analisar o
Quadro 1 verificou-se a nao
existéncia de diferencas signi-
ficativas para cada HR ao
longo do armazenamento (0,
30 e 60 dias), para os teores de
humidade, proteina e gordura.
Ao comparar HRs entre si, as

HR (%

Cor

0 dias

)

L*=67,81+4,014
a*=0,21+0,514

b*=20,82+2,134
C*=20,82+2,134
h*=89,32+1,544

60

@

30 dias
70

L*=65,96+2,31>4
a*=0,76+0,16>*

b* =21,28+3,36>4
C* =21,32+3,4024
h*=87,00+1,5924

L* = 67,915,724
a* =-0,2420,65>A

b* =21,98+2,8924
C*=21,59+2,2004
h*=90,52+1,6924

L* = 63,031,074
a* = 0,190,45004
b* = 21,411,304
C*=21,42+1 32204
Ii* = 89,431,200

j=3

(=} .
l\.

j=l

60 dias

L* =71,11+4,4000A
a* =0,39+0,93+A
b* =22,30+1,78>»
C*=22,21+1,75%4
h*=88,91+2,554

L* = 67,48+4,1624
a* = -0,57+0,884

b* = 21,113,774
C*=21,13+3,7724
Ii* = 91,562, 49+4

L* =74,95+2,0008
a* =-0,3620,3424

b* =24,55+5,33>»
C* =26,00+4,9924
h* =89,82+5,2324

Letras minGsculas — Comparam diferentes HRs no mesmo tempo de armazenamento (p-value=0,05); Letras maitisculas

—Comparam a mesma HR ao longo do tempo de armazenamento (p-value=0,05).

Figura 1 - Aspeto visual e parametros da cor do miolo sem pelicula, ao longo do
armazenamento realizado a diferentes humidades relativas.
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unicas diferencgas significativas foram detetadas
para o teor de humidade apos 30 dias (menor valor
para 60%) e para a proteina apds 60 dias (menor
valor para 70%). Em relacdo a atividade da agua, os
menores valores foram observados para a HR de
60%, apos 30 (0,624+0,007) e 60 dias (0,595+0,006),
ao contrario da HR de 80%, para a qual nao se
observaram diferengas significativas ao longo do
tempo de armazenamento. Além disso, observou-
-se que apds 2 meses, as amostras armazenadas a
60% de HR apresentaram valores inferiores a 0,6
(valor em que a maioria dos microrganismos nao
se desenvolve).

de 60% para o dleo ao longo do armazenamento.
Até aos 60 dias de armazenamento, a HR nao teve
um efeito significativo na estabilidade oxidativa,
quando se compararam as HRs entre si para cada
um dos tempos de armazenamento.

No Quadro 3 estao representados os resultados
obtidos na analise de espectrofotometria por UV
do Oleo extraido das améndoas, durante o armaze-
namento. No que se refere aos valores de K,,,, veri-
ficou-se que houve uma diminuicdo ao longo do
tempo de armazenamento para as trés HRs estu-
dadas, ou seja, houve uma redugdo dos compostos
primarios da oxidagdo (Kiralan e Bayrak, 2013),

Quadro 1 - Atividade de agua (a,), teores de humidade, gordura e proteina de miolo de améndoa durante o armazenamento

Tempo (dias)

Parametros HR
30 60

60% 0,699:0,007 0,6240,007+> 0,595+0,006°
a, 70% 0,699:0,0075 0,659+0,00304 0,6600,01154
80% 0,699+0,0074 0,690+0,005¢ 0,688+0,008¢4

Teor de humidade 60% 6,200,544 5,50£0,15>4 5,750,244

70% 5,610,102 6,240,220

(8/100 g m.£) 80% 5,97+0,2604 6,240,692
Teor de gordura 60% 56,255,714 57,7942,75* 56,42:2,66%*
70% 58,825,634 61,114,304

(8/100 g m.£) 80% 57,040,730 54,58:4,60°
Proteina 60% . 14,6740,1124 14,400,695
70% 670, 13,721,084 12,06+0,36+

(8/100 g m.f) 80% 13,581,022 13,910,430

Valores expressos em média + desvio padrdo (n=3). Letras mindsculas -Valores com a mesma letra na mesma coluna ndo sdo estatisticamente diferentes (p>0,05);
Letras maiiisculas -Valores com a mesma letra na mesma linha ndo sao estatisticamente diferentes (p>0,05).

