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RESUMO
O acai (Euterpe oleracea Mart.) € uma fruta altamente perecivel que necessita de
tratamentos que prolonguem sua vida de prateleira, inativando as enzimas
naturalmente presentes e micro-organismos deteriorantes e patogénicos. O
processamento de alimentos utilizando uma tecnologia emergente nao térmica (alta
pressao) surge como uma alternativa aos processos tradicionais de pasteurizacao,
pelas vantagens que apresenta ao minimizar perdas sensoriais e nutricionais. Neste
contexto, este trabalho objetivou avaliar o efeito da tecnologia de alta presséo
isostatica (API) na inativacdo das principais enzimas presentes na polpa do acai
(polifenoloxidase e peroxidase), bem como na inativagdo de um micro-organismo
deteriorante  (Lactobacillus  fructivorans), um  esporulado (Alicyclobacillus
acidoterrestris) e uma cepa de Escherichia coli, permitindo estabelecer parametros
de processo adequados para garantir a seguranga microbiol6gica e preservando as
propriedades funcionais e sensoriais do fruto. Foram utilizadas pressdes de 400, 500
e 600 MPa, tempos de 5 e 15 min e temperaturas de 25 e 65 °C. As andlises realizadas
foram de atividade enzimatica, cor, microbioldgicas, sensorial, antocianinas,
compostos fendlicos totais, atividade antioxidante e reolégicas. Os resultados
demostraram que que a enzima peroxidase € termorresistente e barorresistente em
polpa de acai nas condicoes estudadas, contrariamente a polifenoloxidase, que
apresentou maior inativagdo (71,7 %) na condicao de 600 MPa/15 min/65 °C. O
processamento por API foi comparado a um processo térmico convencional (85 °C/1
min), onde foi observada inativacao parcial das duas enzimas, mas com alteracéo da
cor do produto (AE = 4,22) como perceptivel ao olho humano. Para Escherichia coli,
a API permitiu a inativacdo > 6,1 ciclos log em todas as condi¢des estudadas. Para
Alicyclobacillus acidoterrestris, foi determinado um tratamento a 600 MPa/65 °C (5,
10, 15, 20 e 25 min) resultando em um valor de 4 reducbes decimais de 13,5 min.
Foram entdo selecionadas duas melhores condicdes 600 MPa/5 min/25 °C e 600
MPa/5 min/65 °C, que juntamente com a amostra controle e a pasteurizada foram
submetidas a avaliagdo durante a estocagem a 5 °C. Para o grupo de micro-
organismos (aerdbios mesdfilos, aerdbios psicotréficos e bactérias lacticas), verificou-
se que apdés o processamento por APl (600 MPa/5 min/65 °C) as contagens
permaneceram em valores abaixo de 2 log UFC/mL durante os 28 dias. Em nenhuma
das amostras de polpa foi detectada a presenca de Salmonella sp, o0 que indica que o
produto permaneceu de acordo com os padrdes legais vigentes. Para as amostras



processadas por API e a pasteurizada, os valores de contagem de micro-organismos
permaneceram abaixo do limite maximo permitido pela legislacao durante os 28 dias.
Os resultados da analise sensorial mostraram que o tratamento por API influenciou na
percepcao da textura das amostras de acai (textura mais consistente) e durante as
analises reolbgicas pbde-se perceber que as mesmas apresentaram um aumento de
viscosidade aparente. Em polpas de acai pressurizadas, a extracdo das antocianinas
aumentou em média 37%, em relagdo a amostra controle, para ambos 0s processos
de API. Em oposicéo, o tratamento térmico reduziu o teor desse pigmento em 16,3%
em comparagao com a amostra in natura. Para fendlicos totais, ambos os processos
a 600 MPa tanto a 25°C como a 65°C quando comparados a amostra in natura,
aumentaram a extracdo em 11,44% e 10,25%, respectivamente. A AP| também foi
capaz de manter a atividade antioxidante para as polpas processadas a 600 MPa por
5 min a 25 e 65°C. Diante dos resultados, conclui-se que o processamento de API se
mostrou como uma alternativa para tratamentos térmicos de pasteurizacao, gerando
um produto seguro microbiologicamente, com preservagdo de suas caracteristicas

nutricionais e sensoriais.

Palavras-chave: acai, alta pressdo isostatica, polifenoloxidase, peroxidase,

antocianinas, inativacao bacteriana



ABSTRACT
Acai (Euterpe oleracea Mart.) is a highly perishable fruit which needs treatments that
prolong its shelf life, inactivating enzymes naturally present and spoilage and
pathogenic microorganisms. Food processing using an emerging non-thermal
technology (high pressure) could be an alternative to conventional pasteurization
processes for thermosensitive products with the advantages of minimizing sensorial
and nutritional losses. In this context, this study aimed to evaluate the effect of high
isostatic pressure technology (HIP) on the inactivation of the main enzymes present in
acai pulp (polyphenol oxidase and peroxidase), as well as inactivation of a spoilage
microorganism (Lactobacillus fructivorans), a strain of Escherichia coli and a
sporulated microorganism (Alicyclobacillus acidoterrestris), allowing to establish
adequate process parameters to ensure the microbiological safety of the product and
preserve the functional and sensory properties of fruit. Pressures of 400, 500 and 600
MPa, processing times of 5 and 15 minutes and temperatures of 25 and 65 °C were
used. The analyzes were enzymatic activity, color, microbiological, sensorial,
anthocyanins, total phenolic compounds, antioxidant activity and rheological. The
results showed that peroxidase enzyme is heat-resistant and baro-resistant in acai
pulp under the conditions studied, in opposition, polyphenoloxidase, presented the
highest inactivation (71.7%) at 600 MPa / 15 min / 65 ° C. The HIP process was
compared to a conventional thermal process (85 °C/1 min), where partial inactivation
of the two enzymes was observed, but with noticeable change in the color (AE = 4.22).
For Escherichia coli, the HIP allowed the inactivation > 6.1 log cycles in all conditions
studied. For Alicyclobacillus acidoterrestris, a treatment at 600 MPa/65°C (5, 10, 15,
20 and 25 min) was determined resulting in a value of 4 decimal reductions of 13.5
min. Two conditions were selected, 600 MPa/5 min/25 °C and 600 MPa/5 min/65 °C
and together with the control and pasteurized samples they were evaluated during
storage at 5 °C. For the group of microorganisms (mesophilic aerobes, psychotrophic
aerobes and lactic acid bacteria), it was found that after processing by HIP (600 MPa
/ 5min / 65°C) the counts remained below 2 log CFU/mL during 28 days. No presence
of Salmonella sp was detected in any sample, which indicates that the product
remained in accordance with current legal standards. For both, the API and
pasteurized samples, the microorganism count values remained below the maximum
allowable limit required by the legislation for 28 days. The results of the sensory
analysis showed that API process influenced the texture perception of acai samples (a



more consistent texture) and during rheological analysis it was observed that samples
processed by HIP showed an increase in apparent viscosity. In pressurized acgai pulps,
the extraction of anthocyanins increased 37%, compared to control sample, for both
HIP processes. In contrast, the heat treatment reduced the pigment content by 16.3%
compared to the in natura sample. For total phenolics, both processes at 600 MPa at
25°C and 65°C when compared to the in natura sample, increased the extraction by
11.44% and 10.25%, respectively. The API was also able to maintain the antioxidant
activity for the pulps processed at 600 MPa for 5 min at 25 and 65 ° C. In view of the
results, it was concluded that the HIP processing was shown as an alternative for
thermal treatments of pasteurization, generating a safe microbiological product, with

preservation of its nutritional and sensorial characteristics.

Key-words: acai, high isostatic pressure, polyphenol oxidase, peroxidase,

anthocyanins, bacterial inactivation



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Fluxograma geral do processamento (industrial) do fruto do acaizeiro para

obtencédo de acai do tipo A, B ou C congelado..........eeeeeeviiiiiiiiiiiiieiieeeee 28
Figura 2: Fluxograma das analises realizadas na polpa de agai...........cccccceviuieneennn. 47

Figura 3: Curva de sobrevivéncia de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris em
polpa de acai a 65 °C em combinacao com alta pressao (600 MPa) .............ccccuueeee... 64

Figura 4: Efeito da alta pressao isostatica na inativacao de Lactobacillus fructivorans

CCT 0850 em polpa de acai processada por APl.........oooueeeiiiiiiiiiicieeeeeee e 70

Figura 5: Atividade da POD (grupo A e B) e da PPO (grupo C e D) de acai apos
processamento por AP1a25 °C @ B85 °C.....o i 73

Figura 6: Atividade da POD e PPO de agai ap6s processamento térmico a 85 °C por
LI .11 0 o PSSR 74

Figura 7: Atividade da POD (grupo A) e da PPO (grupo B) de acai apés
processamento por APl combinado com temperatura de 80 °C por 2 e 5

T U O et e 76

Figura 8: Aparéncia visual da polpa de acai ap6s processamento térmico e por alta

PreSSA0 ISOSTATICA. ... eeeeeiie ettt e e e e e e e nee e e e e e e e eaas 80

Figura 9: Atividade da POD (grupo A) e da PPO (grupo B) de acai apés
processamento (0 h) e apds 24 h de estocagem refrigerada (5 + 2 °C) por APl a 25 °C

ProCeSSAAA POF AP ... e 87
Figura 11: Intengcéo de compra das amostras de polpade agai..........cccvveeeeeeeeennnnnn. 89
Figura 12: Mapa de preferéncia interno das amostras de polpa de agai..................... 91

Figura 13: Ideal de cor das amostras de polpade agai.........occuuueeeieiiiiiiiiiieee e, 92



Figura 14: Representacdo das amostras e dos atributos na primeira e segunda
dimensdes da analise de componentes principais (ACP) realizada nos dados de free
BISHIQ ..ottt ettt e e 97

Figura 15: Efeito da API no teor de antocianinas monomeéricas em polpa de agai apos
24 N 0O PrOCESSAMENTO. ..ceeieeeiiiieieeeeeee e ettt e et e e e et ee e e e e e e e e e e e s e e s s nnnnnnnnnnes 100

Figura 16: Efeito da API no teor de compostos fendlicos totais em polpa de acai apés
24 N dO PrOCESSAMENTO. ...ciiiiiiiiiieie ettt e e e e e e e e e neeeeeeeas 102

Figura 17: Capacidade antioxidante das amostras de polpa de acgai pelo método
FRAP € ORAC . ...ttt ettt e e e e et e e e e e e e e e e e e e e eaaaeseeeaaeans 104

Figura 18: Distribuicdo de tamanho de particula (DTP) e os diametros médio de
particulas (D [4,3] € D [3,2]) de polpa de agai........uueeeeeeeriiiieeieeieiiiiiiiiiiieeieeeeeeee 105

Figura 19: Didmetro médio das particulas (D [4,3] e D [3,2]) de polpa acai............... 106

Figura 20: Comportamento ao fluxo de polpa acai processada por APl e processo
101 00 01 (1o T PSSP PRUPURRR 106

Figura 21: Tixotropia de polpa de acai processada por API e processo térmico....... 111



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Composicao fisico-quimica da polpa de acai segundo dados da

T =1 (U] = PO PRSRRR 24

Tabela 2: Contribuicdo do consumo de acgai para as necessidades diarias de Ca, Cu,
=T Y o TR 1 1 = 74 o P PPPRRPN 25

Tabela 3: Efeito da Alta Pressdo em vegetais sob diferentes tipos de

L2 V4 4 F= 1 PRSPPI 38
Tabela 4: Desenho experimental............oooi i e 49
Tabela 5: Composicgéo fisico-quimica da polpa de agai utilizada no estudo.............. 62

Tabela 6: Média das contagens de E.coli em polpa de agai apds processamento por

Tabela 8: Efeito da API na cor da polpa de acai ap6s processamento (0 h) e ap6s 24

h de eStOCagEM @ 5°C.... . e e 84

Tabela 9: Contagens microbiolégicas em polpa de agai armazenada sob refrigeracéo

Tabela 10: Resultado do teste de aceitagcao sensorial...........ceeeeviiiiiiiiiiiiiiiicces 88

Tabela 11: indices calculados para os 10 termos descritores e nimero total de

entrevistados (N = T18) ... e 95

Tabela 12: Parametros de comportamento ao fluxo de polpa de agai e outros produtos

vegetais a uma temperatura Similar...........ooooiii i 107

Tabela 13: Parametros de comportamento ao fluxo da polpa agai processada por API
€ PrOCESSO TEIMMICO. .. .ueeieeieitiie e ettt e ettt e e e e e et e e s enr e e e e sne e e e s e enreeeas 108

Tabela 14: Parametros do modelo Figoni-Shoemaker em polpa processada por APl e
(o] oot =TX Yo I £=1 1 2 1o TSR 111



SIGLAS E ABREVIATURAS

AE: diferenga total de cor

°C: graus Celsius

pL: microlitros

umol TE/g: micromol de trolox equivalente por grama
a*.coordenada vermelho/verde (+a indica vermelho e —a
indica verde)

AAPH: Dicloridrato de 2,2-azobis(2-metilpropionamidina)
AAT: Alicyclobacillus acidoterrestris

