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RESUMO

Diferentes tratamentos nao térmicos tém sido estudados nos ultimos anos como
métodos substitutos ou complementares dos tradicionais tratamentos térmicos na
conservacado de alimentos. Estes tratamentos apresentam a vantagem de ndo causar

alteragdes indesejaveis no sabor dos produtos ou perdas de nutrientes.

Dentre os tratamentos nio térmicos, um dos mais estudados € o processamento
a alta pressdo, que pode ser aplicado através de dois métodos: o isostatico e o de
homogeneizacdo. O método isostatico tém sido estudado com maior frequéncia, no
entanto, o método de homogeneizacdo apresenta a vantagem de proporcionar uma

produgdo continua.

Este trabalho visou avaliar o tratamento de homogeneizacdo de alta pressao
aplicado a agua de coco para eliminacdo da atividade enzimatica e de possiveis

contaminagdes microbiolégicas do produto.

Os processamentos de Homogeneizacado a Ultra Alta Pressdo (HUAP) foram
realizados no equipamento nG7400H:320, fabricado pela Stansted Fluid Power (Stansted,
Inglaterra), que atinge pressdes de até 320 MPa. Estudou-se a influéncia da presséo de
processo e do pH do produto nas atividades enzimaticas de peroxidase e polifenoloxidase
e na destruicdo da bactéria Lactobacillus fructivorans e da levedura Saccaromyces

cerevisiae.

Os tratamentos realizados nao causaram inativacao satisfatoria das enzimas
presentes na agua de coco, porém ha evidéncias de que o tratamento pode ser eficaz se
for efetuado em pressbes mais elevadas. De maneira geral, a peroxidase apresentou

maior resisténcia ao tratamento do que a polifenoloxidase.

A realizagéo de trés tratamentos sequenciais a 300 MPa causou reducédo parcial
da atividade das enzimas, embora n&o tenha sido verificada uma potencializagédo do efeito

dos tratamentos HUAP quando realizados sequiencialmente.

O tratamento mostrou-se eficaz na eliminagdo de contaminacdo microbioldgica
do produto. Para o Lactobacillus fructivorans, a aplicacdo de tratamentos em pressdes

maiores que 250 MPa eliminou totalmente a carga de microrganismos inoculada no



produto, de 2,0 x 10" UFC/mL. O pH do produto exerceu uma influéncia muito menor na
eliminagdo dos microrganismos do que a pressdo de processo. Em altas pressdes
(proximas a 300 MPa), o processamento mostrou-se mais efetivo na destruicdo do
Lactobacillus fructivorans quando utilizado em produtos com pH mais elevado. Para
baixas pressoes, o efeito foi inverso, ou seja, tratamentos em produtos com pHs mais

acidos causaram maior inativacgao.

Para as leveduras (Saccaromyces cerevisiae), a aplicacdo de tratamentos a
pressdes acima de 200 MPa eliminou totalmente a carga microbiana inoculada na agua
de coco, que era de 4,4 x 10° UFC/mL. O estudo da influéncia do pH ndo apresentou
resultados conclusivos porque a maioria dos tratamentos realizados nesta parte do estudo
eliminou todas as células de microrganismos presentes no produto, o que dificultou a
andlise dos dados. Observou-se uma tendéncia de que valores menores do pH do
produto possam favorecer a eliminacdo das células das leveduras durante o

processamento

Nas condigdes estudadas pode-se concluir que o tratamento de
homogeneizacao a alta presséao foi eficiente na eliminagdo dos microrganismos estudados
mas nao foi eficiente para causar a inativagdo das enzimas presentes no produto
(peroxidase e polifenoloxidase). Com isto, espera-se que a agua de coco tratada pelo
método HUAP apresente boa estabilidade microbioldégica, mas ndo apresente boa
estabilidade quimica, ficando sujeita a alteragdes devido a reacdes catalisadas por estas

enzimas.

Xi






Introducéo

INTRODUGAO

O estudo da ciéncia e da tecnologia de alimentos tem como principal objetivo a
diminuicdo das perdas dos alimentos produzidos e manutencdo das suas caracteristicas
nutritivas e funcionais. A cada ano, milhares de toneladas de alimentos sao desperdi¢cados e
jogados no lixo devido a processos quimicos ou biolégicos que ocorrem naturalmente nos

alimentos quando estes ndo s&o tratados e ou conservados de maneira adequada.

Varios processos para conservar os alimentos e disponibiliza-los para consumo por
um maior periodo de tempo foram surgindo através dos anos. O uso de processos fisicos e

quimicos tornou-se muito comum no preparo e na conservagao dos alimentos.

O uso do calor € um dos meios mais utilizados para se obter uma maior
estabilidade para produtos alimenticios. O calor é capaz de eliminar microrganismos e de
inativar enzimas que aceleram reacdes bioquimicas e fazem com que o alimento se deteriore

mais rapidamente, tornando-se inadequado para o consumo.

No entanto, ao mesmo tempo em que traz os beneficios da destruicdo de
microrganismos e enzimas, o calor causa outras alteragdes, quimicas e fisicas, nos
alimentos, fazendo com que as suas caracteristicas sensoriais e nutricionais também se

alterem.

Estas alteracbes sensoriais podem ser desejaveis, como no caso do forneamento
de péaes, ou do cozimento da carne, ou indesejaveis, como por exemplo no caso da

pasteurizacao de sucos de frutas.

Nos ultimos anos, tem-se notado uma tendéncia do consumo de produtos com
caracteristicas sensoriais mais proximas possiveis as dos produtos naturais e também ao
consumo de produtos com boas propriedades nutricionais, ricos em vitaminas e outros

ingredientes funcionais.

Como o tratamento térmico causa alteragdes no sabor dos produtos e perdas de
vitaminas e outros nutrientes, diversos estudos tém sido levados adiante pela comunidade

cientifica buscando alternativas aos tratamentos térmicos tradicionais na conservacado dos
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produtos alimenticios, principalmente no que diz respeito a destruicdo de microrganismos e a

inativacdo enzimatica.

Como exemplos de tratamentos que tém sido estudados como alternativa aos
tratamentos térmicos tradicionais, podemos citar a radiacéo, o pulso elétrico, o aquecimento

6hmico, e os tratamentos de alta presséo (isostatico ou de homogeneizacao).

Estes tratamentos geralmente causam apenas pequenas alteragbes nas
caracteristicas naturais dos produtos, e tém as mesmas funcdes de conservacdo dos
tratamentos térmicos comumente usados. Desta forma, um novo leque de possibilidades é
aberto para o mercado de alimentos e bebidas. Estas novas tecnologias permitem melhorar
a qualidade dos alimentos que sao atualmente conservados pelo uso de tratamentos
térmicos, além de possibilitar aumento de sua estabilidade e permitir o desenvolvimento de

novos produtos, que ndo sdo compativeis com os tratamentos térmicos tradicionais.

O tratamento de homogeneizagdo a ultra alta pressao (HUAP), é aplicavel a
qualquer tipo de bebida ou alimento fluido, como leites, sucos de frutas, geléias, pastas, etc.
O processo HUAP é uma variacdo do método de homogeneizacdo, altamente difundido na
industria de laticinios, utilizado para romper os globulos de gordura do leite. As pressoes
utilizadas, no entanto, s&do bastante superiores as utilizadas no processo de
homogeneizagédo do leite, o que faz com que ocorra o rompimento de células de
microrganismos, além de alteragdes em macro moléculas dos alimentos, como € o caso das

proteinas (incluindo-se ai, as enzimas).

O processo HUAP, no entanto, ndo causa alteragdo em moléculas menores
presentes nos alimentos, como € o caso da maior parte dos compostos responsaveis pelas

propriedades sensoriais € pelas caracteristicas nutricionais dos alimentos.

Desta forma, o estudo deste processo torna-se bastante interessante para
aplicagdo em produtos liquidos que precisam ter suas caracteristicas mantidas por um
periodo prolongado de tempo, mas nao podem perder suas propriedades nutricionais ou

funcionais, e tampouco ter suas caracteristicas sensoriais alteradas.

Os produtos que mais se encaixam nestas caracteristicas sao os produtos
derivados de frutas, como sucos, pastas e geléias. Estes produtos tém suas caracteristicas

sensoriais facilmente alteradas pelo processamento térmico, devido principalmente a
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reagdes de caramelizagdo que ocorrem devido a presenca de agucares em suas

composigdes.

A agua de coco é uma bebida proveniente do endosperma do coco, que
ultimamente tem sido muito utilizada por esportistas devido as suas propriedades de
isotonicidade, permitindo rapida absorcdo e re-hidratacdo do organismo. Devido ao seu
sabor bastante apreciado, também tem tido um mercado cada vez maior para o publico em

geral.

A industrializacdo da agua de coco atualmente é feita através de processamentos

térmicos, uso de aditivos quimicos e uso de refrigeracdo ou congelamento.

Todos os processos utilizados atualmente apresentam inconveniéncias que
poderiam ser evitadas pela utilizagao desta nova tecnologia. O processamento térmico causa
alteragbes sensoriais ao produto que sdo indesejaveis; o uso de aditivos quimicos como
conservantes também ¢é inadequado, principalmente tratando-se de um produto com forte
apelo natural e de saude; por fim, o uso de resfriamento ou congelamento depende de uma
grande infra-estrutura e de toda uma cadeia de transporte e armazenamento, o que eleva

substancialmente os precos ao consumidor.

Os estudos ja realizados dos processamentos a alta pressdo indicam que ha
possibilidade de eliminacdo de microrganismos e enzimas que causam a deterioragdo da
agua de coco, permitindo um aumento de sua estabilidade com menores alteragbes
sensoriais. No entanto, o uso de resfriamento nao pode ser evitado pelo uso da tecnologia

HUAP devido a baixa eficiéncia deste processo na eliminacao de esporos bacterianos.

Desta forma, a idéia seria de um produto processado através do tratamento HUAP,
que eliminaria células vegetativas de microrganismos e a atividade enzimatica, e conservado
sob temperatura de refrigeracdo, o que evitaria uma possivel germinagdo de esporos e

desenvolvimento de bactérias no produto.

Com isto, a sequéncia do processo de producgao seria: higienizacdo dos frutos,
extragdo da agua, padronizagdo da 4&gua (sdlidos soluveis, pH, temperatura),
homogeneizacao (HUAP), resfriamento, envase asséptico e conservacao a temperatura de

refrigeracao.
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No capitulo de revisdo bibliografica, serdao mencionados os diferentes estudos ja
realizados por processos a alta pressao isostatica ou de homogeneizagao, além de uma
descricdo mais detalhada dos processos. A agua de coco também sera descrita com

maiores detalhes.

Esta dissertagcdo de mestrado foi escrita na forma de artigos, num total de quatro,
cada um em um capitulo. Para cada artigo, foram seguidas as normas de publicagado
(vigentes em janeiro de 2003) da revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, publicada pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — SBCTA, que sdo as mesmas
seguidas pelo Journal of Food Science, publicado pelo Institute of Food Technologists —
I.LF.T.

Cada capitulo trata de uma etapa do projeto de pesquisa. Os trés primeiros tratam
da resisténcia de diferentes agentes deterioradores da agua de coco ao tratamento HUAP.
Os estudos de resisténcia foram realizados com enzimas — polifenoloxidase e peroxidase
(Capitulo 1), bactérias — Lactobacillus fructivorans (Capitulo 2) e leveduras — Saccaromyces
cerevisiae (Capitulo 3). O quarto capitulo apresenta os resultados do teste de estabilidade da

agua de coco homogeneizada a ultra alta pressdo e armazenada por 1 més, a 10°C.



Obijetivos

OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo a avaliagdo do tratamento de homogeneizagédo de

ultra alta presséao aplicado a agua de coco.

Para isto, avaliou-se a influéncia deste tratamento na atividade das duas enzimas
presentes na agua de coco e na eliminagéo de dois possiveis microrganismos contaminantes
do produto, sendo uma levedura e uma bactéria. As duas enzimas estudadas foram a
peroxidase e a polifenoloxidase e os microrganismos foram os das espécies Sacharomyces

cerevisiae e Lactobacillus fructivorans.

Em cada estudo, avaliou-se isoladamente a influéncia de tratamentos a diferentes
pressoes de processo e, em seguida, a influéncia da pressado de processo aliada a variagao

do pH do produto.

Para a inativacdo enzimatica, também foi realizado um estudo que avaliou o
processamento através de tratamentos multiplos (até trés ciclos consecutivos através do

sistema) para verificar se ha uma potencializacao do efeito de inativagao das enzimas.

Por ultimo, foi realizado um estudo de estabilidade do produto processado a alta
pressdo e armazenado em garrafas de vidro de 450mL, a temperatura de refrigeracao
(10°C), comparado a um produto ndo processado e armazenado sob congelamento no

mesmo tipo de embalagem.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tratamentos nao-térmicos

A tendéncia de preferéncia do consumidor € em direcdo a produtos naturais e
saudaveis, e cada vez menos alimentos processados. Em sucos de frutas e vegetais a
tendéncia é na direcdo de sucos recém extraidos, com gosto fresco e integridade de sabor e

vitaminas, o mais préximo possivel dos sucos feitos em casa (BIGNON, 1997).

O consumidor cada vez mais busca alimentos que tenham estabilidade prolongada,
mas que nao utilizem aditivos quimicos, e que apresentem caracteristicas organolépticas
préximas a dos produtos naturais (ndo processados), e com funcdes nutricionais e até
nutracéuticas (ou funcionais). Com isto, os tratamentos térmicos podem perder espago para
tratamentos que promovem menores alteragées organolépticas ou nutricionais aos produtos,
ja que o uso de altas temperaturas geralmente causa reag¢des indesejadas nos alimentos,

como alteragdes sensoriais e perda de caracteristicas funcionais e nutritivas.

A maior parte das técnicas de preservacdo de alimentos atua primeiramente
diminuindo, ou até, inibindo completamente as alteragdes causadas por microrganismos no
produto. Buscando atender as caréncias dos consumidores, novas técnicas buscam métodos
mais naturais (por exemplo uso da atmosfera modificada, culturas protetoras, bacteriocinas,
e outras enzimas). Em contraste as técnicas inibitérias, uma das técnicas mais utilizadas
atua na inativagédo dos microrganismos alvo, sendo que a unica técnica substancialmente
usada atualmente para este propdsito (de inativagao, ao invés de inibigdo de crescimento)
seja o uso do calor. Entretanto, a maior parte das técnicas emergentes atua através de
inativacao direta, como por exemplo, a irradiagdo, aplicacdo de altas pressdes, descargas

elétricas de alta voltagem, ultra-som ou adigao de enzimas, como lisozimas (GOULD, 1996).

Os tratamentos nao térmicos que vém sendo estudados buscam aumentar a
estabilidade dos produtos, sem causar as reag¢des indesejadas que podem ocorrer no caso
dos tratamentos térmicos. Desta forma, sdo esperadas alteracbes minimas no teor de

nutrientes e vitaminas e alteragdes sensoriais minimas ou imperceptiveis.
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O Processamento a Alta Pressao

Uma das tecnologias mais inovadoras para processar produtos termosensiveis é o
tratamento de pressao, que utiliza pressdes extremamente altas para provocar destruicao
microbiologica e retardar significativamente as taxas de reacdes enzimaticas. Assim, o
processamento a alta pressdo oferece uma alternativa para a preservacdo de sucos de
frutas sem alteragbes sensoriais indesejadas, comumente associadas aos tratamentos
térmicos (BASAK & RAMASWAMY, 1996).

O tratamento a alta pressdo foi conhecido como uma técnica potencial de
preservagcdo ha aproximadamente um século desde os trabalhos de HITE em 1889, que
demonstraram que a deterioracao do leite podia ser retardada pela aplicagao de alta pressao
(SMELT, 1998). Hite e Bridgman foram os primeiros a relatar a aplicagéo de alta pressao
hidrostatica em materiais biolégicos. Em 1899, HITE et al. expuseram diversos alimentos e
bebidas a altas pressodes, de até 680 MPa; em 1914, BRIDGMAN coagulou clara de ovo sob
pressédo (TAUSCHER, 1994).

A alta pressao foi aplicada por muitos anos na producao de ceramicas, materiais
compostos, diamante artificial e plasticos. Esses desenvolvimentos tecnoldgicos
aumentaram as possibilidades de aplicagdo comercial na area alimenticia. Uma grande
variedade de produtos tratados por presséo foi elaborada no mercado japonés por muitos
anos, incluindo preparados de frutas, bolinhos de arroz e lula crua. Na Franca, sucos de
frutas tratados por pressao estdo disponiveis. No mercado inglés ja existe leite pasteurizado
por pressdo (SMELT, 1998). Recentemente uma guacamole tratada por pressao foi langada
com sucesso no mercado americano pela empresa Avomex. A empresa tem usado um
sistema chamado Quintus 50L fabricado pela ABB Autoclave Systems (MERMELSTEIN,
1999).

O tratamento a alta pressao causa a inativagao de microrganismos e enzimas, sem
no entanto afetar moléculas pequenas, como a maioria das vitaminas e os compostos

volateis, que conferem aroma e sabor aos alimentos. (SMELT, 1998).

Com isto, a tecnologia de alta pressdao tem a vantagem de nao alterar
significativamente as caracteristicas sensoriais ou os teores de nutrientes dos produtos

quando comparada, por exemplo, a pasteurizagao térmica tradicional.
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O tratamento a pressdo ainda tem custo elevado, principalmente porque o
investimento inicial é dispendioso, o que limita a sua aplicagdo a produtos de alto valor
agregado. Entretanto, espera-se que estes custos decresgam, com um futuro progresso
tecnolégico (SMELT, 1998).

O custo do processo a alta pressao varia dependendo do equipamento, volume e
nivel de utilizagdo. A capacidade de producao tipica para o processo em batelada (isostatico)
varia de 20 mil a 100 mil litros por dia. Assumindo um preenchimento de 75% da cadmara de
pressao, o custo de produgdo estimado para sucos, em equipamento de alta producao é
aproximadamente US$0,05 por litro, custo justificavel pelos beneficios de qualidade,
seguranga, e aumento da estabilidade (MERMELSTEIN, 1999).