Estabilidade oxidativa e parametros da andlise
espectrofotométrica no UV

No processo de deterioracdo oxidativa ha um
periodo inicial, chamado periodo de indugao, o
qual, quanto maior for, mais estavel sera o 6leo.
Geralmente, com o aumento do tempo de armaze-
namento, o periodo de indugdo tende a diminuir.
No presente estudo verificou-se que, salvo raras
excecOes, os tempos de indugdo ndo variaram
significativamente ao longo do armazenamento,
tanto no miolo como para o ¢leo (Quadro 2).
Apenas foram verificadas diferencas significativas
para a HR de 70% para o fruto, como para a HR

(hidroperdxidos e dienos conjugados) (Laguerre
et al., 2007). Ja pelo contrario, houve um aumento
nos valores de K, ao longo do armazenamento,
indicativo da formacdo de um maior nimero de
compostos da oxidagdo secundaria. No entanto,
s6 se verificaram diferencas significativas entre o
inicio do armazenamento e os 60 dias de armaze-
namento para as HRs de 60 e 80%. Ao comparar
as diferentes HRs, verificou-se que no final do
armazenamento, nao existiram diferengas signi-
ficativas em nenhum parametro. Apesar de nao
haver nenhum documento legal que estabeleca
os valores maximos dos parametros obtidos por
espectrofotometria por UV do 6leo extraido das
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Quadro 2 - Estabilidade oxidativa do miolo de améndoa e
6leo extraido do miolo de améndoa durante 60
dias de armazenamento

Tempo (dias)

Amostras HR

0 30 60
60%  17,33+0,524  18,77+7,92aA  14,69+2,12a4
Miolo (h) 70%  17,33+0,52%  18,23+1,2728 12,460,464
80%  17,33+0,524  18,39+2,822A  14,35+2,8804
60% 7,39+0,38% 6,81+0,10248  6,20+0,242A
Oleo (h)  70% 7,39+0,384 6,65+0,1924  6,60+0,554
80% 7,39+0,384 7,30+0,19>4  6,73+0,3624

Valores expressos em média + desvio padrdo (n=3). Letras mindsculas - Valores
com a mesma letra na mesma coluna ndo sdo estatisticamente diferentes
(p>0,05); Letras maifisculas -Valores com a mesma letra na mesma linha ndo
sdo estatisticamente diferentes (p>0,05).

améndoas, verificou-se que o presente 6leo apre-
senta valores de K,; < 0,22, dentro do limite esta-
belecido para azeite virgem para este parametro
(Regulamento de Execucao (UE) 2019/1604 da
Comissao de 27 de setembro de 2019 (UE, 2019)).
Pelo contrario, para o K,,,, os valores obtidos foram
superiores ao estabelecido para o azeite virgem
extra (£ 2,50) (Regulamento de Execugao (UE)
2019/1604 da Comissao de 27 de setembro de 2019
(UE, 2019)). No entanto, quando se comparam o0s
valores obtidos para o éleo de améndoa com um
oleo alimentar comercial (K,;,= 9.205, K, = 1.370)
(Ventura, 2014), verificou-se que o dleo do presente
trabalho apresenta valores inferiores para todos
os parametros obtidos por espectrofotometria por
uv.