ACP: analise de componentes principais

AOAC: Association of Official Analytical Chemists
AQOCS: American Oil Chemists' Society

AP: Alta pressao

APH: Alta presséo hidrostatica

API: Alta presséao isostética

b* = coordenada amarelo / azul (+b indica amarelo e —-b
indica azul)

C3G: Cianidina-3-glicosidio

Ca: célcio

D:Tempo de reducgéo decimal

DPA: acido dipicolinico

DTP: distribuicdo de tamanho de particula

E. coli: Escherichia coli

FDA: Food and Drug Administration

FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power

g: gramas

h:hora

ISS: indice de Saliéncia de Smith

L*: Luminosidade

L: litros

LOX: lipoxigenase

mg GAE: miligrama de acido galico

mg: miligramas

min: minutos

mL: mililitros

mm: milimetro

mM: milimolar

MPa: Megapascal

ms: matéria seca

nm: nanémetro



ORAC: Oxygen Radical Absorbance Capacity
PDA: agar batata dextrose

PG: poligalacturonase

PM: peso molecular

PME: pectinametilesterase

POD: peroxidase

ppb: partes por bilhdo

PPO: polifenoloxidase

R2: coeficiente de correlagédo

RMSE: Root Mean Square Error

s: segundos

TCLE: termo de consentimento livre e esclarecido
TPTZ: 2,4,6-tripiridil-s-triazina

UFC/mL: unidades formadoras de colénia por mililitro
VRBG: violeta red bile glucose

w: Omega



SUMARIO

1. INtrodUGA0 GEral ... 20
2. ODJBLIVOS ...ttt e e e e e e e e 23
3. Revisao BiblOGrafiCa...........uueeeiiiiiiii e 24
R T I 2 Yo | IO UERUR 24
3.1.1. CaracteristiCas geraiS . ... .. e 24
R T 2 Vo) (o o7 =T o 11 =< P 26
R T I T o (Tt = T YT [ 41T o | (o S 27
3.2. Alta Pressao 1SOStatiCa (AP ... 30
3.3. Mercado de produtos e equipamentos de alta pressao isostética...................... 32
3.4. Efeito da alta presséo isostatica sobre enzimas.........ccccevvveveeeeeeiiieiieeieeeieeeeeeee 33
3.5. Efeito da alta presséo isostatica sobre compostos bioativos..........ccccceeevinnnnnee. 38

3.6. Efeito da alta pressdo isostatica sobre as caracteristicas sensorias e

LU T 0] o =L 42
3.7. Efeito da alta presséao isostatica na inativagdo microbiana .........ccccceevevveeeveeneenn. 44
4. Material € METOTOS ......cooi it 46
i I o] o: W (== Vo= Y SRR 46
4.2. Caracterizagao fisico-quimica da polpa de agai.........ccccceeereiiiiiiiiieieieeeeeeeee 48
4.3. Desenho experimental e processamento por alta pressao isostatica................. 48
O e (o Tot TS Y= U o [T ] (o I 1= 001 B 49
4.5. Processamento combinado de alta pressao isostatica e alta temperatura......... 50
4.6. Extragao e atividade enzimatiCa............ueeeiiieiiiiiiiiee e 50
4.7. Determinagao instrumental de COr........cooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 51
4.8. Estabilidade durante armazenamento...........covvveeveiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52
4.9. Avaliagéo da inativagdo de micro-organismos em polpa de agai.............cc........ 52
4.9.1. Preparagéo das amostras para os ensaios de inativagdo microbiana............. 52
4.9.2. Alicyclobacillus acidoterrestris (AAT)......ouu e 52
4.9.2.1. Preparo da suspensao de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris ......... 52
4.9.2.2. Contagem de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris................cc........... 53
4.9.3. ESCHEIICRIA COli ...ttt 53
4.9.3.1. Ativacéo da cultura estoque de E. COli.......occcuuuieiiiiiiiiiiiiiieeee e 54
4.9.3.1. CONtAQEM A E.COMi ..ot e e e e e e e e e 54

4.9.4. LactODACIHIUS FIUCHIVOIAINS ..o e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeen 54



4.9.4.1. Ativacao da cultura estoque de Lactobacillus fructivorans........................... 54
4.9.4.2. Contagem de Lactobacillus fructivorans..............ccccccueeeueecciuveeeeeeeeeeeseeneee 55

4.9.5. Contagens microbiolégicas em polpa de agai armazenada sob refrigeragédo .55

4.10. ANAlISE SENSOMAN ... 55
4.10.1. Teste de aCeItaAGa0 ......cceeeiiiieiiiieeeeeee ettt 55
4.90.2. FIEE lISHNG ..eeeeeeeeeeeeeee ettt e e a e e e 56
4.11. Extracdo dos compostos DIOALIVOS .......ceeeiiiiiiiiiiiiiiieieece e 57
412, ANTOCIANINGS .. eeeeeieee ettt e e e e e e s e e e e e e e e e e nnnnnees 57
4.13. Compostos fenOIiCOS tOTaAIS. ....eeeeiiieeiieeeee e 58
4.14. Atividade antioXidante. .........ooooiiiiiiiiiiiiiieee e 58
4.14.1. ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) ..........ccccuueecueeeeeeeeeeesinacnene 59
4.14.2. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant POWET) ..............ccuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieneene. 59
4.15. Analise de distribuicdo de tamanho de particulas (DTP)........ccccceeeeeeiiiiinnnnee. 59
4.16. ANAlISES rEOIOGICAS .. .uueeiieiiieeee et e e e e e e e e 60
4.17. ANAlISE dOS AUOS ... .. 61
5. ReSUNAdOS € DISCUSSA0 ......uuueeeeiieeiiiiiiiiie e e e e e e e et e e e e e e e e e e e nnnnees 61
5.1. Caracterizagéo fisico-quimica da polpa de agai........ccceeeeiuviiiiieieeieeiiiiieeeeen 61
5.2. Avaliagao da inativagcao de micro-organismos em polpa de agai..........cccceeeen... 64
5.2.1. Inativacédo de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris.............uuuuueeeeeeeeenn... 64
5.2.2. IN@LVAGEAO A€ E.COl ..o 68
5.2.3. Inativagao de Lactobacillus fruCtivVOrans...............cccouueeeeeeeeeieeciiieeeeeeeeeeeeinnnnnn 69

5.3. Efeito da API e do tratamento térmico na atividade das enzimas POD e PPO ..70

5.4. Efeito da API e do tratamento térmico na determinacéao instrumental de cor.....76
5.5. Acompanhamento da estabilidade durante armazenamento .........ccccceevveveeeeeee. 81
5.5.1. Atividade enzimatiCa..........coeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 81
5.5.2. Determinagdo instrumental de COr........oooooiiiiiiiiie i 83

5.5.3. Contagens microbiol6gicas em polpa de agai armazenada sob refrigeracédo .84

5.6. ANAIISE SENSOMAI ... 86
5.6.1.Teste de ACEItAGAD .....uuiiiiiii et 87
5.6.2. FIEE lISHNG ...cccei ittt 92
5.7.Andlise de compostos bioatiVOS .......c.euiiiiiiiiiiieee e 97
5.7.1. ANTOCIANINGS ...ttt e e e e e e e e e e as 98
5.7.2. Compostos fenOliCOS tOLaIS. ..o 100

LRt T N 11Yilo P= Yo L= Y= N a Y [0} d [0 F= U g ) (= I U PR 102



5.9. Analise de distribuicdo de tamanho de particulas (DTP).......cccceveeiieiiiiiiiinnee. 104

5.10. Comportamento re0lOQICO ......ceeuuueeiieieee e 106
5.10.1. Comportamento ao fluxo de polpa de agai.........ccceeeeeiiiiiiiiiiieeiiee e 106
5.10.2. Propriedades dependentes do temMPO .......ccccuuiimiieiiiieiiiiieee e 110
6. CONCIUSOES GEIAIS .....ueeeeieeeeee e ettt e ettt e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e s nnneeees 112
Sugestdes de Trabalnos FULUIOS ...........euiiiiiiieii e 115
Referéncias BibliografiCas ..........cooiiiiiiiiiiii e 116

F N 1= ) (o 1T PP 155



20

1. Introducao geral

A palmeira do acgai (Euterpe oleracea Martius) pertence a familia Arecaceae e
€ conhecida popularmente como palmeira do género Euterpe. Nativa das regides de
varzea da Amazoénia, essa palmeira € considerada uma das mais produtivas desse
ecossistema e dela se pode extrair o fruto (0 acai propriamente dito) e o palmito de
acai. O acaizeiro produz o fruto durante todo o ano, porém, o pico de producao
acontece nos meses de julho a dezembro (ROGEZ, et al., 2012).

O acai na forma de polpa faz parte da alimentacdo diaria da populacao da
regido Norte do Brasil. No entanto, tem sido observado um aumento da demanda no
mercado nacional e internacional, despertando grande interesse em investimentos e
pesquisas sobre o assunto (ROGEZ, 2000; YAMAGUCHI et al.,2015;). Este aumento
pode ser atribuido as propriedades nutricionais do agai, pois este € um alimento rico
em proteinas, fibras, vitamina E, lipideos poli-insaturados e minerais como manganés,
cobre, boro, célcio e cromo. Além disso, este fruto possui um elevado teor de
compostos bioativos como os polifendis, entre eles as antocianinas, que sao
compostos benéficos a saude e que dao coloracao ao fruto (TONON; BRABET;
HUBINGER, 2010). As antocianinas possuem propriedades antioxidantes,
farmacolégicas e medicinais, incluindo anticarcinogénica, anti-inflamatéria e
antimicrobiana, prevenindo a oxidacdo de proteinas de baixa densidade,
enfermidades cardiovasculares e doencas neuroldgicas. Favorecem ainda a
circulagdo sanguinea e protegem o organismo contra a arteriosclerose (ROGEZ,
2000; WANG et al., 2008; MENEZES et al., 2008; POJER et al., 2013; Bl et al., 2014).

De forma geral, os constituintes do acai, em especial os polifendis, possuem
baixa estabilidade e sao facilmente degradados por enzimas e temperaturas elevadas,
que comprometem seu valor nutricional e alteram a coloragéo da polpa. O fruto deve
ser processado dentro de 24 horas apos a colheita (TONON et al., 2009). Segundo
Rogez (2000), mesmo sob refrigeragdo, o tempo maximo de conservacao da polpa in
natura € de apenas 12 horas. Além da degradacao dos polifendis, outro fator que
permite a rapida deterioracdo da polpa é a elevada carga microbiana do fruto
decorrente de falhas higiénicas nas etapas de colheita, transporte e processamento.
A presenca das enzimas peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) que sao
conhecidas como enzimas oxidativas de compostos fendlicos, também séao
responsaveis pelas alteracdes de cor da polpa de acai, 0 que pode provocar a rejeicao

do produto pelo consumidor.
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As peroxidases e as polifenoloxidases pertencem ao grupo das enzimas
oxidorredutases. A atuagdo da POD nos alimentos € relativamente complexa,
produzindo peroxidos e conduzindo indiretamente a oxidagao dos lipideos e portanto,
as alteragbes sensoriais negativas, a desnaturacdo das membranas bioldgicas e a
degradacao de macromoléculas como clorofilas, antocianinas ou outros pigmentos.

As PPO fazem parte de um grande grupo de enzimas conhecidas como
oxidorredutases. E uma enzima cuprica que catalisa a hidroxilagdo de monofendis em
o-difendis e a oxidagdo de o-difendis em o-quinonas na presenga de oxigénio
molecular (ROBINSON; ESKIN, 1991). Juntamente com as PPO, que catalisam a
oxidacao dos compostos polifenélicos como as antocianinas, as POD sao
responsaveis pelo escurecimento enzimatico (VAMOS-VIGYAZO, 1981). No caso do
acai, quando ha mudanca de cor do vermelho/roxo para o marrom, muito
provavelmente essa mudanca esta associada a atividade dessas enzimas (ROGEZ,
2000).

Desta forma, torna-se imprescindivel a pesquisa e a implementacdo de
tecnologias que sejam efetivas na inativagéo de células vegetativas microbianas e de
enzimas responsaveis pela deterioracdo e perdas sensoriais da polpa de acai,
aumentando o tempo de prateleira e buscando preservar ao maximo sua qualidade
durante a comercializagao.

Atualmente, a conservacdo da polpa de acai € feita pelo processo de
pasteurizagdo seguido de congelamento a -20 °C. Essa pasteurizacdo € realizada
industrialmente com temperaturas entre 80 e 85 °C, por 30 a 60 segundos € em
decorréncia da viscosidade da polpa de acai é geralmente realizada em
pasteurizadores do tipo tubular (EMBRAPA, 2005). Porém, um problema as vezes
encontrado, principalmente na populacdo do norte do Brasil, € a resisténcia em
consumir polpa pasteurizada. Essa resisténcia é justificada pelas alteragdes
indesejaveis de sabor, cor e aroma ap6s o processo térmico. Além disso, alguns
estudos relatam que temperaturas elevadas podem reduzir o valor nutricional e a
funcionalidade dos compostos bioativos presentes no acai (BUTZ; TAUSCHER, 2002;
PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009).