Métodos de Aplicagao do Processo

Dois métodos podem ser utilizados para a pasteurizacdo por alta pressido: no
primeiro o produto € pasteurizado ja dentro da embalagem final (método de alta pressao
isostatica), no segundo, o produto & pasteurizado de forma continua e depois acondicionado
assepticamente (método de homogeneizacdo de alta pressao). Estes dois métodos estédo
sendo pesquisados por um grande numero de fabricantes de equipamentos, universidades e

institutos de pesquisas.

Romeo Toledo, professor de Ciéncia de Alimentos na Universidade da Geodrgia, tem
estudado o uso da alta pressé&o na pasteurizagdo de suco de laranja e outros liquidos em
uma base continua, usando um método de processamento de alta presséo
(homogeneizagao) que foi caracterizado como o método da descarga, tendo aplicado uma
patente no processo (MERMELSTEIN, 1999). O processo utiliza fundamentalmente um
homogeneizador de alta pressao com o intuito de romper as células de microrganismos,

principio largamente utilizado nas aplicagdes de biotecnologia.

O processo de fluxo continuo de Toledo (apud MERMELSTEIN, 1999) é uma
variacdo de um processo de homogeneizagdo (muito usado na industria de laticinios) que
usa uma pressao muito alta. Dois intensificadores de pressdo em pistbes trabalham
alternadamente, produzindo pressdes no produto de até 310 MPa. A pressdo € entado
reduzida repentinamente até a pressdo atmosférica através de uma valvula de
homogeneizacdo. Isto produz uma velocidade muita elevada através do orificio, € a

expansao resultante € responsavel pela ruptura das células de microrganismos, n&o
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afetando as células do alimento e compostos responsaveis pelo sabor e pelas caracteristicas
nutricionais e funcionais dos alimentos. O suco é refrigerado imediatamente até 20°C e
acondicionado. (MERMELSTEIN, 1999).

A pressao so é aplicada ao produto entre o intensificador de pressao e a valvula de
homogeneizacao, o que significa um periodo de tempo da ordem de alguns milésimos de

segundo.

Ao passar pela valvula de homogeneizagdo, a velocidade do produto torna-se
extremamente alta (podendo alcancgar velocidades acima da velocidade do som) e a presséo
extremamente baixa, causando a evaporacdo do fluido, e comecando o fendmeno de
cavitagdo (POPPER & KNORR, 1990). Neste momento ocorre a ruptura das células de

microrganismos.

Observou-se que a elevacao prevista da temperatura na homogeneizagdo a 103
MPa foi de 24°C, e que com temperatura de entrada de 4°C, a temperatura do produto ndo
excederia 28°C, muito abaixo das temperaturas para inativagdo térmica dos microrganismos
(MERMELSTEIN, 1999).

Toledo alcangou redugdes de 5 ciclos logaritmicos em microrganismos relevantes
para o processamento de alimentos utilizando pressbes de aproximadamente 200 MPa
(MERMELSTEIN, 1999).

Um outro enfoque para a pasteurizacio a alta pressao é o uso de isostaticos, ou de
pressao hidrostatica. Varias empresas fabricam tanto o sistema por batelada como o sistema
semicontinuo, que estdo sendo usados por empresas € universidades do setor de alimentos
(MERMELSTEIN, 1999).

A empresa ABB, esta promovendo o uso de seu equipamento isostatico de
batelada para processar embalagens de consumo direto dos sucos, que envolve processar o
produto contido ja dentro da embalagem final de consumo. Este equipamento € utilizado
para a produgcdo de guacamole para o mercado americano. A produgdo € de
aproximadamente 90 toneladas por més. A ABB diz que muitos produtores de suco véem
com otimismo a idéia de processar a embalagem para consumo direto, pois o produto é

imediatamente encaminhado para a distribuicdo apdés o processamento. O enchimento
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asséptico é eliminado, e a facilidade de alternar a producdo entre diferentes sucos em
etapas curtas € um fator positivo a mais (MERMELSTEIN, 1999).

No processo de batelada para sucos, o produto € envasado em garrafas ou em
bolsas plasticas termoseladas a vacuo, carregadas nas cestas e transferidas para a cAmara
de pressao. Pressdao de 500 a 600 MPa normalmente é aplicada de 1 a 2 minutos com o
produto refrigerado de 4 a 10°C. A necessidade de envase asséptico € eliminada, ja que o
suco e as bolsas sdo tratados simultaneamente com a alta pressdo. A possibilidade de
contaminagao cruzada é quase nula (MERMELSTEIN, 1999).

Na pasteurizagao por alta pressao (método isostatico) o produto € submetido a uma
pressao muito alta durante poucos segundos. Este processo leva a destruigdo de bactérias,
leveduras e fungos, e a uma parcial desnaturagéo de enzimas. O principio da eliminagao dos
microrganismos € a destruicdo de membranas das células pela alta pressdo. Redugdes de
10° até 10° CFU/g podem ser alcangadas utilizando-se o processo isostatico a 410 MPa por
2 minutos, dependendo da natureza do microrganismo. Leveduras sao particularmente
sensiveis a esse tratamento. Esses resultados sao compativeis com os objetivos da

pasteurizagado para sucos de frutas (BIGNON, 1997).

WUYTACK et al. (2002) realizaram um estudo comparativo dos métodos isostatico
e de homogeneizagcdo e concluiram que o mecanismo de inativagcdo de microrganismos é
diferente em cada um dos métodos. As espécies mais resistentes ao tratamento isostatico
nao sdo necessariamente as mais resistentes ao tratamento de homogeneizacdo. Além
disso, nao foram observadas células com injurias subletais no ftratamento de

homogeneizacao, diferentemente do que ocorre no tratamento isostatico.

Segundo WUYTACK et al. (2002), o processo de homogeneizacao elimina as
células vegetativas principalmente através da destruicdo mecénica da integridade das
células, enquanto o processo isostatico interfere em diversas estruturas celulares, como a

membrana citoplasmatica, ribossomos e algumas enzimas.
Utilizagao do Processo na Industrializagido da Agua de Coco

Os cocos, apos serem removidos das arvores, podem ser mantidos por até quinze
dias em temperatura ambiente ser haver deterioragcdo. Depois disto, o produto se torna

improprio para consumo devido a fermentacado. Porem, quando a agua é retirada do fruto,
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ela se deteriora em apenas um dia devido a contaminagdo externa por microrganismos.
REDDY et al. (2005) reportou contaminagdes de até 10° UFC/mL no método tradicional de

extragcdo da agua.

Atualmente, a 4gua de coco envasada pode ser encontrada nas seguintes formas:
pasteurizada e congelada, pasteurizada e adicionada de aditivos quimicos (refrigerada) ou

esterilizada.

No processamento da agua de coco congelada, o produto é extraido, pasteurizado,
envasado e congelado. Através deste processo pode-se obter um produto estavel por até 4
meses, porém, o produto deve ser mantido a —18°C, havendo necessidade de um rigido
controle da cadeia de frio, além de haver um alto custo para manter o produto a esta
temperatura. Depois de descongelado, o produto mantém suas caracteristicas por até trés
dias se conservado a 5°C. A agua de coco distribuida sob refrigeracédo, além dos aditivos
quimicos, o produto sofre processamento térmico. O produto apresenta-se estavel por até 6

meses.

No caso da agua de coco esterilizada, apos a extragdo, a agua é submetida a
tratamento térmico a temperatura ultra-alta (UHT), seguido de envase asséptico em
embalagens cartonadas, sendo mantido a temperatura ambiente. Neste caso, ha um alto
gasto de energia para a realizacdo do processo UHT. No entanto, através deste processo
pode-se aumentar a estabilidade do produto para até oito meses, sem a necessidade de

refrigeracao.

Para a agua de coco maduro, nota-se uma tendéncia do mercado pela utilizacao do
processo UHT e envase em embalagens cartonadas. Para a agua de coco verde, 0 processo

de esterilizacao é pouco utilizado.

Os trés processos visam eliminar os fatores que podem causar deterioracdo e
consequente diminuicdo da estabilidade, ou seja, a atividade enzimatica e a carga

microbioldgica.

Como a esterilizacdo térmica afeta consideravelmente o sabor do produto, varios
tratamentos, tais como filtragdo, pasteurizagdo, pH e sodlidos soluveis, concentracdo por

osmose reversa, adicdo de conservantes, carbonatacio, etc., em varias combinacdes, tém

11
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sido testados para a preservacao da agua de coco (BERGONIA et al.,1982; DEL ROSARIO
et al., 1986; MAGDA, 1992). Na maior parte deles, houve alteragdo no sabor da bebida.

REDDY et al. (2005) conseguiram obter agua de coco estéril em escala laboratorial
sem afetar o sabor do produto, através de um sistema de filtracdo sob pressdo. Embora
tenha conseguido obter um produto estéril, ndo foram avaliadas as atividades enzimaticas na

bebida apds a filtracdo e o0 processo de obtengéo da agua de coco estéril era muito lento.

A conservacao da agua de coco através do tratamento a alta pressdo pode ser
vantajosa, pois pode ser possivel eliminar microrganismos e diminuir a atividade enzimatica
do produto através deste processo, sem alterar as suas caracteristicas nutricionais ou
organolépticas. Com isto, deve-se obter um produto com caracteristicas nutritivas, funcionais
e sensoriais mais préximas as naturais, quando comparado ao produto tratado

termicamente.
Inativagao de Microrganismos Utilizando Alta Pressao

A 4&gua de coco é uma solugcdo naturalmente estéril, porém, suscetivel de ser
contaminada no processo de extracdo por microrganismos que podem se desenvolver
facilmente neste meio, que dispde de agua, agucares e proteina em quantidade suficiente
para isto. Por ser um bom meio para o crescimento de microrganismos, a agua de coco

chega a ser usada em laboratorios de analises microbiolégicas como meio de cultura.

A contaminagéo do produto pode ocorrer pelo contato com ambiente, equipamentos
ou manipuladores, ou ainda pela presenca de frutos doentes ou rachados. Sendo assim, os
principais microrganismos que podem contaminar o produto sdo bolores, leveduras e
bactérias presentes no ambiente de produgao. A eficacia do tratamento de alta pressao para
eliminagdo de alguns microrganismos que poderiam estar presentes na agua de coco

industrializada ja foi comprovada por alguns estudos feitos com outros produtos.

BARBOSA-CANOVAS (1997) mostra a viabilidade da aplicagdo de alta pressao
para a eliminacdo de diversos microrganismos. E. coli, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas fluorescens, Sacharomyces cerevisiae,
Salmonella typhimurium, Streptococcus aureus, Streptococcus lactis, Vibrio cholera, entre
outros, sofreram redugdes logaritmicas quando submetidos ao tratamento de alta presséo,

com pressoes, temperaturas e tempos variados, havendo esterilizagdo em alguns casos.

12
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Através do método isostatico, pressdes entre 300 e 600 MPa podem inativar
leveduras, mofos e a maioria das células vegetativas de bactérias incluindo a maioria dos
patdgenos infecciosos presentes nos alimentos. Assim, o uso da pressdo € uma alternativa
potencial a pasteurizagdo por aquecimento, pois a pressao mantém as moléculas pequenas,
assim como muitos compostos de sabor e as vitaminas, intactos. Em geral, os esporos de
bactérias s6 podem ser eliminados por pressdes muito altas (maiores que 1000 MPa).
Alguns esporos de bactérias, entretanto, podem ser estimulados a germinar em pressdes de
50 a 300 MPa. Os esporos germinados podem ser eliminados por relativo tratamento
térmico médio ou tratamento médio sob pressdo. Porém, geralmente uma pequena fragdo de
esporos sobrevive a este tratamento. Consequientemente, esta ainda ndo é uma aplicacao
pratica do tratamento como processo de esterilizagdo, mas ainda é uma area interessante

para futura exploragdo (SMELT, 1998).

Os esporos de fungos e leveduras geralmente séo inativados por pressdes
proximas a 400 MPa. No entanto, ha esporos bacterianos que resistem a pressdes maiores
que 1000 MPa (SMELT, 1998).

No processo hidrostatico, com pressdes superiores a 200 MPa, a taxa de
destruicdo aumenta com o aumento da pressdo ou do tempo de processo. (CHEFTEL,
1995). A aplicagéo de pressdes maiores que 600 MPa, provavelmente reduziria o tempo de

inativacao de fungos, leveduras e bactérias no estado vegetativo.

Em geral, o dano nos microrganismos pela aplicagdo da alta pressdo se da,

primeiramente, na parede celular (HOOVER et al., 1989).

Segundo SMELT (1998), os microrganismos mais resistentes aos tratamentos
térmicos, em geral, também s&o mais resistentes ao tratamento sob alta presséo, embora
haja excecdes. As bactérias Gram-positivas apresentam maior resisténcia do que as Gram-
negativas. A rigidez da parede celular das Gram-negativas confere uma fragilidade a
estrutura. Além disso, a parede celular é mais fina (possuem membrana externa) se

comparada com a de uma Gram-positiva.

GOULD (1996) cita que, com respeito a sensibilidade a pressdo dos
microrganismos, uma divisdo importante € aquela entre as formas vegetativa e esporulada
das bactérias. Enquanto inumeros fatores ambientais afetam a tolerancia a pressédo, em

particular a atividade de agua, geralmente as formas vegetativas ainda mantidas sao

13
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inativadas por pressdes na regiao de 300 a 500 MPa, mas esporos de varias espécies
resistem bem a pressoes de até 1000 MPa (método isostatico). Por esta razéo, a aplicagcéao
mais comum da tecnologia de alta pressado na preservagao de alimentos € em alimentos de
baixo pH ou refrigerados, nos quais esporos nao sdao um problema porque, mesmo que

sobrevivam, estardo incapacitados de crescer (GOULD, 1996).

A fase de crescimento da cultura também influéncia a resisténcia das células ao
tratamento. Bactérias no inicio da fase log sdo normalmente mais sensiveis a pressdo do
que as células nas fases estacionaria, lag ou de morte (ZOBELL apud HOOVER et al.,
1989).

Os principios de destruicdo dos microrganismos néo estdo bem elucidados para
nenhum dos dois métodos de aplicagdo do tratamento de alta pressdo. Geralmente, os
pesquisadores associam a morte dos microrganismos com alteragbes da estrutura da
membrana celular (ou até com o seu rompimento) e com alteragdes de proteinas importantes

para o metabolismo ou reproducéo das células.

Para o método isostatico, BIGNON (1997) cita como principio de eliminacdo dos
microrganismos a destruicdo de membranas das células pela alta pressdo. HOOVER et al.
(1989) constata que a pressao causa algumas desnaturagbes protéicas na membrana,
modificando a permeabilidade e a seletividade da membrana plasmatica, podendo resultar

na morte da célula.

Varias mudangas morfolégicas sdo observadas com o aumento da pressao:
compressao de vacuolos gasosos, alongamento da célula, separagdo da membrana da
parede celular, contracdo da parede celular com a formagdo de poros, modificagcbes no
citoesqueleto, modificacbes no nucleo e em organelas intracelulares (acima 400 MPa, no
caso de Sacharomyces), coagulacao de proteinas citoplasmaticas, liberagdo de constituintes
intracelulares (especialmente os de origem nuclear) para fora da célula, entre outros
(SHIMADA et al. apud CHEFTEL, 1995).

PARISH (1998) utilizou parametros de inativagdo microbiolégica relacionados ao
tratamento hidrostatico analogos aqueles utilizados em termobacteriologia: D é tempo de
tratamento, a uma determinada pressao, necessario para reduzir em um ciclo logaritmico
uma populagdo de microrganismos; z € o aumento na pressao de tratamento necessario

para reduzir em um ciclo logaritmico o valor de D.
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A Tabela 1 apresenta uma comparacao da resisténcia a pressao hidrostatica de

alguns microrganismos de interesse em alimentos:

Tabela 1 - Comparativo da resisténcia a pressao hidrostatica entre microrganismos.

Pressao D

Microrganismo (MPa) (min) T(°C) Substrato Referéncia
Clostridium pasteurianum 700 24 60°C n.i. Maggi et al.,1995
Clostridium pasteurianum 800 3,4 60°C n.i. Maggi et al.,1995
Citrobacter freundii 230 14,7 20°C n.i. Charles et al.,1992a
Listeria monocytogenes' 414 217 25°C n.i. Ananth et al.,1998
Salmonella senftenberg 414 1,48 2°C n.i. Ananth et al.,1998
Listeria innocua? 400 3,12 2°C n.i. Gervilla et al., 1997
Listeria innocua? 400 4 25°C n.i. Gervilla et al., 1997
Staphylococcus aureus® 200 211,8 20°C n.i. Erkmen et al.,1997
Staphylococcus aureus® 250 15 20°C n.i. Erkmen et al.,1997
Staphylococcus aureus® 300 3,7 20°C n.i. Erkmen et al.,1997
Staphylococcus aureus® 350 2,6 20°C n.i. Erkmen et al.,1997
Listeria innocua 400 7,35 2°C n.i. Ponce et al.,1998
Listeria innocua 400 8,23 20°C n.i. Ponce et al.,1998
Listeria monocytogenes’ 150 84,4 4°C leite cru Mussa et al.,1999
Listeria monocytogenes' 250 46,0 4°C leite cru Mussa et al.,1999
Listeria monocytogenes' 300 26,6 4°C leite cru Mussa et al.,1999
Listeria monocytogenes' 350 13,9 4°C leite cru Mussa et al.,1999
Sacharomyces cerevisiae 500 0,02~ n.i. suco de laranja  Parish, 1998a
Sacharomyces cerevisiae 350 0,64 n.i. suco de laranja  Parish, 1998a
Sacharomyces cerevisae* 500 0,07** n.i. suco de laranja  Parish, 1998a
Sacharomyces cerevisae* 350 1,27**  n.i. suco de laranja  Parish, 1998a

' Scott A * ascoporos n.i.: ndo informado

2910 CECT "z=106 MPa 2 apud Tewari et al., 1999

$ATCC 27690 "z=123 MPa

LEE et al. (2002) utilizou uma combinacao de alta presséao isostatica (até 621 MPa)
e temperatura (45, 71 ou 90°C) para eliminar a contaminagéo de esporos de Alicyclobacillus
acidoterrestris em suco de maca, obtendo mais de 5 redugdes logaritimicas na contagem de

esporos em diversas combinagdes de pressao e temperatura.