Quadro 3 - Anélise espectrofotométrica no UV dos dleos
extraidos de améndoa armazenada a diferentes

HRs
Parametros HR Tempo (dias)
0 30 60
60% 4,99+0,178 3,32+0,18+4 3,72+0,2024
Ky, 70% 4,99+0,178 3,450,444 3,51+0,28+4
80% 4,99+0,178 3,53+0,3424 4,11+0,4324
60%  0,06++0,014 0,06+0,0124 0,07+0,0128
Koes 70%  0,06++0,014 0,07+0,01b8 0,04+0,01248
80%  0,06++0,014  0,06+0,012bA 0,08+0,0128

Valores expressos em média + desvio padrao (n=3). Letras mindsculas - Valores
com a mesma letra na mesma coluna ndo sdo estatisticamente diferentes
(p>0,05); Letras maiiisculas - Valores com a mesma letra na mesma linha nao
sao estatisticamente diferentes (p>0,05).
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Anadlises microbiologicas

Quanto a contagem de microrganismos presentes
nas amostras sujeitas a diferentes HRs, é possivel
verificar que nao houve um aumento da populagao
de microrganismos a 30 °C, bem como de bolores
e leveduras, durante o periodo de armazenamento
(Quadro 4). De facto, verificou-se uma diminuicao
significativa na contagem de microrganismos a
30 °C apos 60 dias, em relagao ao inicio. Em relagao
aos bolores e leveduras, apesar de se observar
também uma diminuicao desses microrganismos
durante o armazenamento, as diferencas nao
foram significativas. Devido ao facto da a, ser baixa
(0,6-0,7), os microrganismos presentes sao possi-
velmente fungos xerdfilos, uma vez que alguns
destes fungos podem germinar ou até crescer a
a,, tdo baixas como 0,7 (Gock et al., 2003). Quando
se estuda o efeito da HR no crescimento micro-
biano, verificou-se que até aos 2 meses de arma-
zenamento nao se observou qualquer efeito, visto
que nao se detetaram diferencas estatisticas entre
amostras submetidas a diferentes HRs para um
tempo especifico (letras mintsculas por coluna).
Assim, pode-se afirmar que o tempo de armaze-
namento afetou a carga microbiana, ao contrario
da HR, ao considerar 60 dias de armazenamento.

Tendo em conta, os resultados microbioldgicos
obtidos durante o ensaio podemos concluir que
as améndoas armazenadas a diferentes HRs apre-
sentaram uma qualidade microbiologica satis-
fatéria, de acordo com os limites estabelecidos
para a contagem de microrganismos a 30 °C pela

Quadro 4 - Contagem média (log UFC/g + desvio padrao) de
microrganismos a 30 °C e de bolores e leveduras,
em améndoas armazenadas a diferentes HRs

Tempo (dias)

Microrga- HR

nismos 0 30 60
Microrga- 60% 38320420 3,1410,085  2,82+0,39
nismos  70% 3,830,425  3,14+0,040AB  2,90+0,3244
ad0°C  go%  3,83+0,428  327+0,19eAB  2,72+0,212A
60%  2,06£0,324  1,70+0,01aA  1,77+0,132A
Bolorese 0 5060308 180501704 1,7040,0104
leveduras
80%  2,06+0,324  1,76+0,100A  2,18+0,5204

Valores expressos em média + desvio padrao (n=3). Letras mindsculas - Valores
com a mesma letra na mesma coluna ndo sdo estatisticamente diferentes
(p>0,05); Letras maiisculas - Valores com a mesma letra na mesma linha nao
sdo estatisticamente diferentes (p>0,05).



FCD (2016) e Gilbert et al. (2000) (<10 e <105 UFC/g,
respetivamente), e para os bolores e leveduras por
Witthuhn et al. (2005) e FCD (2016) (<10° e <5x103
UFC/g, respectivamente), para o grupo de frutos
secos.

CONCLUSOES

Verificou-se que as amostras ao longo do arma-
zenamento mantiveram uma aparéncia visual
semelhante as do dia 0, independentemente da HR
aplicada, bem como, poucas altera¢oes foram dete-
tadas nos parametros da cor. Quanto a composi¢ao
nutricional, nao se detetaram diferencgas significa-
tivas, nem ao longo do periodo de armazenamento,
nem para as HRs aplicadas. A HR a 60% foi a que
apresentou os menores valores de a,. Em relagao
a estabilidade oxidativa, verificou-se que todas
as HRs provocaram uma diminui¢do no tempo
de inducao do dleo, mas nao tao visivel no fruto.
Para além disso, os valores de K,;, diminuiram,
enquanto os de K, aumentaram, sugerindo a
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