A tecnologia de alta pressao isostatica (API), considerada uma tecnologia
emergente, € um processo que consiste em submeter o produto a altas pressdes
(acima de 100 MPa) com o objetivo de inativar micro-organismos e enzimas. Por se

tratar de uma tecnologia de conservagao de alimentos néo térmica, pode contribuir
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para manter as caracteristicas de polpas de frutas semelhantes a polpa in natura
(HENDRICKX et al., 1998). A vantagem do processamento a alta pressao € que, ao
mesmo tempo em que é capaz de reduzir/eliminar as atividades microbiana e
enzimatica, preserva moléculas pequenas como vitaminas e compostos volateis,
responsaveis por sabor, aroma e valor nutricional dos alimentos (CAMPOS;
DOSUALDO; CRISTIANINI, 2003).

Nesse contexto, a APl tem sido empregada para a inativagdo de enzimas em
polpas, purés e sucos de frutas. Embora possa ocorrer a ativagdo enzimatica em
decorréncia do processamento por API, o processo de inativacao enzimatica € muito
mais recorrente, desde que os parametros de processo sejam apropriados.

Para o caso de enzimas barorresistentes, assim como para micro-organismos
esporulados, € interessante combinar o tratamento por APl com outros métodos de
inativacdo, como por exemplo, tratamentos térmicos brandos (WEEMAES et al.,
1998a). O estudo da inativacao de PPO por meio de API ja foi realizado para diversas
frutas. PPO de maca, uva, abacate e pera, de forma geral, apresentaram redugéo da
atividade em temperatura ambiente a partir de 600, 700, 800 e 900 MPa,
respectivamente (WEEMAES et al.,1998b). Por outro lado, a inativacdo de PODs
geralmente é possivel combinando o uso de altas pressdes e temperaturas
moderadas (acima de 50°C). A POD é considerada uma das enzimas mais resistentes
ao processo térmico e ao processamento por API, sendo muitas vezes utilizada como
parametro de eficiéncia de processo (MUTFUGIL, 1985).

Contudo, as enzimas presentes em vegetais apresentam grandes variagcdes em
sua atividade e resisténcia ao processo de API, tornando impossivel generalizar e
predizer seu comportamento apos processamento (BUCKOW; WEISS; KNORR,
2009). Sendo assim é necessario realizar pesquisas para cada tipo de matriz e
condigcao de processo.

Na literatura cientifica ndo foram encontrados até 0 momento estudos relativos
a inativagéao enziméatica de POD e PPO em polpa de acai por APl com pressdes acima
de 500 MPa em associacao com temperaturas maiores que 35 °C. Também nao foram
encontrados estudos que tenham avaliado a cor e a atividade dessas enzimas apés
24 h de estocagem sob refrigeracdo, bem como a aceitacdo do produto pelo
consumidor.

Ao mesmo tempo, ndo foi encontrado até o momento, um padrédo definido na

literatura de bindmio tempo/temperatura de pasteurizacdo para otimizacao do
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processo térmico da polpa de acai capaz de inativar enzimas e micro-organismos a
niveis aceitaveis, mantendo ao maximo as caracteristicas sensoriais (principalmente
sabor e cor) e nutricionais do produto. Deste modo, o objetivo principal do presente
trabalho foi avaliar o efeito do processamento por API sobre a atividade das enzimas
PPO e POD, sobre a cor da polpa de acgai, comparando os resultados com um
controle, representado pela polpa in natura (ndo processada) e armazenada nas
mesmas condi¢des e com amostras de polpa processadas por processo convencional
de pasteurizacao térmica (85 °C/1 min). Além disso, foram realizadas andlises
reolégicas e sensoriais, bem como ensaios para verificar a capacidade antioxidante,

o teor de antocianinas e compostos fendlicos totais.

2. Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho foi estudar o efeito do processo de alta
pressao isostatica (API) sobre os micro-organismos, enzimas e os constituintes
presentes na polpa de acgai.

De forma mais especifica, este projeto propds:

1. Avaliar o efeito do processamento por API sobre a atividade das enzimas
PPO e POD e na cor da polpa de acai, comparando os resultados com amostras
controle representadas pela polpa in natura (ndo processada) e amostras de polpa
processadas por processo convencional de pasteurizagdo térmica (85 °C/1 min).

2. Avaliar a inativacdo microbiana apds processamento por alta pressao
isostatica de um micro-organismo deteriorante (Lactobacillus fructivorans), um
deteriorante termorresistente esporulado (Alicyclobacillus acidoterrestris), uma cepa
de Escherichia coli e dos micro-organismos comumente presentes em polpa de frutas.

3. Avaliar a influéncia do processamento por alta presséo isostatica sobre as
caracteristicas sensoriais, reoldgicas, compostos fendlicos totais, antocianinas e
atividade antioxidante de polpa de agai.

4. Avaliar a estabilidade da polpa processada por API durante o

armazenamento refrigerado.
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3. Revisao Bibliografica
3.1. Acai
3.1.1. Caracteristicas gerais

A polpa de acai € obtida a partir parte comestivel dos frutos das palmeiras do
género Euterpe. Na regiao amazébnica, a polpa € obtida a partir dos frutos dos
acaizeiros das espécies Euterpe oleracea Martius e Euterpe precatoria Martius
(acaizeiro de terra firme). Ja na regido da Mata Atlantica e cerrado, pode-se obter a
partir dos frutos da palmeira Jucara (Euterpe edulis Martius) (ROGEZ, 2000).

O acaizeiro (Euterpe oleracea Martius) € uma palmeira tropical que pode atingir
acima de 25 m de altura e apresentar em torno de 20 estirpes (caules) (PALACIO,
2008). Seus frutos sao utilizados na producéo da polpa de acgai, um alimento muito
consumido pela populagéo brasileira, especialmente no norte e nordeste. No entanto,
um crescimento da demanda no mercado nacional tem sido observado, despertando
grande interesse em investimentos e pesquisas sobre o0 assunto. Este aumento pode
ser atribuido as propriedades nutricionais e ao valor calérico do agai, pois este € um
alimento rico em lipideos, fibras, proteinas e minerais como manganés, magnésio,
ferro, cobre, boro, calcio, zinco e cromo (ROGEZ, 2000).

Na Tabela 1 sdo apresentados alguns valores da composicao fisico-quimica de
acai encontrados na literatura.

Tabela 1: Composicéo fisico-quimica da polpa de agai segundo dados da literatura.

ROGEz, CARNEIRO, SOUTO, ALEXANDRE MENEZES,

Composicao 2000** 2000* 2001*  etal, 2004*  2005**
Lipideos totais (1) 52,64 7,19 7,64 6,75 42,73
Fibras brutas (1) 25,22 2,38 6,71 4,37 -
Proteinas (1) 10,05 1,4 1,75 1,5 11,45
Cinzas (2) 3,5 0,42 0,2-9 0,43 3,92
Sélidos totais (%) 15,0 14,97 18,76 13,99 15,48
pH 5,80 5,10 - 5,2 4,75
Energia (Kcal/100g) 66,3 - - - -
Saédio (2) 56,4 - - - -
Potassio (2) 932,0 - - - -
Célcio (2) 284,0 - - - -
Magnésio (2) 174,0 - - - -
Ferro (2) 1,5 - - - -
Cobre(2) 1,7 - - - -
Zinco (2) 7,0 - - - -
Fésforo (2) 124,0 - - - -
a-Tocoferol (2) 45,0 - - - -
Calcio (2) 286,0

* matéria Umida; ** matéria seca ; (1) g/100 g; (2) mg/100 g
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Dos constituintes presentes no acai, a fracao lipidica, que esta presente na
polpa na forma de uma emulsdo estavel, é composta por 73,9% de acidos graxos
insaturados, dentre eles, acido oleico (56,2%), acido linoleico (11,5%) e linolénico
(0,8%). Os principais acidos graxos saturados sao os acidos palmitico (24,1%) e
estearico (1,6%), totalizando cerca de 28% de acidos graxos saturados
(NASCIMENTO et al., 2008; ROGEZ, 2000;). Além disso, o acai possui altas
quantidades de vitamina E (tocoferdis) (45 mg / 100 g em base seca), com valores
maximos de 78% do total de esterdis encontrados no acai (ROGEZ, 2000).

A respeito do valor nutricional das polpas de acai para elementos quimicos
essenciais, a Tabela 2 mostra que as concentragdes séo significativas no suprimento
das necessidades diarias preconizadas de acordo com o género e a idade (MEEK, et
al., 2010; IOM, 2001) considerando que o consumo médio nacional de acai na forma
de polpa esteja ao redor de 300 mL/dia (POF, 2011) e assumindo um teor médio de

solidos totais de 12%.

Tabela 2. Contribuicdo do consumo de acai para as necessidades diarias de Ca, Cu,
Fe, Mg, Mn e Zn.

Homem Mulher
19 - 70 anos 19-70 anos
Manganés (Mg) 635% 811%
Cobre (Cu) 75% 75%
Ferro (Fe) 73% 32%
Magnésio (Mn) 24% 32%
Calcio (Ca) 17% 14%
Zinco (Zn) 11% 15%

Adaptada de Santos (2014).
Os valores foram calculados para a média de consumo nacional. Os valores sdo expressos como

porcentagem da Ingestédo Diédria Adequada Recomendada.

O acai mostrou ser uma fonte de aquisicao bastante importante de elementos
essenciais, mesmo considerando a média de consumo nacional, que € menor do que
a da Regido Norte (SANTOS, 2014).
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Em termos nutricionais, destaque deve ser dado ao elemento calcio (Ca), cuja
necessidade de ingestdo diaria € uma das maiores entre 0os elementos quimicos
essenciais devido ao seu papel estrutural no organismo como principal constituinte da
massa 0ssea e outras atividades metabdlicas (EMKEY; EMKEY, 2013).

3.1.2. Antocianinas

Além dos macronutrientes, o acgai apresenta quantidades apreciaveis de
antocianinas (flavondides pertencentes ao grupo dos compostos fendlicos), que
possuem importantes propriedades funcionais, exercendo funcdo antioxidante e
contribuindo para a coloracao caracteristica do acai (ROSSO, 2006; ROGEZ, 2000).

As antocianinas sao pigmentos naturais soluveis em agua e que pertencem ao
grupo dos flavonoides (WU et al., 2011). Elas estdo localizadas nos vacuolos das
células vegetais e sdo responsaveis pela coloracao presente em grande quantidade
de vegetais, flores e frutas (GRIGORAS et al., 2012)

As antocianinas apresentam uma grande diversidade estrutural, sendo que
mais de 540 antocianinas diferentes ja foram identificadas na natureza, sendo seis as
mais comuns: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina
(WROLSTAD et al., 2005; DELGADO-VARGAS; PAREDES-LOPEZ, 2003).

As antocianinas ndo sao nutrientes essenciais, € nenhum disturbio de
deficiéncia tem sido associado a falta de consumo de antocianinas. O valor das
antocianinas e outros compostos bioativos dietéticos pode ser o seu potencial para
promover a manutencao da saude ao longo da vida (SANTOS, 2014).

Atualmente nado existe uma referéncia para ingestao diaria recomendada (IDR)
para antocianinas e muitos outros compostos bioativos alimentares nos Estados
Unidos, no Canada ou na Unido Européia (WALLACE; GIUSTI, 2015). A China
atualmente definiu um nivel especifico proposto de 50 mg / d para antocianinas
(CHINESE NUTRITION SOCIETY, 2013).

O efeito protetor das antocianinas tem sido relacionado ao seu poder
antioxidante, pois os compostos fendlicos possuem a capacidade de doar hidrogénios
ou elétrons aos radicais (FERREIRA et al., 2010). O consumo regular desta substancia
esta relacionado a diversos efeitos como prevencao de varias doencas degenerativas,
retardamento do envelhecimento, aumento da vida das células, das defesas
imunitarias, melhoria da circulagdo sanguinea, protecdo do organismo contra o

acumulo de lipideos nas artérias, retardamento da perda de visdo e diminuigdo dos



27

efeitos da doenca de Alzheimer (SOUZA et al.,, 2012; HEINRICH; DHANJI;
CASSELMAN, 2011; MERTENS-TALCOTT et al., 2008; ROGEZ, 2000).

As antocianinas sao instaveis, susceptiveis a degradacao e apresentem maior
estabilidade em condigbes acidas. Varios fatores demonstraram que afetam a
estabilidade das antocianinas. Além das influéncias relacionadas a estrutura, varios
parametros exdgenos como temperatura, luz e oxigénio, especialmente o pH e a
presenca de copigmentos sao os fatores mais determinantes da estabilidade das
antocianinas (PATRAS et al., 2010; MARKAKIS, 1982).

Nao sé a estrutura da antocianina inclui varias posicoes reativas, mas também
a matriz circundante na baga ou no suco possui humerosas parceiros de reacdes
(ANDERSEN; JORDHEIM, 2014). Isso leva a uma variedade de possiveis reacoes
durante o processamento de suco. O termo estabilidade de antocianina pode ser
diferenciado em trés rotas gerais de modificacdo: polimerizacdo, clivagem e
derivacdo. Considerando que a clivagem da antocianina leva a compostos incolores,
a polimerizagdo é acompanhada por escurecimento. As reagdes de derivacao podem
resultar em varias moléculas coloridas (WEBER; LARSEN, 2017).