Ja no método de homogeneizagdo, a morte dos microrganismos geralmente é
associada ao rompimento das células ao passar pela valvula de homogeneizagao, onde elas

sdo submetidas a diversas forgcas que podem causar seu rompimento.
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POPPER & KNORR (1990), propdem que os microrganismos sao destruidos pela
repentina queda de pressao, tensédo de cisalhamento e torgdo, e mais provavelmente devido

as ondas de choques de cavitacao resultantes do colapso das bolhas de gas.

A elevada velocidade alcancada pelo produto ao passar através da valvula de
homogeneizacao é responsavel pelo atrito entre as células de microrganismos, o que pode
causar o0 colapso da parede celular devido a sua rigidez. Ao passar pela valvula de
homogeneizacao o produto encontra um ambiente de pressao muito baixa que proporciona a
expansao do liquido e consequente colapso dos vacuolos de gas das células dos
microrganismos (POPPER & KNORR, 1990).

Véarios mecanismos de ruptura das células ja foram propostos, incluindo
turbuléncia, cavitacdo, impacto em superficies sélidas e cisalhamento. Estudos recentes
evidenciam que a cavitagdo e o cisalhamento sdo 0os mecanismos primarios de rompimento
das células na homogeneizagéao a alta pressao (KLEINIG & MIDDLEBERG, 1998).

As forcas inerciais também podem ser um mecanismo importante e previamente
nao reconhecido no rompimento das células de microrganismos através do processo de alta
pressdo. E provavel que as forcas inerciais sejam dominantes sobre as forgas de
cisalhamento dentro dos fluxos tipicos dos homogeneizadores e com isto sdo uma possivel
causa do rompimento celular no processo de homogeneizagédo (KLEINIG & MIDDLEBERG,
1998).

WUYTACK et al. (2002) estudou a morte de 11 diferentes espécies de bactérias
submetidas ao processo de homogeneizacdo a pressdes de 100 a 300 MPa. Todas as
bactérias Gram negativas estudadas tiveram sua populagao significativamente reduzida em
pressdes acima de 200 MPa. Entre as Gram positivas, algumas apresentaram forte
resisténcia ao tratamento (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Lactobacillus
plantarum). Todas as espécies Gram positivas apresentaram maior resisténcia ao tratamento

do que as Gram negativas.

A Tabela 2 apresenta uma comparacdo da resisténcia a pressdo de

homogeneizac&o de alguns microrganismos de interesse em alimentos:
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Tabela 2 - Comparativo da resisténcia a pressao de homogeneizacgao entre
microrganismos.

Pressao n°red.

Microrganismo T (°C) Substrato Referéncia

(MPa) log.*
Escherichia coli 100 2 n.i. n.i. Lanciotti et al.,1996
Escherichia coli 150 6 n.i. n.i. Lanciotti et al.,1996
Escherichia coli 100 3 n.i. n.i. Popper et al.,1990
Streptococcus lactis 100 1 n.i. n.i. Popper et al.,1990
Flora natural 200 5 4°C suco laranja Mermelstein, 1999

*no de red. Logaritmicas = - log (populagéo final/ populagao inicial)  n.i.: ndo informado

Inativagao Enzimatica

Ha dois grupos de enzimas que podem causar a deterioragdo da agua de coco: a
peroxidase e a polifenoloxidase. Estas enzimas causam oxidagao de alguns componentes da
agua de coco, provocando escurecimento do produto. As duas enzimas possuem alta

atividade no produto, havendo predominéancia da atividade da peroxidase.

Definindo uma unidade de atividade enzimatica (U), como a quantidade de extrato
enzimatico capaz de aumentar a absorbancia a 425 nm (para a polifenoloxidase) e a 470 nm
(para a peroxidase) a taxa de 0,001 unidade por minuto, a polifenoloxidase e a peroxidase
apresentam, na agua de coco, atividade de 32,1 unidades/mL e 114,3 unidades/mL,
respectivamente (CAMPOS, 1996).

O pH ¢timo para PFO e para a peroxidase constatado foi de 6,0 e 5,5,
respectivamente, sendo que o pH da agua de coco (5,0 —5,2) mostrou-se favoravel para a
acao das duas enzimas. A temperatura 6tima para a agao das enzimas foi de 25°C e 35°C,
respectivamente (CAMPOS, 1996).

Enzimas relacionadas a qualidade dos alimentos podem ser inativadas por
tratamentos a alta pressdo. A pressao necessaria para a inativacdo depende da enzima:
algumas podem ser inativadas a temperatura ambiente em tratamentos de poucas centenas
de MPa enquanto outras podem permanecer ativas apos tratamentos acima de 1000 MPa.
Em alguns casos, a ativagdo das enzimas pelo tratamento a alta pressdo também foi
observada (HENDRICKX et al., 1998). Enzimas como lipase, lipoxigenase,

pectinametilesterase, peroxidase e polifenoloxidase podem ser inativadas pela aplicagao de
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tratamentos a ultra alta pressdo (GUERRERO-BELTRAN et al., 2005a). SEYDERHELM et al.
(1996) encontrou que o tratamento a alta pressao isostatica para inativagdo ou inibicdo de
atividade enzimatica seguia a seguinte ordem (da menos resistente para a mais resistente):
lipoxigenase, lactoperoxidase, pectinesterase, lipase, fosfatase, catalase, polifenoloxidase e

peroxidase.

A pressdo afeta principalmente as estruturas terciarias e quaternarias das
proteinas, que sdo mantidas por interacées hidrofdbicas e ibnicas e por ligagdes nao
covalentes. A pressdes muito altas, as estruturas secundarias, mantidas por pontes de
hidrogénio, também podem ser afetas, levando a desnaturacéo irreversivel da proteina. As
estruturas primarias das proteinas (ligagbes covalentes) praticamente ndo sao afetadas pela
aplicagao de presséo (HENDRICKX et al., 1998).

Com isto, cada enzima respondera diferentemente aos tratamentos a alta pressao,

dependendo de sua estrutura e do posicionamento de seu sitio ativo.

Alguns estudos feitos com frutas demonstram a possibilidade de inativar a
peroxidase e a polifenoloxidase através do uso de alta pressdo, enquanto outros nao
obtiveram sucesso nesta inativacgdo. GUERRERO-BELTRAN et al. (2005a) sugere que a
atividade enzimatica residual de produtos de frutas ou vegetais tratados a alta pressao
possam ser retardadas através de uma combinagdo de obstaculos, como refrigeracgéo,

diminuicdo de pH e utilizagdo de agentes anti-escurecimento.

WEEMAES (1998) conseguiu reduzir a atividade da polifenoloxidase em diversas
frutas utilizando o processo isostatico a temperatura ambiente (25°C). Esta enzima foi
inativada em maca, uva, abacate e péra através de tratamentos isostaticos a 600, 700, 800 e
900 MPa, respectivamente. O tratamento isostatico a temperatura ambiente, utilizando
pressoes de até 900 MPa nao foram eficazes para a inativacdo da PFO em ameixas. Neste
caso, foi necessario utilizar uma combinagdo de temperatura (50°C) e pressao (900 MPa)

para que a PFO tivesse sua atividade reduzida.

ANESE (1995) estudou a acao do tratamento isostatico na atividade da peroxidase
e da polifenoloxidase obtidas de cenouras e magas, respectivamente. Ambas as enzimas
apresentaram reducao de atividade quando submetidas a tratamentos isostaticos acima de
500 MPa, sendo que a completa inativagdo destas enzimas ocorreu com tratamentos de 900

MPa. As condi¢cdes dos tratamentos foram 20°C / 1min. O autor percebeu também um
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aumento da atividade das enzimas apés tratamento com pressdes intermediarias (300 a 500
MPa).

CANO et al. (1997) avaliou a agdo do tratamento isostatico na peroxidase do
morango (0 a 500MPa / 15 minutos). A atividade de peroxidase foi reduzida com o aumento
da pressao até 300 MPa, no entanto, foi observada ativagado da enzima em pressdes acima
de 300 MPa.

QUAGLIA (1996) sugere o tratamento em alta pressdo isostatico como substituto
do branqueamento para péras, obtendo bons resultados na reducdo de atividade da
peroxidase e boa retencdo de acido ascoérbico a 900 MPa por 5 minutos (12% de atividade
residual de peroxidase e 82% de retencdo de acido ascoérbico). O processo foi iniciado a

20°C e as amostras atingiram temperaturas de até 43°C.

LOPEZ-MALO (1998) conseguiu uma inativagdo apenas parcial das enzimas do
puré de abacate, através de tratamentos a pressdes isostaticas de 345 a 689 MPa e com o
pH variando de 3,9 a 4,3. O tempo de tratamento foi de até 6 minutos, a temperatura de
21°C. O autor sugere o uso de técnicas combinadas para a inativagdo das peroxidase e da

polifenoloxidase e que o uso do tratamento de alta pressao isoladamente ¢é insuficiente.

GUERRERO-BELTRAN et al. (2005b) conseguiu boa estabilidade microbiolégica e
de cor em um puré de péssego, por até 30 dias de armazenamento a 3°C. O puré foi tratado
a alta pressao (517 MPa / 5 min) e adicionado de agentes anti-escurecimento (acido
ascorbico e cisteina). Neste estudo, foi relatada diminuigdo da atividade de polifenoloxidase

pelo tratamento a alta pressao, que foi potencializada pelo uso dos aditivos.

GUERRERO-BELTRAN et al. (2006) retardou o escurecimento de um puré de
manga através da aplicacdo de pressdo (552 MPa / 5 min) aliada a adigcdo de acido
ascorbico. No entanto, o efeito da pressdo sobre a atividade de polifenoloxidase neste
experimento foi bastante reduzido. A atividade microbioldgica foi totalmente eliminada pelo

tratamento.

PLAZA et al. (2003) também utilizou a combinagédo de alta pressao (400 MPa) e
aditivos (acido citrico e NaCl) para minimizar atividade enzimatica e microbiolégica em puré
de tomate, obtendo um produto com sabor mais proximo ao natural. A inativacdo da

peroxidase chegou a 63% e da polifenoloxidase a 71% da atividade inicial. Na auséncia de
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NaCl e acido citrico, houve ativagdo das enzimas apés o tratamento a alta pressao (50 a 400
MPa).

Nao foram encontrados estudos da inativacdo destas duas enzimas pelo método de

homogeneizacéo a ultra alta presséo.

HAYES & KELLY (2003) relataram a inativagdo de enzimas do leite pelo método de
homogeneizacao a ultra alta pressao (50 MPa a 200 MPa). A atividade de plasmina ocorreu
em todas as pressdes estudadas, sendo maior na pressao de 200 MPa. No entanto, em
teste qualitativo, foi percebida a permanéncia da atividade da fosfatase alcalina em todos os
leites processados. Existe a possibilidade de ter havido reducéo parcial da atividade desta

enzima, mas o estudo nao realizou esta verificagao.

O processo de homogeneizagao a alta pressdao aumentou consideravelmente a
inativacdo da plasmina presente no leite quando comparado ao processo isostatico. Esta
diferenga esta possivelmente ligada a forgas fisicas induzidas no processo de
homogeneizacdo que nao estdo presentes no processo isostatico, como cisalhamento,
turbuléncia e cavitagdo (HAYES & KELLY, 2003).

Manutencao das Caracteristicas Naturais do Produto

Apos passar pelo processamento, a agua de coco, além de ter boa qualidade
microbioldgica e baixa atividade enzimatica, deve apresentar caracteristicas fisico-quimicas

e sensoriais proximas as do produto natural.

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas da agua de coco, podemos citar: teor de
soélidos soluveis (5,0 a 5,5°B) e sdlidos totais (5,0 a 7,0%), o teor de agucares totais (4,0 a
5,5%) e agucares redutores (4,0 a 5,0%), o teor protéico (18 a 25mg/100mL), o teor de
vitaminas e de minerais (0,5 a 0,6%), como sddio (cerca de 50mg/100mL) e potassio (cerca
de 300mg/100mL). O pH é de aproximadamente 5,0 a 5,2, enquanto a acidez fica entre 110
e 130 mg de acido citrico por 100 mL de agua (CAMPOS, 1996).

Quanto as caracteristicas sensoriais, o produto ndo deve sofrer alteragdes
perceptiveis, mantendo sua cor, sabor e aroma naturais, pois o tratamento de
homogeneizacdo a alta pressdo tem acgao eficaz na redugdo de atividade microbiana e
enzimatica, enquanto mantém compostos menores, responsaveis pelo sabor e pelos valores

nutricionais dos alimentos.
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ESTUDO 1 - Inativagao enzimatica em agua de coco pelo processamento de

Homogeneizagao a Ultra Alta Pressao

1 Introducgao

Tratamentos ndo-térmicos tém sido estudados objetivando substituir os tradicionais
tratamentos térmicos de alguns alimentos e bebidas. O crescente mercado de alimentos
minimamente processados tem incentivado ainda mais o desenvolvimento de tratamentos
nao-térmicos que minimizam as perdas nutricionais e sensoriais nos produtos processados.
A agua de coco é extraida do endosperma do coco (Cocos nucifera), e por ser uma bebida
naturalmente isotdnica, seu mercado tem apresentado um elevado crescimento nos ultimos

anos no segmento de repositores de sais e energéticos para esportistas.

Os tratamentos térmicos tradicionais geralmente ocasionam perdas nutricionais e
sensoriais nos produtos alimenticios. O tratamento a alta pressado tem sido estudado como
uma alternativa para substituir ou complementar os métodos de tratamento térmicos na

inativagcdo de enzimas e na destruigdo de microrganismos.

O processamento da agua de coco é feito atualmente através de tratamento
térmico (causando alteragcbes sensoriais no produto), por congelamento, ou pela utilizagdo
de aditivos quimicos. Estes trés processos visam eliminar os dois fatores que causam a

perda da estabilidade da agua de coco: as atividades enzimatica e microbioldgica.

Dois grupos de enzimas estdo presentes na agua de coco: peroxidase (POD) e
polifenoloxidase (PFO). Estas enzimas causam oxidacdo de alguns componentes do
produto, levando a alteragdes de seu sabor e cor. Alguns estudos, realizados em outros
produtos, mostraram a possibilidade de inativar estas duas enzimas através de

processamento a alta presséo.

WEEMAES (1998) conseguiu reduzir a atividade da polifenoloxidase em diversas
frutas utilizando o processo de alta pressédo a temperatura ambiente (25°C). Esta enzima foi
inativada em maca, uva, abacate e péra através de tratamentos isostaticos a 600, 700, 800 e
900 MPa, respectivamente. O tratamento isostatico a temperatura ambiente, utilizando

pressdes de até 900 MPa nao foi eficaz para a inativacdo da PFO em ameixas. Neste caso,
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foi necessario utilizar uma combinacao de temperatura (50°C) e pressao (900 MPa) para que

a PFO tivesse sua atividade reduzida.

ANESE (1995) estudou a acao do tratamento isostatico na atividade da peroxidase
e da polifenoloxidase obtidas de cenouras e magas, respectivamente. Ambas as enzimas
apresentaram reducao de atividade quando submetidas a tratamentos isostaticos acima de
500 MPa, sendo que a completa inativagdo destas enzimas ocorreu com tratamentos de 900
MPa. O tempo utilizado nos tratamentos foi de um minuto e a temperatura de 20°C. O autor
percebeu também um aumento da atividade das enzimas apds tratamento com pressdes
intermediarias (300 a 500 MPa).

QUAGLIA (1996) sugere o tratamento a alta pressdo como substituto do
branqueamento para péras, obtendo bons resultados na redugéo de atividade da peroxidase
e boa retengao de acido ascorbico através de um tratamento isostatico a 900 MPa por 5
minutos (12% de atividade residual de peroxidase e 82% de retengéo de acido ascorbico). O

processo foi iniciado a 20°C e as amostras chegaram a temperaturas de até 43°C.

LOPEZ-MALO (1998) conseguiu uma inativagdo apenas parcial das enzimas do
puré de abacate, através de tratamentos a pressdes isostaticas de 345 a 689 MPa com o pH
do produto variando de 3,9 a 4,3. O tempo de tratamento foi de até 6 minutos, a temperatura
de 21°C. O autor sugere o uso de técnicas combinadas para a inativagao das peroxidase e
da polifenoloxidase, sugerindo que o uso do tratamento a alta pressado isostatico

isoladamente € insuficiente.

Este trabalho estuda os efeitos dos niveis de pressao utilizados (de 0 a 300 MPa),
do pH do produto, e de tratamentos consecutivos (simples, duplos ou triplos) do processo de

homogeneizacgéo a alta pressao nas atividades da POD e da PFO.
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2 Objetivos

Este trabalho visa estudar o efeito do tratamento de homogeneizacdo a alta
pressao nas atividades das enzimas presentes na agua de coco — a peroxidase (POD) e a
polifenoloxidase (PFO).

O efeito da pressdao de processo na atividade das duas enzimas é estudado
inicialmente. Em seguida, avaliou-se a influéncia de tratamentos consecutivos (ou multiplos)

na atividade das enzimas.

Por ultimo, a influéncia do pH do produto e da pressao de processo na atividade

das enzimas sao estudadas conjuntamente, através de um planejamento experimental.
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3 Material e Métodos

3.1 Equipamento

O processamento HUAP foi realizado no equipamento nG7400H:320, fabricado
pela Stansted Fluid Power (Stansted, Inglaterra), que atinge pressdes de até 320 MPa. O
equipamento possui um sistema de dois pistdes, que trabalham sincronizados e
alternadamente, de forma a manter a pressao de processo estavel e continua durante o

processamento.

Um sistema de alimentagdo composto de duas valvulas foi acoplado antes da
entrada do produto no equipamento, permitindo alternar a entrada do produto de dois
diferentes recipientes. Um dos recipientes continha agua destilada, e o outro 4gua de coco,
de forma a permitir o trabalho alternado entre os dois produtos sem a necessidade de pausar

0 processamento.