A degradacao térmica das antocianinas € um grande problema para a industria
alimenticia. Temperaturas elevadas, como as utilizadas durante a pasteurizacao,
podem afetar a estabilidade das antocianinas levando a polimerizacdo, que causa o
indesejavel escurecimento em produtos alimenticios, comprometendo a qualidade
(MARKAKIS, 1982). Com a degradacao, as frutas vermelhas perdem sua cor atraente,
sendo essa uma propriedade sensorial importante na determinacao da qualidade do
produto. Diante disso, minimizar as perdas desses pigmentos durante o
processamento pode garantindo a qualidade do produto final (SHAO-QIAN et al.,
2011).

Por outro lado, o armazenamento congelado prolongado pode levar a uma
diminuicdo lenta mas consideravel das antocianinas (WEBER; LARSEN, 2017).
Poiana et al. (2010) monitoraram a concentragdo de antocianinas ao longo de dez
meses a -18 ° C e observaram perdas de 13% em mirtilos, 19% em amoras e 16% em

framboesas.

3.1.3. Processamento
As etapas de processamento para obtencédo da polpa de acai sao: separacao
de materiais estranhos; selecao dos frutos sadios e maduros; higienizagao; repouso
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em agua morna (aproximadamente 40°C) durante 30 minutos, para o0 amolecimento
da polpa e casca e o despolpamento.

Segundo Rogez (2000), o processamento dos frutos permite a obtengéo de
volumes variaveis de agai, de acordo com a quantidade de agua adicionada durante
o despolpamento. Desta forma, o acgai é classificado segundo a Instrucao Normativa
n°1 de 07/01/2000 como:

* Polpa de acai: polpa extraida do agai por meios mecanicos, sem filtracao e
sem adicao de agua, podendo ser submetida a processo fisico de conservagéao;

» Acai grosso ou especial (tipo A): polpa extraida com adigdo de agua e
submetida a filtracao, com conteudo de sélidos totais acima de 14% e com aparéncia
muito viscosa;

» Acai médio ou regular (tipo B): polpa extraida com adi¢gao de agua e submetida
a filtracao, com teor de soélidos totais entre 11 e 14% e com aparéncia viscosa;

* Acai fino ou popular (tipo C): polpa extraida com adi¢do de agua e submetida
a filtracao, com teor de sdélidos totais entre 8 e 11% e com aparéncia pouco viscosa
(BRASIL, 2000).

A Figura 1 apresenta o fluxograma que resume as etapas de obtencao dos
produtos de acgai do tipo A, B ou C de forma industrial, processo no qual também estao
incluidas as etapas de pasteurizacao e congelamento.

Transporte do fruto — | Pasteurizagio | .icidoﬁcftrico
| : {Adigdo facultativa)
Recepgao | Envase |

Lavagem dos frutos | | Congelamento a -40 °C

'] | | 3

Maceracdo | | Armazenamento a -18°C

!

Borra
- Despolpamento
Semente polp

Figura 1: Fluxograma geral do processamento (industrial) do fruto do agaizeiro para obtencéo de agai

do tipo A, B ou C congelado.



29

Segundo a legislacdo brasileira, o acai deve possuir no minimo 5 g de
proteina/100 g de matéria seca, 20 g de lipideos totais/100 g de matéria seca, e 51 g
de carboidratos totais/100 g de matéria seca (BRASIL, 2000).

A etapa realizada posteriormente ao despolpamento depende da finalidade do
produto, sendo designados processos que garantam a conservacao do produto e
posterior comercializacdo (ROGEZ, 2000; FADDEN, 2005; SCHULTZ, 2008).

Em trabalho realizado por Carneiro (2000) e Alexandre; Cunha; Hubinger
(2004), a conservagao da polpa de agai foi realizada por um tratamento térmico (70
°C/3 min e 82,5 °C/1 min, respectivamente), que, segundo 0s autores pode ser mais
brando se utilizada a teoria de barreiras, com a reducao do pH a 3,5 (0,5% p/p de
acido citrico), da atividade de agua pela adicdo de sacarose. Contudo, 0 método
industrial mais utilizado é a pasteurizacao (80 a 85 °C por 30 a 60 s) seguida de
congelamento a -18 °C.

Sousa et al. (2006) testaram a pasteurizacado caseira de agai comercializado
nas feiras de Manaus/AM e avaliaram o efeito na contagem microbiolégica e nas
caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas do acai. As amostras foram
acondicionadas em sacos de polietileno (1 L) e imersas em agua a 90 °C por 10 min
ou a 100 °C por 5 min. Em seguida, foram congeladass e armazenadas a -18 °C. Os
resultados demonstraram a eficacia de todos os processos térmicos realizados, em
virtude da auséncia de micro-organismos, mesmo ap6s 120 dias de armazenamento.
Entretanto, observou-se que o processamento a 100 °C /5 minutos alterou
negativamente o sabor e 0 aroma da polpa, além de desestabilizar a emulséo lipidica,
causando uma colorac¢do esverdeada na superficie da polpa.

Rogez (2000) avaliou a pasteurizacdo do tipo high temperature short time
(HTST) em acai. Na polpa de acai acidificada (pH de 3,75) e pasteurizada em
temperatura de 82,5 °C / 60 s, houve a eliminacao dos bolores e leveduras, reducao
de 5,4 ciclos log da contaminagdo bacteriana inicial (108 UFC.mL"), total inativagcao
de polifenoloxidase e reducédo de apenas 15% das antocianinas. Na pasteurizacao
sem acidificacdo, a reducéo da contamina¢ao microbiana foi igualmente significativa,
porém, a inativacao enzimatica nao foi tdo eficiente, necessitando de 90 °C/20 min
para inativar totalmente as enzimas.

Schultz (2008) estudou o efeito da pasteurizacdo de jugara (E. edulis) em
escala industrial (85 °C/21 s) e obteve resultados contrarios a Rogez (2000) em

relagdo a preservacdo de antocianinas. Os resultados indicaram que a polpa
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pasteurizada apresentava teor maior de antocianinas que a amostra in natura. O autor
concluiu que apesar de causar uma reducao no teor de antocianinas, a pasteurizagao
garante maior estabilidade ao produto, pois elimina a oxidagdo enzimatica que gera
uma maior perda em comparagao com a amostra ndo processada termicamente.

Na polpa de acai a degradacao de antocianinas é o efeito mais comum em
tratamentos térmicos. Em experimento de pasteurizagcao (82,5 °C/1 min) de agai (E.
oleracea), foi constatada degradacao de 5 a 30% no teor de antocianinas. Segundo
Rogez (2000), a perda de antocianinas em polpa de acai in natura durante um periodo
de até 60 dias de congelamento (-20 °C) situa-se entre 5 e 60%, pois mesmo sob
congelamento as enzimas peroxidase e polifenoloxidase mantém uma atividade
residual de 60 a 90%.

Conforme exposto nos trabalhos encontrados na literatura, tanto o tratamento
térmico quanto o congelamento apresentam desafios tecnoldgicos importantes a
serem considerados. Primeiramente, o bindmio tempo e temperatura utilizado na
pasteurizagdo € um fator de fundamental importancia, pois temperaturas e tempos
abusivos podem causar alteracdes indesejaveis no sabor e aroma (BUTZ;
TAUSCHER, 2002). Desta forma, o binbmio escolhido para a pasteurizacao deve ser
capaz de inativar o micro-organismo alvo, porém, preservando as caracteristicas
fisicas, quimicas, nutricionais e sensoriais do produto (ROSENTHAL et al, 2002). Na
literatura ndo sé&o encontrados estudos que objetivaram otimizar a inativacédo
microbiana com a minima degradac¢do dos compostos, em especial as antocianinas.
Por sua vez, o congelamento apresenta alto custo ao produto e nao garante
efetivamente a estabilidade dos constituintes do acai (ALEXANDRE; CUNHA;
HUBINGER, 2004; ROGEZ, 2000).

3.2. Alta Pressao Isostatica (API)

A alta pressdo isostatica (API) também conhecida como alta pressao
hidrostatica (APH) ou simplesmente alta pressédo (AP), € uma tecnologia emergente
nao térmica que consiste em submeter o produto a alta pressao dentro de um vaso
pressurizado, utilizando um meio (em geral agua potavel, mas podendo ser outros
fluidos pouco compressiveis como etanol ou propileno glicol) que transfira a pressao
ao produto. Dentro desse vaso, o alimento sélido ou liquido, geralmente embalado, é
submetido a altas pressées, que podem variar de 100 a 1200 MPa. E possivel fazer o

controle de temperatura do processo, sendo que alguns equipamentos atingem
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temperaturas superiores a 130 °C. O tempo de processo pode variar de poucos
minutos até horas, dependendo do objetivo do mesmo.

A aplicacao da API se baseia em dois principios fisicos (isostatico e de Le
Chatelier). Pelo principio isostatico (teoria de Pascal) a pressdo € transmitida
instantdnea e uniformemente, independentemente do tamanho e forma do produto,
diferentemente da transferéncia de calor, processo no qual o volume e as
caracteristicas fisico-quimicas do produto interferem no tempo de aquecimento
(HAYASHI, 1989; TAUSCHER, 1995). O principio de Le Chatelier determina que
qualquer fendbmeno, transicao de fase, mudancga de conformacao molecular ou reacao
quimica, acompanhado por uma reducao de volume, é favorecido pelo aumento de
pressdo, e vice-versa. No caso de uma reagdo quimica ou fisico-quimica, a
pressurizagao altera o equilibrio na direcdo do sistema de menor volume (CHEFTEL,
1995; TORREZAN, 2003). Outro fato importante da API € que a pressurizacao leva a
um aquecimento adiabatico da amostra no periodo de compressao (aquecimento de
+ 3 °C para cada 100 MPa) e um resfriamento da mesma ordem, no momento de
descompressao do produto (KNORR, 1993). Este parametro deve ser considerado na
escolha da temperatura inicial do alimento a ser processado, ou seja, para realizar um
processo a uma determinada temperatura, é preciso previamente equilibrar a
temperatura do alimento a ser tratado na ordem de 3 °C menor para cada 100 MPa
que se pretende aplicar. Como exemplo, se é desejado aplicar um processo de 500
MPa/ 5 minutos / 40 °C, o alimento deve ser colocado no equipamento a 25 °C, pois o
aquecimento adiabatico resultante da subida da pressao de 0,1 MPa para 500 MPa
promovera um aumento de temperatura do produto de aproximadamente 15 °C.

O processo tem pouco efeito sobre moléculas pequenas e nao cliva ligagdes
covalentes, o que faz com que 0 mesmo seja capaz de inativar micro-organismos e
enzimas com menores danos as caracteristicas fisicas, sensoriais e nutricionais dos
alimentos. Desta forma, o processamento por APl leva a obtencao de produtos com
caracteristicas muito similares ao alimento in natura (POLYEDRA; STOFOROS;
TAOUKIS, 2003; CAMPOS; DOSUALDO; CRISTIANINI, 2003). Um profundo
conhecimento do processo e do alimento é essencial para a producao de alimentos
processados por alta pressdo com qualidade, pois a efetividade do tratamento é
influenciada por fatores intrinsecos e extrinsecos ao alimento (pH, atividade de agua,
atmosfera, composicao, integridade celular do alimento, entre outros) bem como pelas
condi¢des de processo aplicadas (taxa de compressdo e descompressao, tempo,
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pressao, temperatura e numero de ciclos de processo) (SMELT; HELLEMONS;
PATTERSON, 2002).

O processamento de alimentos por alta presséo teve inicio com o trabalho de
Hite em 1899, com o objetivo de promover a conservacao de leite. Hite mostrou que
o leite cru poderia ser consumido em até quatro dias apés o tratamento com 600 MPa
por 1 hora em temperatura ambiente (SMELT, 1998; FARKAS; HOOVER, 2000). Tais
resultados impulsionaram as investigacdes da aplicagdo do processo para
conservacao de frutas e legumes (HITE; GIDDINGS; WEAKLY, 1914). Ao longo dos
anos, os solidos resultados de pesquisa associado ao desenvolvimento de
equipamentos tornou a tecnologia apta para implantagcdo industrial, sendo que em
1990, no Japéo, foi langado o primeiro alimento comercial tratado por alta pressao
(geléia de frutas).

Os primeiros alimentos processados comercialmente por APl foram alimentos
acidos (maioria derivados de frutas). Devido a elevada acidez, este tipo de produto
necessita de tratamento mais brando, podendo utilizar a alta pressdo em temperatura
ambiente ou inferiores. Atualmente, a alta presséao ja tem sido utilizada para processar
alimentos nao acidos, uma vez que o desenvolvimento dos equipamentos permite hoje
que atecnologia seja associada a processos com altas temperaturas, com a vantagem
de promover menores danos ao alimento quando comparado aos resultados obtidos

guando apenas o processamento térmico € aplicado.