Na saida do equipamento, havia um pequeno trocador de calor tubular que trabalha
com agua corrente como meio de resfriamento, permitindo a redugdo da temperatura do
produto até cerca de 30°C. Na saida deste trocador, foi acoplada uma serpertina de inox,

que foi imersa em banho de gelo, para permitir o resfriamento do produto até cerca de 5°C.

Apoés a saida da serpentina, um sistema de enchimento composto por duas saidas
(uma para enchimento e uma para descarte) e uma valvula de trés vias foi montado dentro
de uma cabine de fluxo laminar (esterilizada com o uso de uma lampada Ultravioleta) para

permitir o envase asseéptico do produto.

3.2 Aguade Coco

Os cocos verdes utilizados (Cocos nucifera) foram obtidos junto ao
CEASA/Campinas nas datas dos ensaios. O estagio de maturacdo dos frutos nao foi

controlado.

Os frutos foram lavados em agua corrente em um tanque de ago e posteriormente
sanitizados em agua clorada (5ppm de cloro). Antes da extracdo da agua foram refrigerados

(2°C) e entdo perfurados um a um, utilizando um perfurador manual (Figura 1.1). Apés a
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extragdo, a agua foi filtrada em filtro de café (Melitta 103) para eliminagcao de particulas
maiores (principalmente restos de fibras da casca). O pH foi ajustado para 5,3 com solugao
de acido citrico 0,1M ou hidréxido de sddio 0,1N. A temperatura de entrada do produto no
equipamento foi ajustada para 10°C, e a porcentagem de sélidos soluveis mantida em 5,0°B.
Como todas as extracbes apresentaram percentual de sdlidos soluveis de 5,0°B, nao foram

necessarios ajustes.

O fato de todas as mesclas de aguas de coco terem apresentado o0 mesmo teor de
sélidos soluveis indica que os cocos utilizados estavam em estagios de maturagao
semelhantes, ja que esta o teor de sdlidos soluveis da agua de coco se altera durante a

maturacao do fruto.

Figura 1.1 — Perfurador de cocos

Para o planejamento experimental, a agua de coco, depois de filtrada e
padronizada, foi acondicionada em garrafas de PET (polietileno tereftalado) de um litro e
congelada em camara fria (-20°C). Conforme a necessidade de uso, a agua de coco era

descongelada a temperatura ambiente.
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3.3 Processamento

Iniciou-se o processo utilizando agua destilada para eliminar o ar do sistema e
estabilizar a presséo. Alcangado o regime, 0 equipamento passava a ser alimentado com
agua de coco previamente filtrada e padronizada conforme descrito anteriormente.
Utilizando-se o sistema de valvulas instalado na entrada do equipamento, pode-se alternar a
alimentagdo entre agua destilada e agua de coco sem necessidade de pausar o

processamento.

A agua de coco foi bombeada através da valvula de homogeneizagéao, ajustando as
pressdes para 0, 50, 100, 150, 200, 250 e 300 MPa. O equipamento permite uma vazao de

cerca de 270mL por minuto para o produto.

Apods o processamento, o produto foi rapidamente refrigerado até 5°C, utilizando-se
um trocador de calor e uma serpentina imersa em banho de gelo. Duas amostras foram
coletadas para cada pressao, além de duas amostras de produto ndo processado. As

atividades enzimaticas foram medidas logo apdés o término do processamento.

No estudo dos tratamentos multiplos, o produto foi bombeado utilizando-se
pressdes de 100, 200 e 300 MPa e coletado em béqueres para reprocessamento. O produto
foi processado trés vezes para cada pressao, e amostras foram coletadas em cada estagio

de processamento para avaliagao da atividade enzimatica.
Os dois estudos foram realizados em duplicata.

No planejamento experimental, a agua de coco, depois de descongelada, teve seu
pH ajustado para o pH de estudo (dependente de cada processamento) utilizando-se
solugao de acido citrico ou hidréxido de sédio. O restante do procedimento foi idéntico ao

realizado para o primeiro estudo.

Apoés cada processamento, o sistema foi enxaguado com agua destilada por cerca
de 10 minutos e em seguida preenchido com etanol a 70% (v/v), permanecendo inundado

pelo alcool por um periodo de pelo menos 24h.

As temperaturas do produto foram medidas na entrada (termémetro de mercurio) e

ap6s a valvula de homogeneizagdo, na entrada e na saida do trocador de calor com

26



Inativacédo enzimatica em agua de coco pelo processamento de Homogeneizacdo a Ultra Alta Pressao

termopares tipo T acoplados a um aquisitor de dados (Barnat Company — 12 Channel

Scanning Thermocouple Thermometer).

3.4 Avaliagao das Atividades Enzimaticas

As atividades de PFO e POD foram determinadas pelos métodos descritos por
PONTING & JOSLYN (1948) e por FEHRMANN & DIAMOND (1967), respectivamente.

Para a PFO, foram misturados em um tubo de ensaio 4,5mL de tampao fosfato pH
6,0 e 1,5mL de catecol, deixando em banho a 25°C até estabilizar a temperatura (aprox. 20
min). Adicionou-se entdo 2mL de agua de coco e foram medidas as mudancas na

absorbancia a 425nm em intervalos de 1 minuto durante 8 minutos.

Para a POD, foram misturados em um tubo de ensaio 6,0mL de tampao fosfato pH
5,5 e 2,0mL de agua de coco, deixando em banho a 35°C até estabilizar a temperatura
(aprox. 20 min). Adicionou-se entdo 1,5mL de guaiacol e 0,5mL de perdxido de hidrogénio e
foram medidas as mudangas na absorbancia a 470nm em intervalos de 1 minuto durante 8

minutos.

Os valores de pH e temperatura utilizados foram determinados como 6timos para a

atividade das duas enzimas presentes na agua de coco por CAMPOS (1996).

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de agua de
coco capaz de aumentar a absorbancia a taxa de 0,001 unidade por minuto. A atividade
relativa foi definida como a atividade enzimatica do produto processado, dividida pela

atividade do mesmo produto n&o processado.

3.5 Analises Fisico-Quimicas

- pH(A.O.A.C. n°42.1.04 Official Method n° 981.12 (1997));
- Sdlidos Soluveis (A.O.A.C. n° 37.1.15 Official Method n° 932.12 (1997));

4 Resultados e Discussoes

Curvas de Inativacao das Enzimas
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Na primeira etapa do estudo foram obtidas as curvas de atividade relativa das duas
enzimas de acordo com a pressao de processo utilizada. As Tabelas 1.1 e 1.2 apresentam
os resultados obtidos nesta etapa do estudo. A Figura 1.1 mostra a média das duas das
curvas obtidas nos ensaios realizados (uma para PFO e uma para POD), ilustrando a
tendéncia de aumento da atividade das duas enzimas causada pelo processo HUAP,

principalmente nas pressdes intermediarias (50 a 150 MPa)

Tabela 1.1 — Atividade relativa da polifenoloxidase em fun¢ao da pressao
de processo — média (M), desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao
(CV) — expressos em %.

Pressao Atividade Relativa - PFO

(MPa) M P cVv
0 117,5 13,8 11,7

50 123,3 11,1 9,0
100 129,4 11,4 8,8
150 115,2 22,9 19,9
200 115,8 13,7 11,9
250 111,8 13,2 11,8
300 90,7 16,4 18,1
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Tabela 1.2 — Atividade relativa da peroxidase em funcao da pressao de
processo — média (M), desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao (CV) —
expressos em %.

Presséao Atividade Relativa — POD

(MPa) M DP cVv
0 113,4 5,5 4,8

50 116,3 7,8 6,7
100 113,7 3,9 3,4
150 112,0 8,9 7,9
200 108,6 7,2 6,6
250 109,9 8,1 7,4
300 96,0 10,5 11,0

Observa-se que os produtos que passaram pelo processo HUAP em pressdes de
até 250MPa apresentaram aumento na atividade enzimatica (atividade relativa maior do que
100%). Todos os produtos apresentaram atividade relativa maior do que 100% para as duas
enzimas, exceto o produto tratado a 300 MPa. A atividade enzimatica maxima da PFO foi
observada no produto tratado a 100 MPa, enquanto para a POD, o valor maximo foi atingido
no produto processado a 50 MPa. Em pressdes maiores do que 150 MPa, observa-se uma

relacao de efeito negativo na atividade com o aumento da pressao de processo.

As menores atividades enzimaticas de produtos processados foram observadas
naqueles que receberam tratamento mais severo (300 MPa), onde houve uma ligeira
inativacdo da PFO (9,3%) e da POD (4,0%). No entanto, os valores obtidos para as

atividades de ambas as enzimas sdo muito elevados para estabilizagcao do produto.
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Figura 1.2 — Curvas de atividade relativas da POD e PFO em func¢ao da pressao de
processo

Estudo similar realizado por ANESE (1995) utilizando tratamento isostatico em
cenoura (POD) e macas (PFO) apresentou resultados semelhantes. Tratamentos utilizando
pressdes de até 500 MPa causaram aumento na atividade das enzimas. A inativacéo parcial
foi obtida com tratamentos de 500 MPa ou maiores, sendo que a inativagdo total das

enzimas so foi possivel com a utilizagcao de 900 MPa.

ASAKA & HAYASHI (1991) estudaram o efeito do tratamento a alta pressao
isostatico na atividade da polifenoloxidase de péras. Os resultados seguiram a mesma
tendéncia, sendo que a ativagao maxima se deu com tratamentos a pressdes entre 400 e
500 MPa.

Baseados em outros trabalhos que estudam a ativagdo da PFO por dodecil sulfato
de sédio (KENTEN,1958; ANGLETON & FLURKEY, 1984), ASAKA sugere que o fendbmeno

de ativacdo da enzima acontece devido a presenca no produto de enzimas na forma latente,
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que sao ativadas pelo tratamento por alta pressao, de maneira similar a ativagdo ocasionada

pelo tratamento com dodecil sulfato de sédio.

Os tratamentos nas pressdes mais elevadas (Tabelas 1.1 e 1.2) apresentaram os
menores valores para as atividades relativas. Provavelmente as enzimas sofrem algum outro
tipo de alteracéo estrutural quando submetidas a pressées mais elevadas, o que causa uma

inativagcao parcial de sua atividade.

Esta posterior alteracdo na estrutura protéica pode estar relacionada ao tratamento
mais rigoroso (submissdo a pressdes mais elevadas), ou a uma inativagao térmica parcial
das enzimas devido ao aumento de temperatura na despressurizacdo, embora as
temperaturas ndo tenham atingido valores maiores do que 80°C em nenhum dos
processamentos e o tempo de exposi¢cao do produto a estas temperaturas ter sido minimo

(cerca de 7 décimos de segundo até a entrada do trocador de calor).

A PFO pareceu ser mais susceptivel a alteracado estrutural devido a aplicacdo da
pressao, uma vez que apresentou maiores variagdes nos valores de atividade enzimatica,

seja na ativagdo como na inativacao.

Os numeros indicam que tratamentos com pressdes superiores a 300 MPa
tenderiam a causar uma maior inativagdo das enzimas. Os resultados sugerem ainda que
pressdes muito elevadas teriam que ser utilizadas para se obter uma inativagao satisfatoria
para um processamento comercial de forma a manter a estabilidade do produto por um

periodo prolongado utilizando-se apenas o tratamento de alta pressao.

GUERRERO-BELTRAN et al. (2005a) sugere que a atividade enzimatica residual
de produtos de frutas ou vegetais tratados a alta pressao possam ser retardadas através de
uma combinagdo de obstaculos, como refrigeracdo, diminuicdo de pH e utilizacdo de

agentes anti-escurecimento.

Dois trabalhos relatam bons resultados na utilizacdo da combinacdo de alta
pressao isostatica a aditivos quimicos para inativacdo da polifenoloxidase em puré de
péssego (GUERRERO-BELTRAN et al., 2005b) e em puré de manga (GUERRERO-
BELTRAN et al., 2006).

Nao é possivel prever o comportamento da agua de coco se esta fosse tratada pelo

método HUAP combinado ao uso de agentes anti-escurecimento, ja que ha evidéncias de
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diferencas significativas entre os métodos de alta pressio isostatica e o método de
homogeneizacdo. No entanto, seria interessante avaliar a possibilidade de obtencdo de

melhores resultados na inativacdo das enzimas através do uso destes aditivos.
Estudo do Efeito de Tratamentos Consecutivos na Atividade Enzimatica

Na segunda etapa do projeto, os processamentos multiplos a 300 MPa
apresentaram resultados mais satisfatorios na inativacdo de ambas as enzimas presentes na
agua de coco. Como mostrado nas Tabelas 1.3 e 1.4, as atividades enzimaticas das duas
enzimas foram reduzidas em mais de 35% com o processamento triplo a 300 MPa. Pressdes
de 100 e 200 MPa foram insuficientes para causar inativacdo das enzimas, mesmo quando

utilizadas nos tratamentos multiplos.

Tabela 1.3 — Atividade relativa da PFO apdés 1, 2 ou 3
processamentos consecutivos utilizando diferentes pressées de

processo
Pressao (MPa) 1x 2x 3x
100 133,3+19,8 132,1+11,8 125,9+17,8
200 123,5+15,1 116,2+19,4 107,0£13,5
300 94,045,9 74,148,6 64,2+9,3

Tabela 1.4 — Atividade relativa da POD apés 1,2 ou 3
processamentos consecutivos utilizando diferentes pressodes de

processo

Pressao (MPa) 1x 2x 3x
100 111,4+1,7 113,145,1 103,5+7,6
200 107,645,8 101,847,5 93,745,7
300 84,048,2 72,4+11,9 61,0£12,9

Observa-se que nao ha uma potencializacdo do efeito de inativacao do segundo
para o terceiro tratamento, ja que a inativagdo causada pelo segundo tratamento
isoladamente é maior (para a PFO) ou igual (para a POD) do que a causada pelo terceiro
tratamento. Isto é visualizado com maior clareza através das Figuras 1.2 e 1.3, pela

diferenca de inclinagéo entre o primeiro e o segundo trecho das curvas obtidas.
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Figura 1.3 — Atividade relativa de PFO apoés 1, 2 ou 3 tratamentos consecutivos a 300 Mpa
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Figura 1.4 — Atividade relativa de POD apos 1, 2 ou 3 tratamentos consecutivos a 300 Mpa
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Analisando estes resultados, pode-se concluir que a obtencdo de uma redugdo
mais significativa na atividade enzimatica se deve principalmente a soma dos efeitos
causados por cada um dos processamentos isoladamente, e nao devido a uma

potencializagao dos efeitos causada pelos tratamentos consecutivos.

WUYTACK et al. (2002) também observou apenas um efeito aditivo ao realizar
tratamentos HUAP consecutivos para eliminagdo de microrganismos. Assim como neste
trabalho, os pesquisadores ndo observaram potencializacdo do efeito do tratamento apds

passagens consecutivas pelo homogeneizador.

Os valores encontrados para as atividades relativas no primeiro processamento nas
diferentes pressdes foram um pouco diferentes dos valores encontrados na primeira etapa
do processo. Isto provavelmente estd relacionado a diferengas nas matérias-primas
utilizadas. Alteracdo do grau de maturagdo ou das condigbes de cultivo podem ocasionar

diferencas no fruto e alteragdes nas propriedades das enzimas.
Planejamento Experimental

No planejamento experimental, foram estudadas pressdes de 0 a 300 MPa e pH de

4,5 a 6,0. Os valores das variaveis utilizados sao apresentados na Tabela 1.5.

Tabela 1.5 — Valores das variaveis independentes utilizadas no planejamento
experimental.

Variavel 2 -1 0 +1 +2
Pressao (MPa) 0 44 150 256 300
PH 4,50 4,72 5,25 5,78 6,00
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Utilizando estas variaveis, foram realizados 11 ensaios, obtendo-se os resultados

apresentados na Tabela 1.6.

Tabela 1.6 — Resultados dos ensaios realizados na etapa de planejamento
experimental

Ensaio Pressao (MPa) pH Atividade Relativa PFO Atividade Relativa POD
1 44 4,72 152,82 109,20
2 44 5,78 102,84 111,45
3 256 4,72 115,86 91,77
4 256 5,78 99,36 97,53
5 150 5,25 105,65 102,69
6 150 5,25 89,34 107,98
7 150 5,25 88,14 106,74
8 150 4,50 108,31 83,39
9 150 6,00 85,77 105,48
10 0 5,25 108,55 107,56
11 300 5,25 65,38 81,19

Para andlise dos resultados do planejamento experimental, a atividade relativa de

cada uma das enzimas sera tratada como uma variavel dependente, separadamente.
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Polifenoloxidase

Ao analisar os efeitos da pressdo e pH na atividade relativa da polifenoloxidase
(Tabela 1.7), notou-se que tanto a pressao quanto o pH apresentaram efeito negativo no
valor da atividade de polifenoloxidase. As interacdes entre P e pH e as interacoes
quadraticas nao apresentaram efeito significativo (p<0,10). Isto indica que, dentro da faixa de
estudo, quanto maior o valor do pH do produto e da pressdo de processo, menor sera a
atividade relativa da enzima no produto processado, ou seja, o processamento causara

maior inativacdo na enzima.

Tabela 1.7 — Analise dos efeitos da pressao de processo e do pH na
atividade relativa da PFO

MS Erro Puro=95,65897; R*=0,64495

Efeito DP (Erro Puro) t(2) P
Média 94,38019 5,646798 16,71393 0,003561
P -25,3718 6,91592 -3,66861 0,066928
*p? 5,445461 8,231658 0,661527 0,576294
pH -24,5897 6,91592 -3,55552 0,070804
*pH? 15,51673 8,231658 1,885007 0,200093
*PxpH 16,73827 9,78054 1,711385 0,22914

*valores em negrito indicam efeito nao significativo (p<0,10)

Através da Figura 1.4 pode-se visualizar a significancia dos efeitos da presséao, pH,
e de suas interagoes.
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Figura 1.5 — Histograma dos efeitos da pressao de processo e pH na atividade relativa
da PFO - barras em vermelho indicam efeitos negativos

Desconsiderando os efeitos ndo significativos, pode-se obter coeficientes para um
modelo que descreva o comportamento da atividade relativa da enzima em funcado das

variaveis independentes, na regido estudada.

Tabela 1.8 — Coeficientes do modelo: atividade relativa da PFO em fungao
da pressao e pH

MS Erro Puro=95,65897 ; R*=0,51644

Coef. Regr. DP (Erro Puro) t(2) P
Média 102,0027 2,948944 34,58958 0,000835
P -12,6859 3,45796 -3,66861 0,066928
PH -12,2949 3,45796 -3,55552 0,070804
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Desta forma, obtemos o seguinte modelo para atividade relativa de PFO:
Log (A/A;) =102,0 - 12,7P - 12,3pH

Este modelo é representado graficamente pela superficie de resposta apresentada
na Figura 1.5. As variaveis devem ser substituidas na formula de acordo com a codificacao

apresentada na Tabela 1.5.

I 65,213
I 73,388
[ 81,564
[ 89,739
[ 97,915
[ 106,091
=0 114,266
B 122,442
I 130,617
Il 138,793
Il above

Figura 1.6 — Superficie de Resposta: atividade relativa da PFO em fung¢ao da pressao e pH

Os resultados obtidos indicam que uma reducdo significativa da atividade desta
enzima pode ser obtida através de um tratamento a 300 MPa em pH 6,0, embora n&o se

tenha realizado um ensaio com estes parametros.

A Tabela 1.9 mostra os resultados da analise de variancia do modelo e do teste F.
O valor de F calculado é ligeiramente maior do que o valor de F tabelado. Isto significa que o
modelo é estatisticamente valido. Porém, o modelo se aplica a uma pequena faixa de
variagao dos valores estudados e com isto ndo pode ser considerado um modelo preditivo.
Para o modelo ser considerado preditivo o valor de F calculado deve ser de 4 a 5 vezes
maior do que o valor de F tabelado.
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Tabela 1.9 — Analise de Variancia do modelo: atividade relativa da PFO em fungéao da
pressao e pH

SQ GL MQ Fcalc Ftab Fc/Ft
Regresséo 2496,74 2 1248,37 4,27 3,11 1,37
Residuos 2337,79 8 292,22
Falta de Ajuste  2146,47 6 357,74 3,74
Erro Puro 191,318 2 95,66
Total 4834,53 10

Peroxidase

Na atividade relativa da peroxidase, todas as variaveis apresentaram efeito
significativo, exceto a interagcao entre pressao e pH (Tabela 1.10). A presséo (linear e
quadratica) e o pH (quadratico) apresentaram efeito negativo, enquanto o pH (linear)

apresentou efeito positivo no valor da atividade relativa da peroxidase.

Através da Figura 1.6 pode-se visualizar a significancia dos efeitos da pressao, pH,

e de suas interagoes.
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Tabela 1.10 — Analise dos efeitos da pressao de processo e do pH na
atividade relativa da POD

MS Erro Puro=7,651956 ; R*=0,80551

Efeito DP (Erro Puro) t(2) P
Média 105,8016 1,597076 66,24705 0,000228
P -17,1579 1,95602 -8,77185 0,012748
P? -7,38217 2,328149 -3,17083 0,086719
PH? 9,810832 1,95602 5,015711 0,037527
PH -7,32708 2,328149 -3,14717 0,08786
*PxPH 1,756521 2,766217 0,63499 0,59039

*valores em negrito - efeito ndo significativo (p<0,10)

125,00
105,80
100,00 -
75,00 -
7]
2
K
w
50,00
25,00 17,16
9.81 7.38 7.33
0,00 T T T
Média P PH2 P2 PH “PxPH
Variaveis Independentes

Figura 1.7 — Histograma dos efeitos da pressao de processo e pH na atividade relativa
da POD - barras em vermelho indicam efeitos negativos
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Desconsiderando o efeito da interagdo entre pressdao e pH, pode-se obter
coeficientes para um modelo que descreva o comportamento da atividade relativa da enzima
em funcgéo das variaveis independentes, na regidao estudada.

Tabela 1.11 — Coeficientes do modelo: atividade relativa da POD em fungao
da pressao e pH

MS Erro Puro=7,651956 ; R*=,80276

Coef. Regr. DP (Erro Puro) t(2) p
Média 105,8016 1,597076 66,24705 0,000228
P -8,57896 0,97801 -8,77185 0,012748
P? -3,69108 1,164074 -3,17083 0,086719
PH 4,905416 0,97801 5,015711 0,037527
PH? -3,66354 1,164074 -3,14717 0,08786

Desta forma, obtemos o seguinte modelo para atividade relativa de POD :
Log (A/A.) = 105,8 — 8,6P — 3,7P? + 4,9pH — 3,7pH?

Este modelo é representado graficamente pela superficie de resposta apresentada
na Figura 1.7. As variaveis devem ser substituidas na formula de acordo com a codificacéo

apresentada na Tabela 1.5.
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Il 62,667
B 67,634
B 72,601
o 77,567
[ 82,534
[ 87,501
[ 92,467
B 97,434
Bl 102,401
Bl 107,367

Il above

Figura 1.8 — Superficie de Resposta: atividade relativa da POD em fungéao da presséo e pH

Observando a superficie de resposta, notamos que nos pHs acima do ponto central
estudado (5,25) sdo pouco adequados para inativacao da POD. Pode-se obter reducdes
mais significativas na atividade da peroxidase em valores de pH reduzidos (mais acidos).
Estes valores de pH s&o os mais indicados para um processamento HUAP que tenha como

objetivo a inativagao desta enzima.

Estes resultados sdo incompativeis com os apresentados para a PFO, onde pHs

mais elevados apresentaram as maiores inativagdes da enzima.

A Tabela 1.12 mostra os resultados da analise de varidncia do modelo e do teste F.
O valor de F calculado é ligeiramente maior do que o valor de F tabelado. Isto significa que o
modelo é estatisticamente valido. Porém, o modelo se aplica a uma pequena faixa de
variacdo dos valores estudados e com isto ndo pode ser considerado um modelo preditivo.
Para o modelo ser considerado preditivo o valor de F calculado deve ser de 4 a 5 vezes

maior do que o valor de F tabelado.
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Tabela 1.12 — Analise de Variancia do modelo: atividade relativa da POD em fungdo da

pressao e pH

SQ GL MQ Fcalc Ftab Fc/Ft
Regressao 934,01 233,50 6,34 3,18 1,99
Residuos 220,96 36,82
Falta de Ajuste 205,66 51,41 6,72
Erro Puro 15,30 7,65
Total 1120,27 10
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5 Conclusoes

Tratamentos de homogeneizagao a pressao de até 300 MPa nao foram suficientes
para causar inativacado satisfatéria das enzimas presentes na agua de coco. Existem
evidéncias de que o tratamento pode ser eficaz se for efetuado em pressdes mais elevadas,

por exemplo, de 500 MPa.

De modo geral, a POD apresentou maior resisténcia ao tratamento HUAP do que a
PFO.

O estudo da influéncia do pH do produto na inativacdo das enzimas durante o
tratamento HUAP mostrou resultados diferenciados para as duas enzimas. Para a PFO,
inativacdes mais satisfatorias devem ser obtidas através de tratamentos com aplicacao de
altas pressdes em produtos com pH elevado. Ja para a POD, resultados mais significativos
podem ser alcangados ao submeter produtos de pH acido a pressdes elevadas. Para a agua
de coco as duas enzimas devem ser inativadas e a utilizacdo de pHs mais acidos deve ser
mais adequada de forma a facilitar a inativagao da POD, que apresentou maior resisténcia

ao tratamento, de uma maneira geral.

Os tratamentos multiplos a 300 MPa apresentaram uma boa redugéo na atividade
das enzimas, principalmente no caso da PFO. A inativacdo da PFO em tratamento triplo a
300 MPa foi a mais significativa dentre todos os processos testados. Esta inativagdo é
ocasionada pela soma dos efeitos de cada processamento, ja que nao foi verificada uma

potencializagao do efeito dos tratamentos HUAP quando realizados seqliencialmente.

Embora o tratamento HUAP n&o tenha mostrado grande eficiéncia na inativagao
das enzimas presentes na agua de coco nos estudos realizados, ha indicios de que sua
eficiéncia pode ser melhorada através do ajuste do pH do produto, uso de tratamentos
multiplos e, principalmente, pelo uso de pressdes maiores do que as alcangadas pelo
equipamento em estudo, além de haver a possibilidade de inibicdo da atividade enzimatica

pela diminuigdo da temperatura de armazenamento ou uso de aditivos quimicos.
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ESTUDO 2 - Resisténcia do Lactobacillus fructivorans ao processo de

homogeneizagao a ultra alta pressao

1 Introducgao

Um dos principais objetivos dos tratamentos térmicos, tradicionalmente utilizados
na conservagao dos alimentos, € a eliminacdo de microrganismos patogénicos ou
deterioradores. Este tipo de tratamento apresenta grande eficiéncia na destruicdo de quase
todos os microrganismos deste tipo presentes nos alimentos, porém a sua aplicagéo torna-se
cada vez mais indesejada devido as alteragbes sensoriais e nutricionais que séo

consequéncias de seu uso.

Neste cenario, diversos tratamentos que substituam os tratamentos térmicos
tradicionais ou que possam complementar tratamentos térmicos mais brandos tém sido
estudados. Como exemplos destes tratamentos, podemos citar, dentre outros, os
tratamentos a alta pressao (isostatico ou de homogeneizagao), os de pulso elétrico e 0 uso

da radiacgdo.

A agua de coco, embora seja uma solugdo naturalmente estéril, pode ser
contaminada no processo de extragao por microrganismos que se desenvolvem facilmente
neste meio, que dispde de todos os nutrientes necessarios para isto (agua, agucares e
proteina) em quantidade suficiente, além de possuir em sua composi¢cao alguns fatores de
crescimento, que facilitam ainda mais o crescimento dos microrganismos. Devido as suas
caracteristicas nutricionais a agua de coco chega a ser usada como meio de cultura em

laboratorios de analises microbiologicas.

Os principais microrganismos que podem contaminar o produto sao bolores,
leveduras e bactérias presentes no ambiente ou na flora natural do ser humano, ja que a
contaminacido se da pelo contato do produto com o préprio ambiente, com equipamentos
contaminados ou com as pessoas que manipulam o produto durante o processo de
producdo. A eficacia do tratamento de alta pressdao para eliminacdo de muitos destes

microrganismos ja foi comprovada por alguns estudos feitos com outros produtos.

A tecnologia de ultra-alta pressdo tem se mostrado eficiente na eliminacdo de
alguns microrganismos contaminantes de alimentos.
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BARBOSA-CANOVAS (1997) mostra a viabilidade da aplicagdo de alta pressao
para a eliminacdo de diversos microrganismos. E. coli, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas fluorescens, Sacharomyces cerevisiae,
Salmonella typhimurium, Streptococcus aureus, Streptococcus lactis, Vibrio cholera, entre
outros, sofreram redugdes logaritmicas quando submetidos a tratamento de alta presséo

com pressoes, temperaturas e tempos variados, havendo esterilizagdo em alguns casos.

Segundo SMELT (1998), os microrganismos mais resistentes aos tratamentos
térmicos, em geral, também s&o mais resistentes ao tratamento sob alta pressdo, embora
haja excecdes. As bactérias Gram-positivas apresentam maior resisténcia do que as Gram-

negativas.

Pelo método isostatico, tem-se que: fungos e leveduras sao inativados por
pressdes entre 200 e 300 MPa, bactérias sao inativadas por tratamentos de 300 a 600 MPa.
A maioria dos esporos de fungos e leveduras sao inativados por pressdes préximas a 400
MPa. No entanto, ha esporos bacterianos que resistem a pressdes maiores que 1000 MPa.
Assim, o uso da pressdo € uma alternativa potencial a pasteurizagao por aquecimento, pois
a pressdo mantém as moléculas pequenas assim como muitos compostos de sabor e as
vitaminas intactos (SMELT, 1998).

GOULD (1996) também cita que, com respeito a sensibilidade a pressdo dos
microrganismos, uma divisdo importante é aquela entre as formas vegetativa e esporulada
das bactérias. Enquanto inUmeros fatores ambientais afetam a tolerancia a pressao, em
particular a atividade de agua, geralmente as formas vegetativas ainda mantidas sao
inativadas por pressdes na regido de 300 a 500 MPa, mas esporos de varias espécies
resistem bem a pressoes de até 1000 MPa (método isostatico). Por esta razéo, a aplicagéao
mais comum da tecnologia de alta pressdo na preservagédo de alimentos € em produtos de
baixo pH ou refrigerados, nos quais esporos nao sao problema porque, mesmo que

sobrevivam, estarao incapacitados para reprodugcao (GOULD, 1996).

Até este estudo, ndo se tem conhecimento de pesquisas realizadas a respeito da
resisténcia do Lactobacillus fructivorans aos tratamentos de alta pressao. Estes dados sao
importantes, ja que o0s microrganismos do género Lactobacillus sdo encontrados
freqientemente como contaminantes de diversos produtos alimenticios, e em produtos

derivados de frutas, em especial.

48



Resisténcia do Lactobacillus fructivorans ao processo de homogeneizagéo a ultra alta presséo

2 Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia dos microrganismos da espécie
Lactobacillus fructivorans ao tratamento de homogeneizagdo UAP aplicado em agua de coco

e foi realizado em duas etapas.

A primeira parte teve como objetivo a produgdo de uma curva de inativagdo desta

bactéria de acordo com as pressdes aplicadas ao produto, variando de 50 a 300 MPa.

Na segunda etapa, estudou-se a influéncia do pH do produto e da pressdo de
processo na inativagdo do microrganismo, através da realizagdo de um planejamento

experimental completo.
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3 Material e Métodos

3.1 Equipamento

O processamento HUAP foi realizado no equipamento nG7400H:320, fabricado
pela Stansted Fluid Power (Stansted, Inglaterra), que atinge pressdes de até 320 MPa. O
equipamento possui um sistema de dois pistdes, que trabalham sincronizados e
alternadamente, de forma a manter a pressao de processo estavel e continua durante o

processamento.

Um sistema de alimentagdo composto de duas valvulas foi acoplado antes da
entrada do produto no equipamento, permitindo alternar a entrada do produto de dois
diferentes recipientes. Um dos recipientes continha agua destilada, e o outro 4gua de coco,
de forma a permitir o trabalho alternado entre os dois produtos sem a necessidade de pausar

0 processamento.

Na saida do equipamento, havia um pequeno trocador de calor tubular que
trabalhava com agua corrente como meio de resfriamento, permitindo a reducdo da
temperatura do produto até cerca de 30°C. Na saida deste trocador, foi acoplada uma
serpertina de inox, que foi imersa em banho de gelo, para permitir o resfriamento do produto

até cerca de 5°C.

Apos a saida da serpentina, o produto foi levado até um sistema de enchimento
composto por uma valvula de trés vias com duas saidas (uma para enchimento e uma para
descarte). O sistema de enchimento foi montado dentro de uma cabine de fluxo laminar
(esterilizada com o uso de uma lampada Ultravioleta) para permitir o envase asséptico do

produto.

3.2 Aguade Coco
Os cocos verdes utilizados (Cocos nucifera) foram obtidos junto ao

CEASA/Campinas nas datas dos ensaios. O estagio de maturacdo dos frutos nao foi

controlado.
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Os frutos foram lavados em agua corrente em um tanque de ago e posteriormente
sanitizados em agua clorada (5ppm de cloro). Antes da extragdo da agua foram refrigerados
(2°C) e entdo perfurados um a um, utilizando um perfurador manual (Figura 1.1). Apés a
extragdo, a agua foi filtrada em filtro de café (Melitta 103) para eliminagcao de particulas
maiores (principalmente restos de fibras da casca) e esterilizada em autoclave por 15

minutos a 121°C.

Apos a esterilizacao, a agua foi novamente refrigerada, até 10°C e o pH foi ajustado
para 5,3 com solugdo de acido citrico 0,1M ou hidroxido de soédio 0,1N. A temperatura de
entrada do produto no equipamento foi ajustada para 10°C, e a porcentagem de sodlidos
soluveis mantida em 5,0°B. Como todas as extragcdes apresentaram percentual de sélidos

soluveis de 5,0°B, ndo foram necessarios ajustes.

Antes do processamento a agua de coco foi inoculada com um caldo MRS
inoculado com cultura de Lactobacillus fructivorans, preparado anteriormente, conforme

descrito no item a seguir. O caldo foi adicionado a agua de coco na propor¢ao de 1%.

O fato de todas as mesclas de aguas de coco terem apresentado o mesmo teor de
sélidos soluveis indica que os cocos utilizados estavam em estagios de maturagdo
semelhantes, ja que esta o teor de solidos soluveis da agua de coco se altera durante a

maturagao do fruto.

Para o planejamento experimental, o pH foi ajustado para os valores determinados

em cada ensaio.

3.3  Cultura de Microrganismos

A cultura de microrganismos utilizada foi adquirida junto a Fundacao André Tosello
de Culturas Tropicais. Os microrganismos foram isolados de caldo de cana e identificados
como da espécie Lactobacillus fructivorans, sendo posteriormente liofilizados e estocados

em temperatura de congelamento e em seguida reativados em MRS &gar.

As culturas foram utilizadas para inocular frascos contendo 50 mL de MRS agar,
que foram congelados. No dia anterior ao processamento, os frascos eram descongelados e
incubados por um periodo de 20 h a 35°C, possibilitando o crescimento da cultura até um
nivel entre 10° e 10" UFC/mL.
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3.4 Processamento

O processo era iniciado utilizando agua destilada para eliminar o ar do sistema e
estabilizar a presséo de processo. Alcangado o regime, o equipamento era alimentado com a
agua de coco previamente inoculada. Utilizando-se o sistema de valvulas instalado na
entrada do equipamento, pode-se alternar a alimentagdo entre agua destilada e agua de

coco sem necessidade de pausar o processamento.