3.3. Mercado de produtos e equipamentos de alta pressao isostatica

Por volta de 1990, a empresa japonesa Meidi-Ya lancou no mercado o0s
primeiros produtos comerciais processados por alta pressdo. Os produtos
processados foram geléias de morango, maca e kiwi embaladas em copos de plastico
(HORI et al., 1992; DUMOULIN, 1998). As geléias embaladas foram processadas em
um equipamento com capacidade para 50 L (Mitsubishi Heavy Industry - Jap&o),
prensa isostatica a frio, pressdo de 400 MPa durante 20 min. Este processo
demonstrou proporcionar esterilidade comercial a um produto acido, mantendo a fruta
fresca e com boas qualidades sensoriais (TONELLO, 2011).

Em 1994, a companhia francesa Ulti se tornou a pioneira européia no uso da
tecnologia de alta pressao langando sucos citricos embalados em garrafas de
polietileno e pasteurizados a 400 MPa. Em 1997, a companhia americana Fresherized
Foods (antiga Avomex) — hoje a maior industria de produtos tratados por APl em
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namero de equipamentos e volume de producao — iniciou no México a producao de
produtos de abacate os quais eram exportados para os Estados Unidos para uso em
redes de “food service” (TONELLO, 2011).

Atualmente, o processamento de alimentos por API ja é aplicado em escala
comercial para pasteurizacdo de uma grande variedade de produtos alimenticios,
como pescados, carnes, sucos e produtos a base de abacate. Ainda assim, o mercado
de produtos processados por API € dominado pelos produtos derivados de vegetais
(MARKETS and MARKETS, 2013; MATSER et al., 2004) e seu maior mercado
consumidor esta na América do Norte.

O custo de equipamentos comerciais de alta pressao que possuem volumes de
camara de 30 até 600 L podem variar de USD$500.000 a USD$2,5 milhdes,
dependendo da capacidade do equipamento e do grau de automagéo. Desta forma, a
amortizacdo do equipamento é responsavel por cerca de 60% do custo de
processamento. Ja em relacdo ao custo de producédo, em 2008 variava em torno de
USD$ 0,8/kg a USD$ 2,2/kg, incluindo custo e depreciagcdo do equipamento
(TONELLO, 2011). Embora, atualmente, o custo global da API seja superior ao dos
processos convencionais de conservacgao, isto é frequentemente compensado pela

qualidade superior dos produtos resultantes.

3.4. Efeito da alta pressao isostatica sobre enzimas

Enzimas s&o catalisadores bioldgicos fundamentais responsaveis pela
regulacao bioldgica e pelo metabolismo (CHEN et al., 2017). Nos vegetais, elas
desempenham um papel importante na determinacao dos atributos de qualidade como
textura, sabor, cor, valor nutricional e propriedades sensoriais. Apdés a colheita, as
enzimas enddégenas permanecem ativas e continuam sua atividade enzimatica
durante a estocagem, afetando a qualidade desses vegetais (VAMOS-VIGYAZO,
1981).

Em termos de alteracdo de cor e sabor, as enzimas mais importantes séo a
polifenoloxidase (PPO), clorofilase, peroxidase (POD) e lipoxigenase (LOX). Ja as
pectinases, celulases e hemicelulases podem causar degradagdo da textura dos
alimentos. A tiaminase e enzimas oxidativas tais como acido ascérbico oxidase, PPO
e POD podem causar a perda de valor nutricional (WHITAKER, 1991).

Para aumentar a palatabilidade e prolongar a vida util de polpas de frutas,

tratamentos mecanicos (ex: esmagamento, mistura, corte) e processos de
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conservacao (ex: branqueamento, pasteurizacao, congelamento) séo realizados. Os
tratamentos mecanicos causam rompimento das células, facilitando o contato entre
enzimas, substratos e outras biomoléculas (ex: cofatores, coenzimas, ativadores e
inibidores) e, consequentemente, acelerando as reagdes catalisadas por enzimas que
prejudicam a qualidade global desses alimentos (OEY, 2010). Assim, um adequado
processamento de alimentos envolve a aplicagdo de tecnologias que permitam o
controle da atividade de enzimas enddgenas relacionadas a degradacao da qualidade
de vegetais (OEY, 2010).

Resultados prévios publicados sobre o processamento por APl em produtos
de frutas mostraram que o processo pode levar a inativacdo, ativacdo e/ou
estabilizacdo de uma enzima, dependendo das condigdes de processamento (tempo,
pressao, temperatura) e do meio (pH, concentragcdo de substrato, tipo e origem da
enzima e do tipo de fruta) (CANO; DE ANCOS; SANCHEZ-MORENO, 2005). De forma
geral, a inativagdo enzimatica requer o uso de pressdes mais elevadas do que a
inativagdo microbiana de células vegetativas (SAN MARTIN; BARBOSA-CANOVAS;
SWANSON, 2002).

Para uma enzima exercer atividade biolégica, ela precisa que a sua
conformacao tridimensional seja preservada, de forma a garantir a manutencao do
seu sitio ativo. Pequenas mudancas no sitio ativo podem levar a uma perda da
atividade enzimatica. Assim, a desnaturacdao proteica leva a mudancgas
conformacionais que podem mudar a funcionalidade da enzima (por exemplo,
aumento ou perda da atividade biolégica e mudancas na especificidade pelo
substrato) (HENDRICKX et al., 1998). Segundo Hendrickx et al. (1998), a API pode
inativar ou ativar enzimas devido as alteragdes nas estruturas terciarias e quaternarias
das proteinas, que sdo mantidas por interacdes hidrofébicas, idnicas e por ligagdes
nao covalentes. Em pressdes muito altas, as estruturas secundarias, mantidas por
pontes de hidrogénio e de dissulfeto, também podem ser afetadas, levando a
desnaturacao irreversivel da proteina. Por outro lado, as estruturas primarias (ligagdes
covalentes) praticamente ndo sdo afetadas pela aplicacdo de pressdo (TEDFORD;
SMITH; SCHASCHKE, 1999; HAYAKAWA; LINKO; LINKO, 1996).

A desnaturacado proteica induzida por temperatura difere da induzida por alta
pressao. Em termos de estrutura molecular, o efeito da alta pressdo em enzimas pode
ser explicado pelas alteragdes nas estruturas quaternarias, terciarias e secundarias,

que afetam diretamente a configuragdo do sistema ativo das enzimas, induzindo
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exposicdo de aminoacidos hidrofébicos, exposicdo de grupos SH devido ao
desdobramento da proteina, uma redugéo no teor total de SH devido a nova formacéao
de ligacoes dissulfeto e mudangas na composicao da a-hélice, da B-folha e da rotacéo
B-rotacao devido a alteracoes da estrutura secundaria (EISENMENGER; REYES-DE-
CORCUERA, 2009; CHAKRABORTY et al., 2014) .

Alguns estudos relatam que pressoes relativamente baixas (~100 MPa) séo
capazes de promover a ativacdo de algumas enzimas (ASAKA et al.,, 1994;
HENDRICKX et al., 1998). Estudos realizados por Puppo et al. (2004) mostraram que
em pressdes acima de 200 MPa, muitas proteinas tendem a sofrer desdobramentos
e, posteriormente, podem ocorrer re-associacbes de subunidades dissociadas,
resultando na mudanca de conformacéo da estrutura e ativacdo da enzima (PUPPO
et al., 2004). Por outro lado, pressées muito maiores (600 MPa) geralmente induzem
a inativacao enzimatica (TRIBST et al., 2016)

A inativacdo enzimatica por alta pressao nao é previsivel, sendo que, para uma
mesma condi¢cdo de processo, pode ocorrer a inativagao para uma enzima quando
presente em um alimento e ativagdo quando presente em outro. Algumas enzimas
podem ser inativadas com a utilizacdo de pressdes e temperaturas muito baixas e um
tempo curto de processo, enquanto outras enzimas podem ainda ter bastante
atividade apéds a pressurizacao por longos tempos a altissimas pressoes. Além disso,
diferentes condi¢cdes de processo induzem a diferentes modificagcbes na atividade
enzimatica. As possiveis explicagdes para essa variacdo de atividade de enzimas
processadas por alta pressao envolvem diferencas nas mudancas conformacionais na
estrutura das proteinas induzidas pelo processo e também mudancas na interacao
enzima-substrato e alteracdes na membrana das células (LUDIKHUYZE et al., 2002).

Em termos industriais, alguns estudos sugerem a combinacdo de altas
pressdes e temperatura moderadas para efetuar a inativagdo de algumas enzimas
barorresistentes como a peroxidase (POD) presentes em produtos de origem vegetal.
Essa enzima é considerada uma das mais resistentes ao processo térmico e ao
tratamento por alta pressdo, sendo muitas vezes utilizada como paréametro de
eficiéncia de processo (MUFTUGIL, 1985).

Além da peroxidase, a polifenoloxidase (PPO) é outra enzima oxidativa
importante no que diz respeito a estabilizacdo de produtos vegetais, uma vez que a
mesma oxida compostos fendlicos levando a formacao de pigmentos escuros como

as melanoidinas, que descaracterizam os produtos levando a rejeicao sensorial dos
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mesmos (ZABETAKIS; LECLERC; KAJDA, 2000). Quando o processo de producao
do vegetal envolve etapas de alteragdo mecanica (esmagamento, corte,
descascamento, fatiamento), a barreira fisiologica entre a parede celular e a
membrana € destruida. Isto facilita o contato da enzima com os compostos fendlicos
do vacuolo promovendo a oxidacao dos mesmos (WALKER, 1995; VALERO VARON;
GARCIA-CARMONA, 1988).

Menezes et al. (2008) verificaram que a APl desempenhou efeitos diferentes
sobre a atividade da enzima peroxidase (POD) em polpa de acai. A POD néo teve sua
atividade reduzida (90,74 £ 11,26%) em processos de 300 MPa/25 °C/15 min, porém,
de uma maneira geral, a sua atividade foi aumentada, chegando a uma ativacéo
maxima de 32,98%, quando tratada a 500 MPa, a 25 °C, por 5 min. Nesse mesmo
estudo, a atividade de PPO foi reduzida entre 65 e 85% quando processada a 300
MPa/ 5 e 15 min sob temperaturas de 25 e 35 °C. Porém, a 500 MPa/ 25 °C houve
aumento da atividade de 183% e 160%, para processos de 5 e 15 minutos,
respectivamente.

De forma similar, Garcia-Palazon et al. (2004), estudaram a inativacdo da POD
de morangos sob diferentes pressodes (400, 600 e 800 MPa), tempo (0, 5, 10 e 15 min)
e temperaturas (18 — 22 °C) e constataram baixa reducdo na atividade enzimatica.
Terefe et al. (2009) utilizando temperaturas elevadas, conseguiram inativar apenas
58% de POD apos API (600 MPa/10 min). Anese et al. (1995) estudaram a inativacao
da POD extraida de cenouras e magas processadas por alta pressao em diferentes
condicoes de pressao (100 a 900 MPa/1 min/20 °C) e pH (4,5 a 7,0), demonstrando
que nao ha relacao entre a intensidade da pressao aplicada e a inativacao enzimatica.

A PPO é mais sensivel a temperatura e a pressao (HENDRICKX et al., 1998;
CANO; HERNANDEZ; DE ANCOS, 1997) quando comparada com a POD, uma vez
que O processo promove uma maior alteracdao estrutural e, consequentemente,
modificagcées na atividade enzimatica. Outros estudos também reportaram aumento
da atividade enzimatica de PPO (MATSER et al., 2000; ANESE, 1995). Em
cogumelos, Matser et al. (2000) descreveram aumento de atividade de PPO quando
processados a 600 MPa/5 min/ 25 °C.

Anese et al. (1995), também descreveram aumento de 230% na atividade de
PPO extraidas de maca e cenoura quando processadas a 200 MPa/1 min/20 °C.

Nesse estudo, os autores justificaram que os efeitos de ativacdo observados para
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tratamentos a pressdo moderada podem ser atribuidos a configuracao reversivel e/ou
mudancas na conformacao da enzima e/ou do substrato.

Basak; Ramaswamy (1996) afirmaram que existe uma influéncia direta do pH
na atividade de enzimas deteriorantes quando expostas a alta presséo, sendo que,
quanto menor o pH da amostra, maior a inativagdo da enzima devido a protonacao da
mesma. Weemaes et al. (1999), mostraram que a inativacdo da PPO por pressao
pode ser aumentada em valores de pH mais baixo e por componentes tais como
cloreto de soédio e EDTA. J& alguns autores afirmam que quanto maior a quantidade
de sélidos soluveis totais da amostra, menores sao as taxas de inativacao enzimatica
devido ao efeito de protecéo estérica das mesmas (OGAWA et al., 1990; VERSTEEG
et al., 1980).

Com relagéo as pectinametilesterase (PME), alguns estudos relatam que séo
enzimas resistentes ao tratamento por alta presséo, sendo que a completa inativagcao
somente é possivel quando submetidas as elevadas pressdes, ndo convenientes para
uso industrial. A consequéncias da atividade de PME sdo a reducao da turbidez e a
separacao de fases, que representam os principais defeitos de qualidade em sucos
citricos (GOODNER; BRADDOCK; PARISH, 1998).