A agua de coco foi bombeada através da valvula de homogeneizagéao, ajustando as
pressdes para 50, 100, 150, 200, 250 e 300 MPa. O equipamento permite uma vazao de

cerca de 270mL por minuto para o produto.

Apods o processamento, o produto foi rapidamente refrigerado até 5°C, utilizando-se
o trocador de calor e a serpertina imersa em banho de gelo, de forma a evitar influéncias da
temperatura nos resultados. Apés a refrigeragao, o produto foi coletado dentro da cabine de
fluxo laminar em tubos de ensaio previamente esterilizados. As amostras, processadas e

nao-processadas, foram entdo analisadas quanto a contagem de Lactobacillus.
O estudo foi realizado em duplicata.

Para os ensaios do planejamento experimental, as pressfes utilizadas foram as
determinadas para cada ensaio, assim como o pH da agua de coco, que foi ajustado para o
valor de estudo utilizando-se solugao de acido citrico ou hidréxido de sodio. O restante do

procedimento foi idéntico ao realizado para o primeiro estudo.

Apoés cada processamento, o sistema foi enxaguado com agua destilada por cerca
de 10 minutos e em seguida preenchido com etanol a 70% (v/v), permanecendo inundado

pelo alcool por um periodo de pelo menos 24h.

As temperaturas do produto foram medidas na entrada (termémetro de mercurio) e
apdés a valvula de homogeneizagédo, na entrada e na saida do trocador de calor com
termopares tipo T acoplados a um aquisitor de dados (Barnat Company — 12 Channel

Scanning Thermocouple Thermometer).
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3.5 Contagem Microbioldgica

As amostras foram analisadas quanto ao numero de Lactobacillus de acordo com o
método descrito por VANDERZANT (1992) para contagem de bactérias lacticas — contagem

em profundidade em meio MRS agar (de Man, Rogosa e Sharpe).

3.6 Analises Fisico-Quimicas

- pH(A.0.A.C.n°42.1.04 Official Method n® 981.12 (1997));

- Solidos Soluveis (A.0.A.C. n° 37.1.15 Official Method n° 932.12 (1997));
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4 Resultados e Discussoes

A Tabela 2.1 mostra os resultados obtidos nos processamentos realizados para
construgao da curva de destruicdo dos Lactobacillus fructivorans em fungao da pressao de

processo (Figura 2.1).

Tabela 2.1 — Efeito doprocessamento a Ultra Alta pPressao na inativacao de
Lactobacillus fructivorans

Contagem (UFC/mL) Log (N/No) Log (N/No)
Pressao (MPa)
Ensaio1 Ensaio2 Ensaio1 Ensaio 2 Média DP
Sem Tratamento 1,3x10” 2,0 x10° 0 0 0 0
50 1,4x10" 2,2 x10° 0 0 0 0
100 9,2x10° 1,3x10’ 0,14 0,18 0,16 0,03
150 4,8 x10° 5,8 x10° 0,42 0,53 0,48 0,08
175 3,5 x10° N.R.** 0,56 N.R. 0,56 -
200 16 <1 5,92 >7,29 6,60 0,97
250 <1 <1 >7,11 >7,29 7,20 0,13
300 <1 <1 >7,11 >7,29 7,20 0,13

N.R.** — ensaio nao realizado neste valor de pressao
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Figura 2.1 — Modelo de curva de inativagao do Lactobacillus fructivorans em fun¢ao da
pressao de processo (relativa ao ensaio 1)

A observagdo da curva de destruicdo microbiologica (Figura 2.1) indica que
tratamentos abaixo de 175 MPa sao pouco eficientes na destruicdo dos Lactobacillus
fructivorans, causando menos de uma reducdo logaritmica. No entanto, tratamentos em
pressoes de 200 MPa ou acima foram altamente eficientes, causando mais de 6 reducgodes
logaritmicas no numero de microrganismos. Os quatro ensaios realizados nas maiores
pressdes (dois tratamentos a 250 MPa e dois a 300 MPa) reduziram a contagem de
microrganismos para zero no produto processado, ou seja, eliminaram todos os
microrganismos presentes no mesmo. O numero inicial de colbnias no produto foi de

aproximadamente 10" UFC/mL.

WUYTACK et al. (2002) estudou a eliminagéo do Lactobacillus plantarum inoculado
em tampao fosfato utilizando o mesmo processo HUAP e obteve uma resisténcia muito
maior das células, ndo chegando a alcangar mais de uma reducéo logaritmica pelo
tratamento a 300 MPa. Outros géneros de microrganismos, submetidos ao mesmo tipo de
tratamento foram eliminados mais facilmente neste mesmo estudo, principalmente as

bactérias Gram negativas.
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Com o objetivo de analisar o efeito da pressdo de processo e do pH do produto
realizou-se o planejamento experimental, onde estudou-se pressdes de 80 a 220 MPa e pH

de 4,5 a 6,0. Os valores das variaveis utilizados sao apresentados na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Valores das variaveis independentes utilizadas no planejamento
experimental.

Variavel 2 -1 0 +1 +\2
Pressao (MPa) 80 100 150 200 220
PH 4,50 4,72 5,25 5,78 6,00

Com estas variaveis, foram realizados 11 ensaios. Os resultados obtidos sao

apresentados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Resultados dos ensaios realizados na etapa de
planejamento experimental

Ensaio P (MPa) pH Log (N/N,)
1 150 4,50 0,50
2 100 4,72 0,87
3 200 4,72 2,63
4 80 5,25 0,14
5 150 5,25 0,65
6 150 5,25 0,42
7 150 5,25 0,53
8 220 5,25 6,46
9 100 5,78 0,06
10 200 5,78 3,55
11 150 6,00 0,42

A Tabela 2.4 apresenta os efeitos primario e secundario de cada uma das variaveis,
assim como o efeito da interacdo entre as duas variaveis. Esta analise € apresentada na
Figura 2.2 através do grafico de pareto abaixo. Os valores dos efeitos sdo apresentados na
Tabela 2.4.
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Tabela 2.4 — Analise dos efeitos da pressao de processo e do pH no
numero de redugodes logaritmicas

MS Erro Puro=0,0132333 ; R*=0,95548

Efeito DP (Erro Puro) t(2) P
Média 0,533335 0,066416 8,03019 0,015156
P 3,54697 0,081343 43,60495 0,000526
P2 2,715455 0,096819 28,04681 0,001269
*pH -0,00078 0,081343 -0,00964 0,993185
*pH? -0,1246 0,096819 -1,28694 0,326957
PxpH 0,865 0,115036 7,51937 0,017231

*valores em negrito indicam efeito nao significativo (p<0,10)

4,50
3,55
3,00 T Z,/Z
2
K
i
1,50
0,87
0,53
H 0,12
0,00
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
P P2 Px pH Media pH2 pH
Variaveis Independentes

Figura 2.2 — Grafico de Pareto dos efeitos de P e pH no nimero de redugées
logaritmicas de Lactobacillus fructivorans

Analisando os efeitos com um nivel de significancia de 90% (p<0,10), nota-se uma

forte influéncia da pressao no resultado dos experimentos. O aumento da pressao apresenta
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um efeito positivo no niumero de redugdes logaritmicas. O efeito do pH é negativo, mas nao

significativo. A interacéo entre a pressao e o pH apresenta um efeito significativo e positivo.

Ignorando os efeitos do pH, que n&o sao significativos, podemos gerar um modelo
experimental que permite prever o numero de redugdes logaritmicas das células de
Lactobacillus fructivorans em fungédo do pH da agua de coco e da pressao de processo. Os
coeficientes calculados sdo apresentados na Tabela 2.5. O modelo pode ser ilustrado pela

sua func¢ao ou pela superficie de resposta (Figura 2.3).

Tabela 2.5 - Coeficientes do modelo: nimero de redugdes logaritmicas em
fungao da pressao e pH

MS Erro Puro=0,0132333 ; R*=0,95548

Coef. Regr. DP (Erro Puro) t(2) P
Média 0,4747 0,048325 9,823074 0,010205
P 1,773485 0,040672 43,60495 0,000526
P? 1,37605 0,046268 29,74068 0,001129
*PxPH 0,4325 0,057518 7,51937 0,017231
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Figura 2.3 — Superficie de resposta: numero de redugdes logaritmicas em fungao do
pH do produto e da pressao de processo

Esta superficie € matematicamente descrita pelo modelo a seguir, que utiliza os
valores de pressao e pH codificados conforme a Tabela 2.2.

Log (N/N,) =0,533 + 1,773 P + 1,358 P? - 0,0623 pH? + 0,4325 P pH

Analisando a superficie de resposta, verifica-se que a pressao exerce influéncia
maior do que o pH na inativagdo do microrganismo. Processos que utilizarem pressées mais

elevadas estarao mais propensos a causar a morte de maior numero de células.

O pH exerce menor influéncia, acentuando-se quando se utilizam pressbes mais
elevadas. Nestes casos, valores de pH maiores permitem um maior numero de reducgdes

logaritmicas ocasionadas por processamentos com o mesmo nivel de presséo.

A Figura 2.4 lustra o desvio dos resultados previstos e observados
experimentalmente. Pontos mais préximos da reta indicam valores experimentais mais

semelhantes aos valores previstos pelo modelo.
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Valores Previstos (Modelo)
w

1 2 3 4

Valores Observados (Experimentos)

Figura 2.4 — Valores previstos e observados do nimero de redug¢des logaritmicas das
células de Lactobacillus fructivorans

Os pontos nao estao muito distantes da reta, o que indica que o modelo representa

adequadamente os resultados obtidos na pratica. Isto € comprovado pela analise de

variancia do modelo, e pelo teste F, que indica que este é preditivo, ja que o valor de F

calculado é cerca de 16 vezes maior do que o valor de F tabelado (Tabela 2.6).

Tabela 2.6 — Analise de variancia do modelo

Analise de Variancia

sSQ GL MQ

Fcalc Ftab Fc/Ft

Regresséo

37,61 3,00 12,54

49,43 3,07 16,10

Residuos

1,78 7,00 0,25

Falta de Ajuste

1,75 5,00 0,35

26,44

Erro Puro

0,03 2,00 0,01

Total

39,39 10,00
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5 Conclusoes

O estudo demonstrou que o tratamento a alta pressao é eficaz na inativagdo do
Lactobacillus fructivorans. A aplicagao de tratamentos em pressdes a partir de 250 MPa no
produto é capaz de causar mais de sete redugdes logaritmicas no numero de células deste

microrganismo em agua de coco.

O planejamento experimental mostrou que o valor do pH exerce influéncia muito
menor do que a pressao de processo na destruicdo dos Lactobacillus fructivorans. Foi
possivel obter um modelo preditivo que relaciona o numero de redugdes logaritmicas ao pH

do produto e a pressao utilizada no processamento.

Para valores de pressdes extremos (muito altos ou muito baixos), a influéncia do
pH é um pouco maior, sendo que em altas pressbes (proximas a 300 MPa), o
processamento mostrou-se mais efetivo na destruicdo dos microrganismos quando utilizado
em produtos com pH mais elevado. Para pressdes baixas, o efeito € inverso, ou seja, pHs

menores permitem maior efetividade do processamento.
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ESTUDO 3 - Resisténcia de Saccaromyces cerevisiae ao processo de

homogeneizacgao a ultra alta pressao

1 Introducgao

Com o atual interesse dos consumidores em produtos cada vez mais proximos aos
naturais varios métodos tém surgido para tentar substituir os tradicionais tratamentos
térmicos, que alteram o sabor e as caracteristicas nutricionais dos alimentos. Um destes
métodos €& o tratamento de homogeneizagdo a alta pressao, onde produtos liquidos séo
bombeados com pressbdes bastante elevadas (em torno de 300 MPa) através de uma valvula
de homogeneizagédo, onde ha uma brusca queda de pressédo até a pressao atmosférica.
Este tratamento ja se mostrou, em diversos estudos, eficiente na eliminagédo de varios tipos

de microrganismos (BARBOSA-CANOVAS, 1997).

Segundo SMELT (1998), os microrganismos mais resistentes aos tratamentos térmicos,
em geral, também sao mais resistentes ao tratamento sob alta presséao. Bolores e leveduras
mostram-se particularmente mais sensiveis a este tipo de tratamento, podendo ser

inativados por tratamentos de 200 a 300 MPa pelo método de alta pressao isostatica.

Ainda pelo método isostatico, pressbes entre 300 e 600 MPa podem inativar leveduras,
mofos e a maioria das células vegetativas de bactérias incluindo a maioria dos patégenos
infecciosos presentes nos alimentos. Assim, o uso da pressao € uma alternativa potencial a
pasteurizagao por aquecimento, pois a pressdo mantém as moléculas pequenas assim como
muitos compostos de sabor e as vitaminas intactos. A maioria dos esporos de fungos e
leveduras sao inativados por pressbes proximas a 400 MPa. No entanto, ha esporos

bacterianos que resistem a pressées maiores que 1000 MPa (SMELT, 1998).
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Os principais microrganismos que podem contaminar a agua de coco sao bolores,
leveduras e bactérias presentes no ambiente ou na flora natural do ser humano, ja que a
contaminacido se da pelo contato do produto com o préprio ambiente, com equipamentos

contaminados ou com as pessoas que manipulam o produto durante o processamento.

Para estudar a eliminagcdo de uma possivel contaminagdo da agua de coco por
leveduras, escolheu-se a Sacharomyces cerevisiae como um microrganismo representativo.
A revisdo técnica do IFT sobre tratamentos de alta pressdo sugere a Sacharomyces
cerevisiae como microrganismo para estudo da destruicdo de leveduras através deste

método.

Os estudos ja realizados com esta levedura em tratamentos de alta presséo isostaticos
demonstram que a resisténcia do microrganismo a este tipo de tratamento nao ¢ alta.

OGAWA et al. (1990) conseguiu eliminar totalmente contaminagéoes de 10°UFC/mL de
levedura utilizando o tratamento isostatico a pressdes de 300 e 400 MPa, nao tendo
observado influéncia do pH do meio na eliminagdo dos microrganismos. HASHIZUME et al.
(1995) alcangou até sete redugdes logaritmicas no niumero de células de Saccharomyces

cerevisiae pelo método isostatico, utilizando pressdes de até 270 MPa.

PARISH (1998) apresentou parametros de inativagdo da Saccharomyces cerevisiae pelo
processo de alta pressao isostatica em suco de laranja pasteurizado. Os valores do
pardmetro D variaram de 1 a 38 segundos a pressdes de 500 a 350 MPa para as células

vegetativas. Ascosporos apresentaram maior resisténcia, tendo valor de D entre 4 e 76s.

Embora as pesquisas em tecnologia de altas pressodes isostaticas estejam bastante
avancgadas, os estudos com processos continuos (homogeneizacao) ainda sdo escassos.
Estes processos podem permitir maior volume de produc&o aos processadores de alimentos

liquidos.
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2 Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia de Sacharomyces cerevisiae ao

tratamento HUAP aplicado em agua de coco. O estudo foi realizado em duas etapas.

A primeira parte teve como objetivo a produgdo de uma curva de destruigdo desta

levedura de acordo com as pressodes aplicadas ao produto, variando de 50 a 300 MPa.

Na segunda etapa, estudou-se a influéncia do pH do produto e da pressdo de
processo na morte dos microrganismos, através da realizacdo de um planejamento
experimental completo. O pH foi estudado na faixa de 4,5 a 6,0, enquanto o valor da pressao
variou de 100 a 300 MPa.
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3 Material e Métodos

3.1 Equipamento

O processamento HUAP foi realizado no equipamento nG7400H:320, fabricado
pela Stansted Fluid Power (Stansted, Inglaterra), que atinge pressdes de até 320 MPa. O
equipamento possui um sistema de dois pistdes, que trabalham sincronizados e
alternadamente, de forma a manter a pressao de processo estavel e continua durante o

processamento.

Um sistema de alimentagdo composto de duas valvulas foi acoplado antes da
entrada do produto no equipamento, permitindo alternar a entrada do produto de dois
diferentes recipientes. Um dos recipientes continha dgua destilada e o outro agua de coco,
de forma a permitir o trabalho alternado entre os dois produtos sem a necessidade de pausar

0 processamento.

Na saida do equipamento, havia um pequeno trocador de calor tubular que
trabalhava com agua corrente como meio de resfriamento, permitindo a reducdo da
temperatura do produto até cerca de 30°C. Na saida deste trocador, foi acoplada uma
serpertina de inox, que foi imersa em banho de gelo, para permitir o resfriamento do produto

até cerca de 5°C.

Apo6s a saida da serpentina, o produto entrava em um sistema de enchimento
composto por uma valvula de trés vias com duas saidas (uma para enchimento e uma para
descarte). O sistema de enchimento foi montado dentro de uma cabine de fluxo laminar
(esterilizada com o uso de uma lampada Ultravioleta) para permitir o envase asséptico do

produto.

3.2 Aguade Coco
Os cocos verdes utilizados (Cocos nucifera) foram obtidos junto ao

CEASA/Campinas nas datas dos ensaios. O estagio de maturacdo dos frutos nao foi

controlado.

66



Resisténcia da Saccaromyces cerevisiae ao processo de homogeneizacéo a ultra alta pressdo

Os frutos foram lavados em agua corrente em um tanque de ago e posteriormente
sanitizados em agua clorada (5ppm de cloro). Antes da extragdo da agua foram refrigerados
(2°C) e entdo perfurados um a um, utilizando um perfurador manual (Figura 1.1). Apés a
extragdo, a agua foi filtrada em filtro de café (Melitta 103) para eliminagcao de particulas
maiores (principalmente restos de fibras da casca) e esterilizada em autoclave por 15

minutos a 121°C.

Apos a esterilizacao, a agua foi novamente refrigerada, até 10°C e o pH foi ajustado
para 5,3 com solugdo de acido citrico 0,1M ou hidroxido de soédio 0,1N. A temperatura de
entrada do produto no equipamento foi ajustada para 10°C, e a porcentagem de sodlidos
soluveis mantida em 5,0°B. Como todas as extragcdes apresentaram percentual de sélidos

soluveis de 5,0°B, ndo foram necessarios ajustes.