Hsu (2008) em seu estudo com suco de tomate, relatou um exemplo de
inativagao / ativagdo enzimatica de PME. Nesse estudo foram utilizadas pressées
variando entre 100 e 500 MPa e temperaturas de 4, 25 e 50 ° C por 10 min. Os
resultados mostraram que a ativacao da enzima foi evidente no suco de tomate as
pressdes de 300-500 MPa. Ao contrario de outros pesquisadores, a PME apresentou
a menor atividade residual quando o suco de tomate foi processado a baixa pressao
(200 MPa/25 °C/ 10 min). Neste estudo, os autores afirmam que a ativagdo da PME
em pressbes mais elevadas pode ser atribuida a configuracdo reversivel e/ou a
mudancas de conformagédo das moléculas da enzima e/ou do substrato.

A inativacado enzimatica por APl também é reportada na literatura para diversas
frutas: morango (SULAIMAN; SILVA, 2013; GARCIA-PALAZON et al., 2004), banana
(PALOU et al., 2000) e framboesa (GARCIA-PALAZON et al., 2004). Contudo, as
enzimas presentes nos vegetais apresentam grandes variagdes na atividade
enzimatica e resisténcias diversas ao processo de API| (Tabela 3), tornando
impossivel generalizar e predizer o comportamento das enzimas apds o
processamento (BUCKOW; WEISS; KNORR, 2009) e, portanto, explicitando a
necessidade de realizar pesquisas para cada tipo de vegetal e condi¢cdes de processo.
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Tabela 3: Efeito da Alta Pressao em vegetais sob diferentes tipos de enzimas.

Enzima* Produto Processo Efeito Referéncia
PME Suco de tomate 200 MPa/10 min/25 °C ~ 27,8% de inativagao HSU (2008)
PG Suco de tomate 500 MPa/10 min/25 °C 90% de inativagao HSU (2008)
POD Morango 600 MPa/10 min/60 °C 58% de inativacao TEREFE et al. (2009)
PPO Morango 600 MPa/10 min/60 °C 78% de inativagao TEREFE et al. (2009)
POD Polpa de acai 500 MPa/5 min/25 °C 32,98% de ativaggo  MENEZES et al. (2008)
PPO Polpa de agai 500 MPa/5 min/35 °C 53,75% de MENEZES et al. (2008)
inativagao
POD Puré de abacaxi 200 MPa/20 min/30 °C 30% de inativacéo CHAKRABORTY et al.
(2015)
POD Puré de abacaxi 600 MPa/20 min/30 °C ~ 47% de inativagao CHAKRABORTY et al.
(2015)
POD Puré de abacaxi 600 MPa/20 min/70°C 96% de inativacdo CHAKRABORTY et al.
(2015)
PPO Abacate 800 MPa/10 min/25 °C Inativagéao WEEMAES et al.(1998)
PPO Pera 900 MPa/10 min/25 °C Inativacédo WEEMAES et al.(1998)
PPO Morango 800 MPa/15 min/22 °C  35% de inativagdo ~ GARCIA-PALAZON et al.
(2004)
PPO Cogumelos 600 MPa/5 min/25°C 87,5% de ativacado MATSER et al. (2000)
frescos
PPO Puré de abacaxi 600 MPa/20 min/30 °C ~ 45% de inativagao CHAKRABORTY et al.
(2015)
POD Cenoura 900 MPa/1 min/20 °C 100% de inativagao ANESE (1995)
(pPH 5,0 € 6,0)
PPO Maga 200 MPa/1 min/20 °C 230% de ativagao ANESE (1995)
(pH 4,5)
PPO Puré de abébora 300 MPa/1 min/70 °C 12% de ativagao GARCIA-PARRA et
al.(2016)
PPO Puré de abébora 900 MPa/1 min/70 °C 60% de inativacéo GARCIA-PARRA et
al.(2016)

*PPO(polifenoloxidase). POD (peroxidase). PG (poligalacturonase). PME (pectinametilesterase)

3.5. Efeito da alta pressao isostatica sobre compostos bioativos

As frutas e os legumes s&o alimentos ricos em compostos bioativos,

especialmente fendlicos, antocianinas e vitaminas. Os compostos fendlicos séo

relacionados a redugéo da ocorréncia de doencgas cardiacas coronarianas e doengas
degenerativas (SOUZA et al.,, 2012; HEINRICH; DHANJI; CASSELMAN, 2011;
MERTENS-TALCOTT et al., 2008) devido ao potencial antioxidante dos mesmos.
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Desta forma, a sua manutencado nos alimentos vegetais processados é altamente
desejavel.

O efeito do processamento por APl sobre flavonoides, carotendides e polifendis
tem sido estudado por varios pesquisadores em diferentes tipos de alimentos a base
de vegetais (CANO; DE ANCOS; SANCHEZ-MORENO, 2005; OEY et al., 2008). De
forma geral, sabe-se que a API| promove poucas alteracées em compostos de baixa
massa molecular, como pigmentos e compostos fendlicos (RASTOGI et al., 2007;
CARBONELL-CAPELLA et al., 2013). Entretanto, os efeitos descritos na literatura da
APl sobre os compostos bioativos reportados variam consideravelmente em funcao
do tempo, temperatura, pressédo e da matriz vegetal (KEENAN et al., 2012).

Alguns autores relataram que a concentragdo de compostos fendlicos totais,
antocianinas, vitamina C e atividade antioxidante aumentaram apds o processamento
por APl (BARBA; ESTEVE; FRIGOLA, 2012b; GARCIA-PARRA et al., 2011; PLAZA
et al., 2011; PATRAS et al., 2009; SANCHEZ-MORENO et al., 2005; FERNANDEZ-
GARCIA et al., 2001), porém, outros relatam a reducéo deste compostos (PATRAS et
al., 2009; PLAZA et al., 2006) e ainda ha estudos que mostram nao haver qualquer
diferenca entre a composicao de frutas frescas e processadas por APl (PATRAS et
al., 2009; SUTHANTHANGJAI; KAJDA; ZABETAKIS, 2005). A falta de
homogeneidade entre as respostas € resultado das muitas variaveis de processo,
como estaddio de maturacdo do fruto, etapas de pré-processamento, nivel de
desaeracdo das amostras, concentracao e forma de quantificagcdo dos compostos
bioativos, entre outros. Além disso, quando se avalia a concentracdo de compostos
bioativos em alimentos processados por API| durante a estocagem, €& preciso
considerar que a estabilidade destes compostos € fortemente afetada por fatores
exogenos, tais como o oxigénio, luz, e especialmente, pH e temperatura (FERRARI;
MARESCA; CICCARONE, 2010). Assim, diferentes condicées de estocagem podem
ter efeito muito maior sobre os compostos do que os efeitos inerentes ao
processamento por API.

Além disso, a maioria dos estudos apenas quantificou o efeito do
processamento em algumas condicdes sobre o0s compostos bioativos, sem a
realizacdo de ensaios cinéticos mais aprofundados para explicar a sequéncia de
modificacdes que levam ao aumento ou reducdo da concentracéo de tais compostos.

Em termos de compostos fendlicos, alguns autores reportaram um aumento na

concentracao total de flavononas (15,46%) apo6s o tratamento por APl em suco de



40

laranja processado a 400 MPa/40 °C/1 min (PLAZA et al., 2011) e em suco de mirtilo
processado a 200 - 600 MPa/5 -15 min/20 - 42 °C — aumento de até 27% (BARBA,
ESTEVE E FRIGOLA, 2013). Barba et al. (2012a), compararam os efeitos da API (100
a 400 MPa /20 a42 °C /2 a9 min) e dos processos térmicos (90 °C durante 15 ou 21
s e 98 °C durante 15 ou 21 s) em uma bebida mista de laranja e leite. Os autores
constataram que os niveis de compostos fendlicos totais foram maiores nas amostras
processadas por API, atingindo um aumento maximo de 22% (100 MPa/7 min),
enquanto a concentragdo nas amostras processadas termicamente aumentou entre
8-17%, em comparacdo com as amostras ndo processadas. Plaza et al. (2011)
também encontraram um aumento na concentracao total de carotendides (45,19%)
em suco de laranja ap6s a APl (400 MPa/40 °C/1 min).

O aumento no conteudo de compostos fendlicos normalmente é relacionado a
maior extracdo de alguns dos componentes antioxidantes das células vegetais pelo
processamento por alta pressdo (CARBONELL-CAPELLA et al., 2013; BARBA;
ESTEVE; FRIGOLA, 2012b), que promove uma descompartimentalizacido da matriz
celular do vegetal, onde os compostos se encontram alojados (BUTZ et al., 2002; OEY
et al., 2008). Além disso, a maior retencéo e concentragao de compostos fendlicos
apos o processamento de frutas também pode ser atribuida a inativacao, ainda que
parcial, de enzimas oxidativas, especialmente a peroxidase e a polifenoloxidase, que
levam a oxidacdo destes compostos e, consequentemente, a perda de atividade
bioldgica deles. Tal inativagdo pode ser atingida em processos que combinam a
aplicacao de pressao e temperaturas elevadas durante o processamento (SULAIMAN;
SILVA, 2013; MENEZES et al., 2008), com consequente maior estabilidade dos
compostos fendlicos durante a estocagem (CARBONELL-CAPELLA et al., 2013).

Por outro lado, outros autores reportaram que a API pode apresentar efeitos
indesejaveis aos compostos fendlicos, dependendo das condigdes de processo.
Segundo Ferrari; Maresca; Ciccarone (2010), pressoes elevadas (400 a 600 MPa) ou
tempos longos de processamento causaram reducao na concentragao de compostos
fendlicos (antocianinas) em suco de roma, quando processados a 25 °C. Quando a
temperatura foi ajustada para 50 °C houve maior concentracao desses compostos. Os
autores afirmam que a temperatura (25°C) e a pressao utilizadas nesse experimento
nao foram suficientes para inativar enzimas responsaveis pela degradacdo de
pigmentos naturais (antocianinas). Por conseguinte, a atividade residual das enzimas

oxidativas, juntamente com uma pequena concentragdo de oxigénio dissolvido
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puderam levar a degradacao das antocianinas durante o armazenamento de sucos
processado por APl (SUTHNTHANGJAI; KAJDA; ZABETAKIS, 2005). Similarmente,
resultados obtidos por Zabetakis; Leclerc; Kajda (2000) mostraram que apesar do
processo de APl (200-800 MPa/18-22 °C/15 min) n&do resultar em perdas imediatas
na concentracdo de antocianinas em morangos apds o processamento, perdas
similares a amostra ndo processada (20-60%) foram observadas apo6s 9 dias de
estocagem refrigerada. Isto foi atribuido a atividade residual de enzimas oxidativas.
Os autores também concluiram que as condi¢des de estocagem sdo importantes para
a degradacao de pigmentos como antocianinas, jA que em temperaturas de
armazenamento mais elevadas (20 e 30 °C) foram observadas as maiores atividades
das enzimas oxidativas PPO e POD.

Por outro lado, Plaza et al. (2011) observaram maior concentracao de
flavononas em amostras de suco de laranja processadas por APl (400 MPa/40°C/1
min) em comparacao as amostras processadas termicamente (70 °C/30 s) apds 20
dias de armazenamento a 4 °C. lIsso indica que, mesmo apresentando perdas, o
processo de API foi melhor do que o processamento térmico em relagdo a manutencao
dos compostos bioativos de sucos de frutas.

Em estudo realizado por Indrawati; Van Loey; Hendrickx (2004), o efeito
combinado de pressao, temperatura e tempo (100 a 800 MPa/30 a 65°C / 0 a 90 min),
sobre a capacidade antioxidante de suco de laranja e cenoura apresentou resultados
divergentes em relagdo aos vegetais. Os autores observaram que a capacidade
antioxidante de suco de laranja diminuiu ligeiramente ap6s o processamento por API
(100 a 800 MPa). Por outro lado, em suco de cenoura, houve aumento da capacidade
antioxidante apds processo realizado sob as mesmas condi¢gbes. Tais resultados
evidenciam que o efeito da API sobre a capacidade antioxidante varia conforme a
matriz vegetal.

Em relagéo aos carotendides, estudos reportaram um aumento na extragcao dos
mesmos durante processamento por APl (SANCHEZ-MORENO et al., 2005;
SANCHEZ-MORENO; PLAZA; DE ANCOS et al., 2005; DE ANCOS et al., 2002). Os
carotendides estao localizados em organelas subcelulares (plastidios), em
cloroplastos e cromoplastos, principalmente associados com macromoléculas tais
como proteinas e lipideos de membrana (CLINTON, 1998; SCHIEBER; CARLE,
2005). Sabe-se que o processamento de API afeta as membranas celulares em
vegetais (SMELT, 1998), o que justifica maior extratibilidade de carotendides, devido
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a uma melhor liberacao destes compostos bioativos a partir da matriz vegetal (PLAZA
et al., 2011).