Antes do processamento a agua de coco foi inoculada com um caldo MRS
contendo cultura de Saccaromyces cerevisiae, preparado anteriormente, conforme descrito

no item a seguir. O caldo foi adicionado a agua de coco na proporgéo de 1%.

O fato de todas as mesclas de aguas de coco terem apresentado o mesmo teor de
sélidos soluveis indica que os cocos utilizados estavam em estagios de maturagdo
semelhantes, ja que esta o teor de solidos soluveis da agua de coco se altera durante a

maturagao do fruto.

Para o planejamento experimental, o pH foi ajustado para os valores determinados

em cada ensaio.

3.3  Cultura de Microrganismos

A cultura de microrganismos utilizada foi isolada a partir de uma amostra
contaminada de suco de laranja pasteurizado no Laboratério de Termobacteriologia do
Departamento de Ciéncia de Alimentos da FEA/UNICAMP. A cepa isolada foi identificada

como Sacharomyces cerevisiae.

As culturas foram utilizadas para inocular tubos contendo 50 mL de caldo extrato de
malte, que foram incubados por um periodo de 24 h a 30°C, possibilitando o crescimento da

cultura até um nivel entre 10" e 108 UFC/mL.
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3.4 Processamento

O processo era iniciado utilizando agua destilada para eliminar o ar do sistema e
estabilizar a pressdo de processo. Alcangcado o regime, o equipamento passava a ser
alimentado com a agua de coco previamente inoculada com a levedura. Utilizando-se o
sistema de valvulas instalado na entrada do equipamento, pdde-se alternar a alimentacao

entre agua destilada e agua de coco sem necessidade de pausar o processamento.

A agua de coco foi bombeada através da valvula de homogeneizagéao, ajustando as
pressdes para 50, 100, 150, 200, 250 e 300 MPa. O equipamento permite uma vazao de

cerca de 270mL por minuto para o produto.

Apods o processamento, o produto foi rapidamente refrigerado até 5°C, utilizando-se
o trocador de calor e a serpertina imersa em banho de gelo, de forma a evitar influéncias da
temperatura nos resultados. Apés a refrigeragao, o produto foi coletado dentro da cabine de
fluxo laminar em tubos de ensaio previamente esterilizados. As amostras, processadas e

nao-processadas, foram entdo analisadas quanto a contagem de bolores e leveduras.
O estudo foi realizado em duplicata.

Para os ensaios do planejamento experimental, as pressfes utilizadas foram as
determinadas para cada ensaio, assim como o pH da agua de coco, que foi ajustado para o
valor de estudo utilizando-se solugao de acido citrico ou hidréxido de sodio. O restante do

procedimento foi idéntico ao realizado para o primeiro estudo.

Apoés cada processamento, o sistema foi enxaguado com agua destilada por cerca
de 10 minutos e em seguida preenchido com etanol a 70% (v/v), permanecendo inundado

pelo alcool por um periodo de pelo menos 24h.

As temperaturas do produto foram medidas na entrada (termémetro de mercurio) e
apdés a valvula de homogeneizagédo, na entrada e na saida do trocador de calor com
termopares tipo T acoplados a um aquisitor de dados (Barnat Company — 12 Channel

Scanning Thermocouple Thermometer).
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3.5 Contagem Microbioldgica

As amostras foram analisadas quanto ao numero de bolores e leveduras de acordo
com o método descrito por VANDERZANT (1992) — contagem em superficie em meio PDA
(Potato Dextrose Agar).

3.6 Analises Fisico-Quimicas

- pH(A.0.A.C. n°42.1.04 Official Method n® 981.12 (1997));

- Solidos Soluveis (A.0.A.C. n° 37.1.15 Official Method n° 932.12 (1997));
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4 Resultados e Discussoes

Com os dados obtidos nos ensaios com pH fixo em 5,3 (Tabela 3.1), foi possivel

construir a curva de inativagao da levedura (Figura 3.1).

Tabela 3.1 — Efeito do processamento a Ultra Alta Pressao na inativagao de
Sacharomyces cerevisiae

Contagem (UFC/mL) Log (N/No) Log (N/No)
Pressao (MPa)
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2 Média DP
Sem Tratamento  4,35x10° 4,00 x10° 0 0 0 0

0 2,85x10°  3,80x10° 0,18 0,02 0,10 0,11
100 1,60 x10° 1,60 x10° 0,43 0,40 0,42 0,02
150 1,04 x10* 1,85 x10* 1,62 1,33 1,48 0,21
200 <1 3 >5,64 5,12 5,38 0,37
250 <1 <1 >5,64 >5,60 5,62 0,03
300 <1 <1 >5,64 >5,60 5,62 0,03

O estudo da curva de destruicao microbiolégica indicou que o numero de redugdes
logaritmicas na contagem de bolores e leveduras esta diretamente relacionado ao valor da
pressao de processo. Pressbes de até 100 MPa foram ineficazes, causando menos de uma

reducgao logaritmica. A partir de 150 MPa, o tratamento passa a mostrar efeito significativo.

Dos seis tratamentos realizados em pressbes iguais ou maiores que 200 MPa,
cinco foram capazes de eliminar todas as col6nias presentes na agua de coco inoculada. Em

apenas um dos tratamentos a 200 MPa a contagem foi de 3 UFC/mL.

Isto nos permite concluir que tratamentos HUAP utilizando pressdes acima de 200
MPa sao altamente eficientes na eliminacdo de leveduras da espécie Sacharomyces

cerevisiae, alcangando valores superiores a cinco redugoes logaritmicas.
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Figura 3.1 — Modelo de curva de inativagao da Saccaromyces cerevisiae em fun¢ao da
pressao de processo (relativo ao ensaio 2)

No planejamento experimental, foram estudadas pressdes de 0 a 300 MPa e pH de

4,5 a 6,0. Os valores das variaveis utilizados sao apresentados na Tabela 3.2. Os resultados

obtidos nos 11 ensaios realizados com estas variaveis sdo apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.2 — Valores das variaveis independentes utilizadas no planejamento

experimental.
Variavel 2 -1 0 +1 +\2
Presséao (MPa) 100 130 200 270 300
pH 4,50 4,72 5,25 5,78 6,00
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Tabela 3.3 — Resultados dos ensaios realizados na etapa de planejamento
experimental

. B Carga Inicial
Ensaio Pressao (MPa) pH (UFC/mL) Log (N/N,)
m
1 200 4,5 2,7 x10° 5,42
2 130 4,72 2,5x10° 4,24
3 270 4,72 2,5x10° 5,39
4 100 5,25 2,7x10° 1,62
5 200 5,25 2,7 x10° 5,42
6 200 5,25 2,7x10° 5,42
7 200 5,25 2,7x10° 5,42
8 300 5,25 2,7x10° 5,42
9 130 5,78 2,5x10° 0,90
10 270 5,78 2,5x10° 5,40
11 200 6 3,3x10° 5,51

Analisando-se a Tabela 3.3 podemos observar que em apenas 3 dos 11 ensaios
(ensaios 2, 4 e 9) ndo houve inativagéo total da carga microbiana inicial. Ou seja, em todos
os tratamentos a pressdes iguais ou superiores a 200 MPa toda a carga microbiana foi

eliminada, independente do pH do produto.

Com isto, oito dos onze ensaios realizados (os que eliminaram totalmente as
células vivas de leveduras), que ndo necessariamente causam o mesmo efeito nas células
de leveduras, apresentaram resultados experimentais muito préximos entre si. Com isto, a
analise de um modelo estatistico baseado neste planejamento experimental fica

comprometida.

Através dos oito ensaios que utilizaram as maiores pressdes, conclui-se que o
processamento de homogeneizagcdo UAP da agua de coco a pressdes iguais ou maiores do

que 200 MPa, em uma ampla faixa de pH (4,5 a 6,0), é extremamente efetivo na eliminacao
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de células vivas de Sacharomyces cerevisiae, causando um numero maior do que cinco

redugdes logaritmicas.

Ao analisar os resultados dos ensaios que utilizaram pressbées menores, € nao
causaram a morte de todas as células de levedura (ensaios numero 2, 4 e 9), nota-se que a
diminui¢do do pH do meio favorece a destruicdo das células de Sacharomyces cerevisiae
presentes no produto. O numero de redugdes logaritmicas do ensaio 2 (pH=4,72) foi
bastante elevado, mesmo utilizando-se uma pressdo de processo relativamente baixa
(130MPa). Ja no ensaio 9, com o pH do produto mais elevado (5,78), houve uma reducgao
muito pequena no numero de células, com a mesma pressao de processo. No ensaio 4, com
pressao de processo um pouco menor (100 MPa), e pH intermediario (5,25), o numero de

redugdes foi superior ao do ensaio 9 e inferior ao do ensaio 2.

Um planejamento experimental mais adequado para estudo da influéncia do pH
pode ser realizado utilizando-se uma carga inicial maior de leveduras no produto ou
alterando-se a faixa de estudo das pressdes para valores inferiores a 200 MPa, de forma que

os tratamentos ndo causem a eliminacio de toda a carga inicial de microrganismos.
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5 Conclusoes

O estudo demonstrou que o tratamento em pressdo elevada € muito eficaz na
destruicao das leveduras da espécie Sacharomyces cerevisiae. A aplicagdo de tratamentos a
pressdes acima de 200 MPa no produto é capaz de causar mais de cinco reducdes

logaritmicas no numero de células deste microrganismo na agua de coco.

O planejamento experimental ndo permitiu um estudo muito detalhado da influéncia
do pH na destruicdo dos microrganismos, ja que a maioria dos tratamentos realizados nesta
fase do estudo eliminou todas as células de microrganismos presentes no produto, o que

diminui a precisao dos resultados e dificulta a analise dos dados.

Os ensaios do planejamento experimental permitiram observar que ha uma
tendéncia de que valores de pH mais acidos do meio (dgua de coco) auxiliem na destruicdo
das células das leveduras pelo tratamento HUAP. Para que a influéncia do pH seja estudada
com maior clareza, o estudo deve ser feito utilizando-se valores de pressdo menores, para
que nao haja destruigdo total dos microrganismos nos ensaios, evitando-se assim repeticdo

de resultados em ensaios diferentes.
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ESTUDO 4 -  Estabilidade da agua de coco homogeneizada a ultra alta

pressao

1 Introducgao

A tendéncia na preferéncia do consumidor é cada vez mais na diregao de produtos
naturais e saudaveis, e cada vez menos alimentos processados. Em sucos de frutas e
vegetais a tendéncia é na diregdo de sucos recém extraidos, com gosto fresco e integridade

de sabor e vitaminas, o mais proximo possivel dos sucos feitos em casa (BIGNON, 1997).

O consumidor cada vez mais busca alimentos que tenham uma estabilidade
prolongada, mas que nao utilizem aditivos quimicos, e que apresentem caracteristicas
organolépticas préoximas a dos produtos naturais (ndo processados), e com fungoes
nutricionais e até nutracéuticas (ou funcionais). Com isto, os tratamentos térmicos podem
perder espago para tratamentos que causem menores alteracdes organolépticas ou
nutricionais aos produtos, ja que o uso de altas temperaturas geralmente causa reacgdes
indesejadas nos alimentos, como alteragdes de sabor e perda de caracteristicas funcionais e

nutritivas.

A maior parte das técnicas de preservagdo de alimentos age primeiramente
diminuindo, ou até, inibindo completamente o crescimento de microrganismos no produto.
Buscando atender as caréncias dos consumidores, novas técnicas buscam métodos mais
naturais (por exemplo uso da atmosfera modificada, culturas protetoras, bacteriocinas, e
outras enzimas). Em contraste as técnicas inibitorias, uma das técnicas mais utilizadas age
na inativacdo dos microrganismos alvo, sendo que a unica técnica substancialmente usada
atualmente para este propdsito (de inativagcédo, ao invés de inibicdo de crescimento) seja o
uso do calor. Entretanto, a maior parte das técnicas emergentes age através de inativagao
direta, como por exemplo, a irradiagéo, aplicagdo de altas pressdes, descargas elétricas de

alta voltagem, ultra-som ou adi¢do de lisozimas (GOULD, 1996).

Os tratamentos nao térmicos que vém sendo estudados buscam aumentar a

estabilidade dos produtos, sem causar as reagdes indesejadas que podem ocorrer no
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caso dos tratamentos térmicos. Desta forma, sdo esperadas perdas minimas de nutrientes e

vitaminas e alteragbes de sabor minimas ou imperceptiveis.

Uma das tecnologias mais inovadoras para processar produtos termosensiveis é o
tratamento de pressao, que utiliza pressdes extremamente altas para provocar destruicéo
microbiologica e retardar significativamente as taxas de reacdes enzimaticas. Assim, o
processamento a alta pressdo oferece uma alternativa para a preservagao de sucos de
frutas sem alteragbes sensoriais indesejadas, comumente associadas aos tratamentos
térmicos (BASAK & RAMASWAMY, 1996).

O processo HUAP utiliza fundamentalmente um homogeneizador de alta pressao
com o intuito de romper as células de microrganismos, principio largamente utilizado nas

aplicagdes de biotecnologia.

Dois intensificadores de pressdo alternam pistdes que trabalham produzindo
elevadas pressdes no produto. A pressao é entdo reduzida repentinamente até a pressao
atmosférica através de uma valvula de homogeneizacéo. Isto produz uma velocidade muita
elevada através do orificio. Tanto a pressao, a tensdo de cisalhamento quanto a expansao
resultante € responsavel pela ruptura das células de microrganismos, ndo afetando as
células do alimento e compostos responsaveis pelo sabor e pelas caracteristicas nutricionais

e funcionais dos alimentos.

A pressao so é aplicada ao produto entre o intensificador de presséao e a valvula de
homogeneizacdo, o que significa um periodo de tempo da ordem de alguns décimos de

segundo.

Ao passar pela valvula de homogeneizagido, a velocidade do produto torna-se
extremamente alta (podendo alcancgar velocidades acima da velocidade do som) e a pressao
extremamente baixa, causando a evaporacdo do fluido, e comegando o fendmeno de
cavitagdo (POPPER & KNORR, 1990). Neste momento ocorre ruptura das células de

microrganismos.

Atualmente, a 4gua de coco envasada pode ser encontrada no mercado de duas
formas diferentes: congelada ou esterilizada. Em geral, nao ha adigdo de conservantes ou

qualquer tipo de aditivo nos produtos encontrados no mercado.
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No caso da agua de coco congelada, o produto é simplesmente extraido, pré-
resfriado, envasado e congelado, sem passar por nenhum tipo de tratamento térmico.
Através deste processo pode-se obter um produto estavel por até 4 meses, porém, o produto
deve ser mantido a —18°C, havendo necessidade de um rigido controle da cadeia de frio,
além de haver um alto custo para manter o produto a esta temperatura. Depois de

descongelado, o produto mantém suas caracteristicas por até trés dias se conservado a 5°C.

No caso da agua de coco esterilizada, o produto, depois de extraido, € submetido a
tratamento térmico a temperatura ultra-alta (UHT), seguido de envase asséptico em
embalagens cartonadas ou garrafas PET, sendo mantido a temperatura ambiente ou
refrigerado. Neste caso, ha um alto gasto de energia para a realizagdo do processo UHT. No
entanto, através deste processo pode-se aumentar a estabilidade do produto para até oito

meses, sem a necessidade de refrigeragao.

Esses processos buscam eliminar os dois fatores que podem causar deterioragao e
consequente diminuigdo da estabilidade do produto: a atividade enzimatica e a

contaminag&o microbiolégica.

Por ser uma bebida cujas caracteristicas sensoriais sao alteradas quando
submetida ao tratamento térmico, a conservacdo da agua de coco através do tratamento a
alta pressao podera ser vantajosa. Com isto, deve-se obter um produto com caracteristicas
nutritivas, funcionais e sensoriais mais préoximas as naturais, quando comparado ao produto

tratado termicamente.

A agua de coco é uma solugao naturalmente estéril, porém, pode ser contaminada
no processo de extragdo por microrganismos que podem se desenvolver facilmente neste
meio, que dispde de agua, agucares e proteina em quantidade suficiente para isto. Por ser
um bom ambiente para o crescimento de microrganismos, a agua de coco chega a ser usada

em laboratérios de analises microbiolégicas como meio de cultura.

A contaminacdo do produto pode ocorrer pelo contato com ambiente,
equipamentos ou operadores. Sendo assim, 0s principais microrganismos que podem
contaminar o produto sao bolores, leveduras e bactérias presentes no ambiente de

produgdo. A eficacia do tratamento de alta pressdo para eliminagdo de alguns
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microrganismos que poderiam estar presentes na agua de coco industrializada ja foi

comprovada por alguns estudos feitos com outros produtos.

Ha duas enzimas que podem causar a deterioragdo da agua de coco: a peroxidase
e a polifenoloxidase. Estas enzimas causam oxidagdo de alguns componentes da agua de
coco, causando escurecimento do produto. As duas enzimas possuem alta atividade no

produto, havendo predominancia da atividade da peroxidase.

O pH ¢timo para PFO e para a peroxidase constatado foi de 6,0 e 5,5,
respectivamente, sendo que o pH da agua de coco (5,0 —5,2) mostrou-se favoravel para a
acao das duas enzimas. A temperatura 6tima para a agao das enzimas foi de 25°C e 35°C,
respectivamente (CAMPOS, 1996).Alguns estudos feitos com outros produtos demonstram a

possibilidade de inativar estas duas enzimas através do uso de alta presséao.

Os estudos realizados neste trabalho indicaram que as duas enzimas presentes na
agua de coco ndo sao totalmente inativadas pelos tratamentos HUAP. Ao utilizar um
tratamento eficaz na destruigdo de microrganismos mas ineficaz na inativagdo enzimatica,
pode-se fazer utilizagcdo de um aditivo quimico para evitar a atividade enzimatica. CAMPOS
(1996) sugere o acido ascoérbico e o metabissulfito de potassio como antioxidantes para

inibicdo da atividade enzimatica na agua de coco.

Apos passar pelo processamento, a agua de coco, além de ter boa qualidade
microbioldgica e baixa atividade enzimatica, deve apresentar caracteristicas fisico-quimicas

e sensoriais proximas as do produto natural.