Estudos sobre os efeitos da API na biodisponibilidade de compostos bioativos
de frutas e vegetais sdo escassos. Em relagdo aos carotenodides presentes em
vegetais, geralmente sua biodisponibilidade é baixa (ERDMAN, 1999). No entanto,
MCINERNEY et al. (2007) verificaram que o processamento de feijado verde a uma
pressao de 600 MPa resultou num aumento significativo na disponibilidade de luteina
em comparagdo com amostras ndo tratadas ou aquelas processadas em pressao
inferior (400 MPa). O rompimento de estruturas celulares em graos por exposicao a
altas pressdes poderia ter contribuido para a liberacao de luteina dentro da matriz de
tecido de planta, durante o processo de digestao in vitro. Porém, processos de API
tém muito pouco impacto sobre a disponibilidade em outras matrizes vegetais como,
por exemplo, em carotendides de cenoura ou brocolis. Cenouras e brocolis séo
vegetais substancialmente mais firmes do que feijao verde, e por isso podem
necessitar de pressdes mais elevadas, a fim de melhorar a biodisponibilidade dos seus
constituintes bioativos (MCINERNEY et al., 2007). Do ponto de vista da saude
humana, os efeitos da APl na biodisponibilidade de luteina seriam considerados
minimos. Além das propriedades de matriz alimentar, varios fatores extrinsecos,
incluindo interagdes com outros carotendides, bem como componentes da dieta,
principalmente lipideos e polissacarideos nao amilaceos, também tém uma grande
influéncia sobre a biodisponibilidade de carotendides quando processados por API
(BROWN et al., 2004; YEUM; RUSSELL, 2002; VAN HET HOF et al., 2000;
CASTENMILLER et al.,1999).

Os dados aqui demonstrados evidenciam a falta de homogeneidade entre os
resultados obtidos apds processamento por API sobre compostos bioativos. Estudos
mais robustos precisam ser conduzidos para explicitar melhor o efeito da API sobre
compostos bioativos e esclarecer em quais condi¢des o processo pode ser utilizado
para aumento da biodisponibilidade de tais compostos, 0 que pode ser um atributo
adicional de beneficios para os alimentos processados por esta tecnologia.

3.6. Efeito da alta pressao isostatica sobre as caracteristicas sensorias e
nutricionais
Caracteristicas como cor, sabor, textura, aparéncia e valor nutricional, sdo

atributos considerados de grande importancia para o consumidor com relagao a frutas
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e vegetais. Nesse contexto, a alta pressao isostatica desponta como uma excelente
opcao para processamento desses produtos devido as alteragcbes minimas nas
caracteristicas acima mencionadas. Diferentemente do processamento térmico, a API
promove manutencdo das ligagdes covalentes e tem efeitos minimos sobre moléculas
de baixa massa molecular, que sdo muitas vezes responsaveis pela cor e sabor dos
alimentos (BERMUDEZ-AGUIRRE; BARBOSA-CANOVAS, 2011; FARKAS;
HOOVER, 2000; BARBOSA-CANOVAS; RODRIGUES, 2002).

Segundo Polydera; Stoforos; Taoukis (2005) em termos nutricionais, a API
destaca-se como capaz de preservar mais vitamina C do que um processo térmico
que apresente uma capacidade de inativacdo microbiolégica. Os mesmos autores
observaram maior retencdo de acido ascorbico quando o suco de laranja foi
processado por API (600 MPa/40 °C/4 min) em comparagdo com tratamento térmico
(80 °C/60 s). No suco de laranja processado por API, a retencao de acido ascérbico
(Vitamina C) ap6s estocagem do suco durante 1 més a 5°C foi de 84%, em contraste
com o tratamento térmico que apresentou uma retencdo de acido ascorbico igual a
72%. Uma possivel explicagdo para as baixas taxas de degradacdo de acido
ascérbico durante o armazenamento do suco processado por API foi atribuida a uma
possivel disponibilizacao (por hidratacdo ou complexacao por agentes quelantes) de
ions metalicos no processo (por exemplo, ferro, cobre), dificultando a catélise da
degradacao do acido ascérbico (CHEAH E LEDWARD, 1995, 1997). A degradacao
de peroxidos por aplicagdo de alta pressdo também pode ser uma possivel razéo para
o retardamento da degradacao do acido ascérbico apds tratamento APl em suco de
laranja (POLYDERA; STOFOROS; TAOUKIS, 2005; CHEAH; LEDWARD, 1995;).

Em relacéo a alteracao de cor dos produtos processados por API, os principais
fatores a serem considerados € presenca de oxigénio, temperatura e pH de
estocagem (POLYDERA; STOFOROS; TAOUKIS, 2005) ou seja, condicdes que
permitam a acdo de enzimas oxidativas residuais durante o armazenamento e
processamento (AHMED; RAMASWAMY, 2006). Os produtos com um pH elevado,
tais como meldo (pH = 7,0), podem requerer temperaturas elevadas além de alta
pressao para inativar enzimas e manter a cor (WOLBANG; FITOS; TREEBY, 2008).
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3.7. Efeito da alta pressao isostatica na inativacao microbiana

O efeito da alta pressao isostatica para inativacdo microbiana vem sendo
comprovado como uma alternativa em substituicAo ao tratamento térmico,
disponibilizando alimentos microbiologicamente seguros (PATTERSON, 2005).

A inativagao microbiana é conferida durante a pressurizacao por alteracées na
membrana celular, modificagcdes na morfologia celular por compressao de vacuolos e
citoesqueleto e inativacdo de enzimas importantes no metabolismo microbiano
(PATTERSON, 2005). Porém, a eficacia do tratamento depende principalmente da
pressao aplicada e do tempo de retencdo, bem como da resisténcia dos micro-
organismos e a matriz do alimento (MOR-MUR; YUSTE, 2005).

De forma geral, a barorresisténcia dos micro-organismos € determinada pela
sua complexidade, sendo que quanto mais complexo sua estrutura menor a
barorresisténcia. Desta forma, é relatado na literatura maior resisténcia de bactérias
esporuladas em relacdo as vegetativas, sendo no caso dos micro-organismos
esporulados € necessario combinar a pressurizagdo com temperaturas mais elevadas
(MOR-MUR; YUSTE, 2005).

Dentre as bactérias nas suas formas vegetativas, as Gram-positivas possuem
uma parede relativamente simples em estrutura, composta por varias camadas de
peptidoglicano ligado uns aos outros por ligagdes cruzadas formando uma rede rigida
e forte. Além disso, eles possuem ligagcées quimicas com acidos teicdicos. Ja as
Gram-negativas possuem uma quantidade muito menor de peptidoglicano do que as
Gram-positivas. Isso faz com que sua parede celular ndo seja tdo espessa e forte
quanto a das outras supracitadas, mas sua estrutura € mais complexa devido ao fato
da existéncia de uma membrana de lipoproteinas, polissacarideos e fosfolipidios, que
envolve sua parede celular. Portanto, as Gram-positivas geralmente sdo mais
resistentes a pressao que as bactérias Gram-negativas (SMELT, 1998; MOR-MUR,;
YUSTE, 2005).

Quanto aos protozoarios, ndo foram encontrados na literatura estudos com
Trypanosoma cruzi, protozoario encontrado em polpa de acai e causador da doenca
de Chagas. Porém, é relatado que seres eucariotos possuem menor barorresisténcia
do que procariotos (< 400 MPa), por serem organismos mais complexos (COLLINS et
al., 2005; LINDSAY et al., 2006). Desta forma, a manutencdo da estabilidade de
polpas de fruta conferida pela inativacao de bactérias, fungos e leveduras durante o
processo de API deveriam garantir também a eliminagdo do Trypanosoma cruzi.
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Para as bactérias na forma vegetativa, estudos tém demonstrado que a
inativacdo das mesmas pela API confere estabilidade a diversos produtos durante a
estocagem. Em puré de nectarina foi relatada reducéo total de pisicotréficos, mesofilos
aerobios, fungos filamentosos e leveduras apés processamento 450 MPa/10°C/10 min
e 600 MPa/10 °C/5 e 10 min (GARCIA-PARRA et al., 2011). Em suco de damasco,
laranja e cereja acida os processos a 250 MPa/30 °C/5, 10 e 20 min foram insuficientes
na inativagéo de S. aureus e E. coli O157:H7, porém a 350 MPa/5 min/40°C ocorreu
completa inativagdo (8 ciclos log) (BAYINDIRLI et al., 2006). Polydera; Stoforos;
Taoukis (2003) avaliaram a estabilidade de sucos de laranja submetidos a alta pressao
(500 MPa/35 °C/5 min) e a pasteurizagdo convencional utilizada pela industria (80
°C/30 s) e nao foi relatado crescimento microbiano em nenhuma das amostras.

Em um trabalho realizado por Lavinas et al. (2008), em suco de caju processado
por alta pressao hidrostatica, os resultados indicaram que o tratamento de API foi
efetivo na inativagdo de E. coli inoculada e da microbiota natural do suco de caju in
natura. Os fungos filamentosos e as leveduras foram mais sensiveis do que as
bactérias e a inativagdo de E. coli obedeceu a uma cinética de primeira ordem.

Para as bactérias esporuladas é comum combinar o processo de API com
temperaturas mais altas, devido a sua maior barorresisténcia. Em suco de tomate, o
processamento a 600 MPa/75 °C/10 min foi suficiente para inativar esporos de Bacillus
coagulans. Os autores concluiram, ainda, que 0s esporos sao mais sensiveis a
temperatura quando submetidos a APl do que somente utilizando temperatura
(DARYAEI; BALASUBRAMANIAM, 2013). Esta conclusao também foi verificada por
Silva; Tan; Farid (2012), no qual os valores de D (tempo necessario para reduzir 1
ciclo log a uma pressao fixa) para Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de laranja
foram reduzidos com o aumento de temperatura, quando pressurizados a 200 MPa
(D45 °.c=43,9 min Des-c = 5,0 min).

De acordo com os resultados encontrados na literatura, a API é eficaz na
inativacao de células vegetativas e esporos. Contudo, a barorresisténcia dos micro-
organismos varia de acordo com a cepa microbiana, pressao, tempo, temperatura e a
matriz, sendo necessario realizar testes especificos para determinar o tratamento
mais adequando para cada matriz vegetal.
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4. Material e Métodos
4.1. Polpa de acai

As amostras de polpas de acai do tipo B (acai médio com 11%p/p de sodios
totais) foram adquiridas de uma industria de polpas da regido de Castanhal (Para-
Brasil) sem nenhum tipo de conservador quimico ou processamento térmico, sendo
todas do mesmo lote e foram mantidas congeladas a -18°C por 24 h até o momento
do processamento. Antes do congelamento, todas as amostras foram embaladas em
um laminado multicamada flexivel especial, composto por polietiieno de baixa
densidade (PEBD) co-extrusado com etileno vinil alcool (EVOH) e carvao ativado,
além de uma camada interna pigmentada de preto (Dixie-Toga Ltda., Sdo Paulo—
SP/Brasil). Neste sistema de embalagem, a poliolefina possibilita a termossoldagem
da embalagem, o copolimero EVOH tem como funcdo a barreira ao oxigénio e a
camada interna escura protege a polpa contra radiacao ultravioleta e luz visivel. A
embalagem utilizada tinha as seguintes caracteristicas: espessura de 78 um e taxa de
permeabilidade ao oxigénio de1,38 TPO2 (cm?3. m2. dia™")[1 atm — 23 °C — 75% U.R.].

A Figura 2 apresenta o fluxograma de todas andlises realizadas na polpa de
acai, bem como todas as condi¢cdes de processo utilizadas em cada uma dessas

andlises.
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Polpa de agai in natura
\ 4

Caracterizagao fisico-quimica (umidade,
proteinas, lipideos, cinzas, fibras, carboidratos,
calorias, °Brix, pH, sélidos totais, acidos graxos).

Etapa 1 — Atividade enzimética (AE) e cor

API API

TT
85°C/ 1 min

API
400, 500 e 600 MPa/ 5
e 15 min a 25 e 65°C
(12 processos)

API
E 2 T 690 MPa por
tapa X | 85°C/1 min 2e5mina I[éooc

AE e cor apés 24h de estocagem a 5°C

Compostos fendlicos totais, antocianinas, atividade antioxidante

Sensorial: melhores condigdes + 600 MPa/ 15 min/25°C e 600
MPa/15 min/65°C

Figura 2: Fluxograma das analises realizadas na polpa de agai. Obs:Todas as andlises foram comparadas com uma amostra controle (sem processamento).
**AAT: Alicyclobacillus acidoterrestris.AE: atividade enzimatica.
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4.2. Caracterizacao fisico-quimica da polpa de acai

As andlises para caracterizacao da polpa de acai foram realizadas no Instituto
de Tecnologia de Alimentos (ITAL, Campinas-SP/Brasil). Para o teor de umidade e
volateis, a amostra foi previamente evaporada em banho-maria e posteriormente seca
em estufa a vacuo (2 horas a 70°C), e depois levada a mesma estufa até peso
constante (AOAC, 2012). O teor de sélidos totais foi determinado segundo AOAC
(2000), método 920.151 item 37.1.12.

A determinagéo de cinzas e de fibra alimentar total foram realizadas segundo
AOAC (2012), métodos 925.51 e 985.29, respectivamente. Os teores de lipideos totais
foram mensurados segundo método do Instituto Adolfo Lutz (2005). A determinacao
de nitrogénio total foi baseada no método de Kjeldahl tradicional (920.152) (AOAC,
2012). O teor proteico bruto da polpa foi calculado pelo produto da quantidade de
nitrogénio total (g) utilizando o fator de conversédo de 5,75 (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 1985).