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas da agua de coco, podemos citar: teor de
sélidos soluveis (5,0 a 5,5°B), o pH (5,0 a 5,2) e a acidez (110 e 130 mg ac. citrico/ 100 mL)
(CAMPCOS, 1996).

Quanto as caracteristicas sensoriais, o produto ndo deve sofrer alteragdes
perceptiveis, mantendo sua cor, sabor e aroma naturais, pois o tratamento de
homogeneizacdo a alta pressdo tem acgao eficaz na redugdo de atividade microbiana e
enzimatica, enquanto deixa intactos compostos menores, responsaveis pelo sabor e pelos

valores nutricionais dos alimentos.
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2 Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade da agua de coco processada

através do método de homogeneizagao a alta presséo.

Foi avaliado também o uso do acido ascorbico aliado ao tratamento HUAP para

diminui¢do da atividade enzimatica da agua de coco e melhoria da estabilidade do produto.

Para isto, foi feito um acompanhamento da agua de coco processada, adicionada

ou ndo de acido ascorbico, e armazenada a 10°C.

Foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais, microbioldgicas,
além das anadlises de atividade enzimatica e cor (método instrumental) semanalmente,
durante o periodo de um més. Os resultados foram comparados ao da agua de coco néo

processada e armazenada sob congelamento.
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3 Material e Métodos

3.1 Equipamento

O processamento HUAP foi realizado no equipamento nG7400H:320, fabricado
pela Stansted Fluid Power (Stansted, Inglaterra), que atinge pressdes de até 320 MPa. O
equipamento possui um sistema de dois pistdes, que trabalham sincronizados e
alternadamente, de forma a manter a pressao de processo estavel e continua durante o

processamento.

Um sistema de alimentagdo composto de duas valvulas foi acoplado antes da
entrada do produto no equipamento, permitindo alternar a entrada do produto de dois
diferentes recipientes. Um dos recipientes continha agua destilada, e o outro 4gua de coco,
de forma a permitir o trabalho alternado entre os dois produtos sem a necessidade de pausar

0 processamento.

Na saida do equipamento, havia um pequeno trocador de calor tubular que
trabalhava com agua corrente como meio de resfriamento, permitindo a reducdo da
temperatura do produto até cerca de 30°C. Na saida deste trocador, foi acoplada uma
serpertina de inox, que foi imersa em banho de gelo, para permitir o resfriamento do produto

até cerca de 5°C.

Apo6s a saida da serpentina, o produto entrava em um sistema de enchimento
composto por uma valvula de trés vias com duas saidas (uma para enchimento e uma para
descarte). O sistema de enchimento foi montado dentro de uma cabine de fluxo laminar
(esterilizada com o uso de uma lampada Ultravioleta) para permitir o envase asséptico do

produto.

3.2 Aguade Coco
Os cocos verdes utilizados (Cocos nucifera) foram obtidos junto ao

CEASA/Campinas nas datas dos ensaios. O estagio de maturacdo dos frutos nao foi

controlado.
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Os frutos foram lavados em agua corrente em um tanque de ago e posteriormente
sanitizados em agua clorada (5ppm de cloro). Antes da extragdo da agua foram refrigerados
(2°C) e entdo perfurados um a um, utilizando um perfurador manual (Figura 1.1). Apés a
extragdo, a agua foi filtrada em filtro de café (Melitta 103) para eliminagcao de particulas

maiores (principalmente restos de fibras da casca).

Em seguida, a agua foi dividida em trés lotes. O primeiro foi envasado em garrafas

de vidro e congelado (ndo processado).

Os outros dois lotes passaram pelo processamento HUAP a 300 MPa, tendo a
temperatura de entrada de 10°C. A um dos lotes foi adicionado 15mg de acido ascorbico
para cada 100 mL de agua de coco antes do processamento. Este valor foi baseado no
estudo de CAMPOS (1996), onde esta quantidade de &cido ascorbico diminuiu a atividade
enzimatica na agua de coco para 0,0% e 0,4% das atividades iniciais de POD e PFO,

respectivamente.

33 Processamento

O processo era iniciado utilizando agua destilada para eliminar o ar do sistema e
estabilizar a pressdo de processo. Alcangado o regime, e tendo a pressao estabilizada em
300 MPa, o equipamento era alimentado com a agua de coco. Utilizando-se o sistema de
valvulas instalado na entrada do equipamento, pdde-se alternar a alimentagdo entre agua
destilada e agua de coco sem necessidade de pausar o processamento. O equipamento

permite uma vazao de cerca de 270mL por minuto para o produto.

Apobs o processamento, o produto foi rapidamente refrigerado até 5°C, utilizando-se
o trocador de calor e a serpertina imersa em banho de gelo, de forma a evitar influéncias da
temperatura nos resultados. Apés a refrigeragao, o produto foi coletado dentro da cabine de
fluxo laminar em garrafas de vidro de 450 mL previamente esterilizadas. As amostras,

processadas foram armazenadas a 10°C.

As temperaturas do produto foram medidas na entrada (termémetro de mercurio) e
ap6s a valvula de homogeneizagdo, na entrada e na saida do trocador de calor com
termopares tipo T acoplados a um aquisitor de dados (Barnat Company — 12 Channel

Scanning Thermocouple Thermometer).
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3.4 Estudo de Estabilidade

As seguintes analises foram realizadas semanalmente, durante o periodo de um

3.4.1Contagem Microbiolégica

As amostras foram analisadas quanto ao numero de bolores e leveduras e quanto a
contagem total de microrganismos de acordo com os métodos descritos por VANDERZANT
(1992) — contagem em superficie em meio PDA (Potato Dextrose Agar) e contagem em

profundidade em meio PCA (Plate Count Agar), respectivamente.

3.4.2Analises Fisico-Quimicas

- pH(A.O.A.C.n°42.1.04 Official Method n° 981.12 (1997));
- Acidez Total Titulavel (A.O.A.C. n° 37.1.37 Official Method n° 942.15 (1997))
- Sdlidos Soluveis (A.O.A.C. n° 37.1.15 Official Method n°® 932.12 (1997));

3.4.3Atividades Enzimaticas

As atividades de PFO e POD foram determinadas pelos métodos descritos por
PONTING & JOSLYN (1948) e por FEHRMANN & DIAMOND (1967), respectivamente.

Para a PFO, foram misturados em um tubo de ensaio 4,5mL de tampao fosfato pH
6,0 e 1,5mL de catecol, deixando em banho a 25°C até estabilizar a temperatura (aprox. 20
min). Adicionou-se entdo 2mL de agua de coco e foram medidas as mudangas na

absorbancia a 425nm em intervalos de 1 minuto durante 8 minutos.

Para a POD, foram misturados em um tubo de ensaio 6,0mL de tampé&o fosfato pH
55 e 2,0mL de agua de coco, deixando em banho a 35°C até estabilizar a temperatura
(aprox. 20 min). Adicionou-se entdo 1,5mL de guaiacol e 0,5mL de peréxido de hidrogénio e
foram medidas as mudangas na absorbancia a 470nm em intervalos de 1 minuto durante 8

minutos.

Os valores de pH e temperatura utilizados foram determinados como 6timos para a

atividade das duas enzimas presentes na dgua de coco por CAMPOS (1996).
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Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de agua de
coco capaz de aumentar a absorbancia a taxa de 0,001 unidade por minuto. A atividade
relativa foi definida como a atividade enzimatica do produto processado, dividida pela

atividade do mesmo produto n&o processado.

3.4.4Cor e Turbidez

Utilizou-se o espectrofotometro de cor modelo COLORQUEST Il da HunterLab.
Utilizou-se o sistema de cor CIELab (Lab), o iluminante Des, um angulo de observagéo de
10° e uma area de observagdo de uma polegada quadrada. A cubeta utilizada é de vidro
opticamente limpo, sendo determinado nos testes preliminares de leitura de cor o caminho

Optico de 2 cm.

3.4.5Sensorial

Foram elaborados testes de preferéncia usando escalas estruturadas. Na
verificagdo das diferengas entre os processos, avaliou-se as amostras nos seguintes
aspectos: apreciagdo global, sabor, cor e intencdo de compra. Para os trés primeiros
aspectos as escalas estruturadas variaram de 1 a 9 (desgostei muitissimo a gostei
muitissimo), na avaliagdo da intengdo de compra, a escala variou de 1 a 5 (certamente nao
compraria a certamente compraria). Cada avaliacdo foi feita por 30 provadores nao
treinados. (STONE & SIDEL, 1985).

84



Estabilidade da agua de coco homogeneizada a ultra alta pressio

4 Resultados e Discussoes

Os resultados das analises microbiologicas (Tabela 4.1) mostraram que o
tratamento HUAP foi eficiente na destruigdo dos microrganismos (bactérias, bolores e
leveduras) contaminantes da agua de coco. Durante o periodo de um més armazenado a
10°C, o numero de microrganismos presentes na agua de coco processada variou de 0 a 5

UFC/mL, tanto para a contagem total, como para o niumero de bolores e leveduras.

Ha a possibilidade de que os microrganismos sobreviventes estivessem na forma
de esporos e, com isso, a temperatura de resfriamento permitiu o controle de sua

germinagao.

A contagem na agua de coco ndo-processada manteve-se entre 10°e 10* UFC/mL
durante todo o més estudado. Neste caso, o numero de microrganismos manteve-se
controlado devido a temperatura de armazenamento (as amostras ndo processadas foram

mantidas sob congelamento).

Tabela 4.1 — Resultados das analises microbiolégicas dos produtos congelado
(CONG), tratado a alta pressdao (HUAP) e alta pressao com acido ascorbico (HUAP+AA)

Bolores e Leveduras (UFC/mL) Contagem Total (UFC/mL)
Dias  conG HUAP HUAP+AA  CONG HUAP HUAP+AA
0 1,85x10° <1,0 <1,0 3,90x10° 1,5 3,0
15 6,35x10° 2,0 3,0 5,80x10° 2,5 2,5
22 8,05x10° 1,0 3,0 3,90x10° <1,0 3,0
29 6,20x10° 1,0 1,0 5,25x10° <1,0 <1,0

As andlises fisico-quimicas também apresentaram variagcbes minimas durante o
periodo estudado. Os valores de pH, Brix e acidez dos produtos mantiveram-se praticamente
constantes durante todo o més. Além disto, ndo foram observadas grandes diferengas nas
analises realizadas nos produtos processados para o produto n&o processado pelo método
HUAP, indicando que o processamento nao altera as propriedades fisico-quimicas do

produto. Os resultados das analises fisico-quimicas estao apresentados na Figura 4.1.
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Como ja era esperado, o produto que foi adicionado de acido ascérbico apresentou
valor de pH um pouco menor e de acidez um pouco maior do que os outros dois produtos
(que nao tiveram acido ascorbico adicionado).
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Figura 4.1 — Resultados das analises fisico-quimicas.
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A Figura 4.2 apresenta os resultados obtidos nas andlises das atividades de

peroxidase e polifenoloxidase.
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Figura 4.2 — Resultados das Analises de Atividades Enzimaticas

Através das analises da atividade enzimatica pode-se observar que o tratamento a
alta pressao nao foi eficaz na inativacdo da peroxidase e da polifenoloxidase presentes na

agua de coco.

O acido ascorbico mostrou-se eficaz na inativacdo das enzimas no inicio do periodo
de armazenamento. Apds uma semana, a atividade de peroxidase na amostra com acido
ascorbico alcancou quase metade da atividade das amostras sem aditivos. Apds duas
semanas, atingiu niveis um pouco superiores ao das amostras sem aditivos, mantendo-se

nestes niveis até o final dos experimentos.

Para a polifenoloxidase, o acido ascorbico foi mais eficiente, causando a inibicdo da
atividade enzimatica durante trés semanas de estudos. Na ultima semana do estudo, um
més apds o processamento, a atividade da PFO na amostra com acido ascorbico aumentou,

chegando a niveis préximos aos das amostras n&o adicionadas do acido.

A PFO também mostrou-se mais sensivel ao tratamento HUAP. Enquanto a
amostra tratada apresentou valores bastante préximos ao da agua congelada em relagdo a
atividade de POD, nas analises de PFO os valores de atividade foram ligeiramente menores

para a amostra tratada quando comparada a congelada.
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Os resultados das analises instrumentais de cor e das analises sensoriais dos
produtos sido apresentados nas Figuras 4.3 e 4.4, respectivamente. Os resultados
apresentaram variagoes durante o periodo de estocagem diretamente relacionadas com a

atividade enzimatica presente no produto.

Estas variagbes foram mais acentuadas na amostra nido adicionada de acido
ascorbico que passou pelo tratamento HUAP. As variagbes dos resultados das analises de
cor parecem estar diretamente relacionadas aos valores das atividades enzimaticas das
amostras, o que é bastante coerente, ja que as enzimas presentes na agua de coco estao
diretamente relacionadas ao escurecimento de produtos vegetais em geral (VAMOS-
VIGYAZO, 1981).

A analise de cor mostrou ainda que o escurecimento enzimatico foi controlado pelo
acido ascorbico durante trés semanas. Na Ultima anadlise, realizada um més apds o
processamento, a amostra ja apresentou uma ligeira alteragdo em sua coloragao,

apresentando aumento no valor a e diminuicdo do valor L, no sistema CIELab.
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Figura 4.3 — Resultados das Analises Instrumentais de Cor e Turbidez

As analises sensoriais indicaram alteracbes nos produtos tratados pelo
processamento HUAP. Os produtos apresentaram resultados piores do que o produto
mantido sob congelamento para a avaliagdo de sabor e apreciagdo global. Durante a
estocagem houve uma pequena diminuicdo da média das notas de sabor para estas duas

amostras.

A analise sensorial de cor acompanhou os resultados instrumentais, mostrando a
preferéncia dos consumidores pelos produtos com a cor mais proxima ao produto natural. A
amostra com acido ascorbico apresentou nota reduzida para a analise sensorial de cor
apenas na ultima semana de estudo. A amostra que ndo continha acido ascérbico teve notas

baixas para cor a partir da segunda analise (realizada uma semana apds o processamento).
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5 Conclusoes

O tratamento HUAP aliado a refrigeracdo (10°C) foi efetivo na estabilizagdo
microbioldgica da dgua de coco mas néo foi capaz de evitar a atividade enzimatica presente

no produto.

Os produtos tratados por HUAP também mostraram-se estaveis nas analises fisico-

quimicas, mantendo os valores iniciais de pH, solidos soluveis e acidez.

O tratamento HUAP combinado com o uso do acido ascérbico como antioxidante foi
eficaz durante 3 semanas. Na quarta semana de estudo, o produto perdeu sua estabilidade,

0 que causou o seu escurecimento enzimatico e diminuiu a aceitacdo do produto.

O tratamento HUAP somente, sem o auxilio de aditivos quimicos n&o foi eficaz na

inativagéo da POD e foi pouco eficaz na inativagéo da PFO.

Houve alteracdo de sabor nos produtos tratados pelo método HUAP em relagdo ao
produto ndo tratado e congelado logo apds sua extragcdo, havendo maior aceitagdo dos

consumidores pelo produto ndo tratado e mantido sob congelamento.
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Conclusbdes Gerais

CONCLUSOES GERAIS

De maneira geral conclui-se que o tratamento de homogeneizagéo a alta presséao
apresentou, para as faixas de pH (4,5 a 6,0) e pressao (100 a 300 MPa) estudadas, alta
eficiéncia na eliminacéo de bactérias (Lactobacillus fructivorans) e leveduras (Saccaromyces
cerevisiae) e pouca ou nenhuma eficiéncia na inativagao das enzimas presentes no produto

(peroxidase e polifenoloxidase).

Embora os tratamentos nas pressdes estudadas ndo tenham sido suficientes para
inativar as enzimas da agua de coco, os resultados indicam que a utilizagdo de tratamentos
em pressdes mais elevadas possa inativar satisfatoriamente as enzimas. Nao foi verificada
potencializagao do efeito de inativagao pelo uso de tratamentos multiplos e, de modo geral, a

POD apresentou maior resisténcia ao tratamento HUAP do que a PFO.

A aplicacdo do tratamento em pressdes maiores do que 250 MPa é capaz de
promover mais de sete reducgbes logaritmicas no numero de células de Lactobacillus
fructivorans em agua de coco. O pH exerce uma influéncia muito menor do que a pressao de
processo na destruicao dos Lactobacillus fructivorans. Em altas pressdes (préximas a 300
MPa), o processamento mostrou-se mais efetivo na destruicdo dos microrganismos quando
utilizado em produtos com pH mais elevado. Para pressées baixas, o efeito é inverso (pHs

menores permitem maior efetividade do processamento).

Tratamentos em pressoes superiores a 200 MPa s&o capazes de eliminar niveis de
até 10°UFC/mL de Saccaromyces cerevisiae presentes na agua de coco,
independentemente do pH do produto (dentro da faixa estudada, de 4,5 a 6,0). O pH parece
ter efeito na morte das leveduras quando o tratamento é realizado a pressdes mais baixas.

Este efeito ndo pdde ser avaliado pelos estudos realizados.

O tratamento HUAP néao foi suficiente para estabilizar o produto para armazenagem
em temperatura de resfriamento. Embora o produto tratado apresentasse boa estabilidade
nesta temperatura em relagdo aos aspectos de contaminagéo microbiologica, a presenca de
enzimas no produto, mesmo depois do tratamento HUAP causou alteracdes sensoriais € de

cor na agua de coco.

94



Conclusbdes Gerais

Para continuidade das pesquisas a respeito do processamento de homogeneizagao

a alta pressao, sugere-se 0s seguintes estudos:

Uso de tecnologias combinadas (pressao aliada a temperatura ou a agentes

quimicos) para estudos de inativagdo das duas enzimas.
« Uso de pressdes mais elevadas para estudos de inativacdo das duas enzimas.

« Uso de pressbes mais baixas e contaminacéao inicial mais elevada para estudo da

influéncia do pH na destruicao das células de Saccaromyces cerevisiae.

e Aplicacdo do tratamento a outros produtos e estudo de inativacdo de outras

enzimas e microrganismos relacionados a estes.
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