O teor de carboidrato foi obtido pela diferenga entre 0 somatério dos niveis de
proteina, lipideos, umidade, cinzas e fibras (CECCHI, 2003). O pH foi verificado
através de um pHmetro (Mettler-Toledo GmbH, Schwerzenbach, Switzerland)
inserindo o eletrodo diretamente na amostra. A determinacdo da concentracdo de
sélidos soluveis (°Brix) foi realizada utilizando-se refratdbmetro de bancada (marca
Reichert /r? mini) a 20 °C (AOAC, 2012). O valor calérico expresso em kcal/100g foi
calculado considerando-se 4 kcal/g para proteina e carboidratos e 9 kcal/g para
lipideos (KALIL, 1975; PASSMORE; NICOL; RAO, 1975; USDA, 1963). A composicao
em acidos graxos foi determinada de acordo com AOCS (2014), AOAC (2010a)
(método 996.06) e Hartman; Lago (1973).

4.3. Desenho experimental e processamento por alta pressao isostatica

Para os ensaios de API foi utilizado um equipamento de alta pressao (QFP 2L
- 700 Avure Technologies, OH, USA) com uma camara de 2 L de volume, trabalho
com pressdao maxima de 690 MPa e temperatura controlada de 10 a 90 °C. A
temperatura da camara foi medida por termopares do tipo K inserido na camara, um
localizado no topo e outro no meio. A pressao foi capturada por um transdutor de
pressao. O tempo de compressao para atingir 400, 500 e 600 MPa foi de cerca de 85
s, 90 s e 124 s, respectivamente e a descompressao foi praticamente 2 segundos. As
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polpas de acgai (50 g) embaladas foram seladas a vacuo. Os processos foram
realizados segundo o desenho experimental sumarizado na Tabela 4, totalizando 12
processos e mais a amostra controle (ndo processada). As condi¢cdes foram
selecionadas a partir de estudos preliminares (planejamento experimental) com a
polpa de acai que demostraram que pressdes abaixo de 400 MPa nao possuem
efeitos significativos de inativacéo das enzimas POD e PPO a 25 °C. Apds o processo,

todas as amostras foram mantidas em banho de gelo até o momento da analise.

Tabela 4: Desenho experimental

Pressao (MPa) Temperatura (°C) Tempo (mim)
400 25 5
400 25 15
400 65 5
400 65 15
500 25 5
500 25 15
500 65 5
500 65 15
600 25 5
600 25 15
600 65 5
600 65 15

4.4. Processamento térmico

O processamento térmico foi realizado a uma temperatura de 85 °C por 1
minuto seguindo metodologia proposta por Sulaiman et al. (2015). Esses parametros
foram escolhidos pois, segundo Rogez (2000), a PPO de agai pode regenerar
parcialmente durante a armazenagem a 4°C por 10 dias se a temperatura de
pasteurizacdo for inferior a 85 °C. A inativacdo térmica da polpa de acai foi
determinada utilizado um banho ultra termostatico a 85°C (modelo 115, FANEM, Sao

Paulo - Brasil) com monitoramento continuo de temperatura através de termopar tipo
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T e um aquisitor de dados (Data Logger Aimemo® Ahlborn, modelo 2890-9). Os dados
de temperatura foram coletados por um software supervisério (LabVIEW), responsavel
pela aquisicdo de dados do termopar e pela interface homem-aquisitor de dados de
comunicagao com o usuario, permitindo a visualizacao e interpretacdo dos dados em
tempo real.

Porcdes de 50 g de polpa foram embaladas a vacuo no mesmo tipo de
embalagem utilizada para os tratamentos de AP| (PEBD/EVOH — 78 um de espessura)
e com area de superficie de 105 x115 mm, de modo que a temperatura da polpa
pudesse ser considerada aproximadamente uniforme no interior da mesma. O
termopar tipo T foi colocado no centro da embalagem e as amostras de polpa foram
totalmente submersas no banho de agua durante o tempo de processamento pré-
especificado. Ap6s o processamento, as amostras foram imediatamente mergulhadas

em banho de gelo-agua antes da extracéo e analise da atividade enzimatica.

4.5. Processamento combinado de alta pressao isostatica e alta temperatura

O efeito da APl combinado com temperatura elevada (80 °C) também foi
avaliado, considerando que as enzimas estudadas podem ser termorresistentes e
barorresistentes em algumas matrizes vegetais. Os processos realizados incluiram
tratamentos a 690 MPa (maior pressao de trabalho do equipamento) por 2 e 5 min a
80 °C.

4.6. Extracao e atividade enzimatica

Para andlise da atividade enzimatica, primeiramente foi feita a extracdo das
enzimas segundo Cano; Hernandez; De Ancos (1997) com modificagdes. Por¢oes de
10 g de polpa de acai foram misturadas com 50 mL de tampao fosfato de potassio 0,1
M, pH 6,5, contendo polivinilpirrolidona (PVPP) a 0,5%. A solucao foi homogeneizada
em misturador de alto cisalhamento (ULTRA-Turrax®, modelo T-25D, IKA®,
Alemanha) a 15.000 rpm durante 2 minutos. A amostra homogeneizada foi entao
centrifugada a 4 °C/ 15.300 x g / 15 minutos (Centrifuga AllegraTM 25® Beckman
Coulter, Brea, CA, EUA) e, em seguida, o sobrenadante, contendo a PPO e a POD
(extrato bruto) foi filtrado em papel qualitativo Watmann n° 1, obtendo-se o extrato
enzimatico que foi utilizado para determinar a atividade das enzimas.

Para a atividade da POD foram utilizados 100 uyL do extrato enzimatico e uma
mistura reacional composta de 2,7 mL de tampéao fosfato de potassio (0,1 M, pH 6,5)
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com 200 uL de peréxido de hidrogénio 30% (0,1% em agua destilada) como fonte de
oxigénio e 500 uL de guaiacol (0,05% em agua destilada) como aceptor de hidrogénio.

Para a atividade da PPO foram utilizados 100 yL do extrato enzimatico e uma
mistura composta de 0,7 mL de catecol (0,2M em agua destilada) e 2,3 mL de tampao
fostato de sédio (pH 6,5/ 0,1M).

As atividades das enzimas POD e PPO foram determinadas em
espectrofotometro (Beckman CouterTM, DU 800 UV-VIS, EUA) utilizando cubetas de
quartzo. As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de 485 e 420 nm, a
25 °C, por 5 e 3 minutos, respectivamente. A atividade enzimdtica foi calculada
segundo Tribst et al, (2016), com base na inclinacdo da porgao linear da curva de
AA420 para PPO e AA485 para POD plotada em fungao do tempo. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi expressa como a quantidade de enzima que causa um
aumento na absorbancia de 0,001 por minuto nas condi¢cdes de ensaio, de acordo
com a Equacao 1. Uma amostra controle (amostra nao processada) foi usada para
fins comparativos. A atividade enzimatica relativa (AER) foi calculada considerando a
atividade da amostra controle como 100%, de acordo com a Equacao 2.

o o (inclinacdo x fator de diluicdo) ~
Atividade enzimatica (U) = 0001 (Equagio 1)

o o ) (atividade enzimatica depois_API ) ~
Atividade enzimatica relativa (AER) = — —— x 100 (Equacgio 2)
(atividade enzimatica controle)

4.7. Determinacao instrumental de cor

A cor instrumental (transmitancia) das amostras de polpa foi medida por um
espectrofotdmetro (Hunter Lab, UltraScan PRO, EUA) utilizando o iluminante primario
D65 como descrito por Sentandreu et al. (2011). Foram analisadas as componentes
L* (luminosidade), a* (tonalidade vermelho-verde), b* (tonalidade amarelo-azul) e AE
(Equacao 3) que significa a diferenga total de cor de uma amostra em relagao ao
padrao, segundo técnica CIELab. Todas as leituras foram realizadas em triplicata.

AE = /(L = Lp)? + (a* — ay)? + (b*—b;)? (Equagio 3)

Onde L, a; e bj sdo as médias dos valores da amostra ndo processada (controle).
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4.8. Estabilidade durante armazenamento

Para se verificar a inativacdo/ativacao das enzimas estudadas apés 24 h de
estocagem refrigerada, a partir dos resultados apresentados, foram escolhidas duas
condicdes para as analises de estocagem (600 MPa/5 min/25 °C e 600 MPa/5 min/65
°C), utilizando a maior pressao e menor tempo de processo desse estudo. Todos os
tratamentos foram realizados em triplicada e, em seguida, trés lotes de amostra foram
armazenados nas mesmas condigcdes a 5 + 2 °C em estufa BOD no escuro. As
amostras foram analisadas apds 0 e 24 h de armazenamento. As amostras referentes
a cada tratamento foram coletadas, uma por vez, para a realizagdo das

determinacoes.

4.9. Avaliacao da inativacao de micro-organismos em polpa de acai

4.9.1. Preparacao das amostras para os ensaios de inativacao microbiana

Para os testes de inativacéao microbiana, a polpa do acai in natura foi embalada
a vacuo e esterilizada (121 °C/15 min) em autoclave para inativar a microbiota natural
da polpa. Todas as cepas de micro-organismos utilizadas nesse estudo foram doadas
pela Fundacao André Tosello (Campinas, Sdo Paulo, Brasil).

4.9.2. Alicyclobacillus acidoterrestris (AAT)

A cepa de Alicyclobacillus acidoterrestris CCT 7547 foi cultivada a 45 °C
durante 3 dias em meios de agar batata dextrose (PDA) (Kasvi - Italia) ajustados a pH
4,0 com acido tartarico (esterilizado por filtracado) a 10% (p/v) (0,1 g / mL) (EVELYN;
SILVA, 2016).

4.9.2.1. Preparo da suspensao de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris
AAT foi incubada em PDA a 45 °C durante 3 dias para obter uma cultura de
estoque. As células da cultura de estoque foram cultivadas em PDA em placas de
Petri e incubadas a 45 °C durante 18 dias. Depois de atingir mais de 80% da
esporulacdo, confirmada por microscopia apés a coloracado com verde de malaquita,
os esporos foram coletados com um swab estéril e suspendidos em agua destilada
estéril (SILVA; TAN; FARID, 2012). O grupo de esporos recolhidos de diferentes
placas foi centrifugado a 4000 x g durante 20 min a 4 °C, lavado e centrifugado por
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duas vezes com agua destilada estéril e, finalmente, ressuspenso em tampao fosfato

(pH 7,2) e armazenado a 4°C até o momento da analise.

4.9.2.2. Contagem de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris

A contagem de esporos de AAT seguiu a metodologia proposta por Silva, Tan;
Farid (2012). Para a inativagdo de AAT, foram inoculados 3 mL da suspenséo de
esporos (107 UFC/mL) em 27 mL de polpa, obtendo-se uma contagem inicial de 108
UFC/mL. Para determinar a concentracao de esporos (N) na polpa de agai néao
processada e processada, 0,1 mL da suspensao/acai foi diluida em série em solucao
de agua peptonada 0,1% (p/v) em tubos de ensaio. Cada diluicao foi misturada com
vortex para assegurar uma concentragdo uniforme de esporos nos tubos de diluigbes.
As diluicdes foram aquecidas a 80°C durante 10 minutos para eliminar quaisquer
células vegetativas restantes e 0,1 mL de cada diluicdo foi inoculada em placas de
PDA acidificadas (pH 4,0) e incubadas a 45°C durante 3 dias (SILVA; TAN; FARID,
2012).

Apds a incubagdo, as unidades formadoras de colénias (UFC) foram contadas
para as diluicdes onde o numero de coldnias estava entre 25 e 250 UFC e entédo as
contagens médias foram calculadas. A concentragao de esporos na polpa do agai (N)
foi expressa como UFC/ mL de polpa.

Na primeira etapa da pesquisa (testes preliminares), foi observado que para o
micro-organismo esporulado Alicyclobacillus acidoterrestris, combinar o processo de
API com temperaturas mais altas resultou em maiores taxas de inativacao de esporos.
Assim, as condi¢cdes de processo escolhidas para inativacao dos esporos de AAT
foram baseadas no uso de temperatura (65°C) e alta pressédo (600 MPa). Para se
obter uma curva de inativagao para esse micro-organismo por API, os parametros de

processo escolhidos foram: 600 MPa a 65°C por 5, 10,15, 20 e 25 minutos

4.9.3. Escherichia coli

As condicdes de processo escolhidas para inativagdo da cultura patogénica de
E. coli foram 400 MPa/5min/25°C, 400 MPa/5min/65°C, 600 MPa/5 min/25 °C e 600
MPa/5 min/ 65 °C, ou seja, a menor e a maior pressao desse estudo, pelo tempo de 5
minutos, nas temperaturas de 25 °C e 65 °C.
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4.9.3.1. Ativacao da cultura estoque de E. coli

A partir dessa cultura estoque, 18 horas antes de cada ensaio, repiques foram
feitos em frascos tipo shot contendo 50 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI — Kasvi-
ltalia) e incubados em estufa a 37 °C por 18 h. Apds o crescimento, a suspensao de
bactérias foi centrifugada a 4000 x g por 15 min a 4 °C e depois lavada duas vezes
em solucéo salina (0,85% p/v) tamponada. O precipitado bacteriano foi ressuspendido
em 1 mL de BHI com 20% de glicerol. A concentracgéo bacteriana foi ajustada para 108
UFC/mL (0,5 na escala de McFarland) utilizando espectrofotémetro a 600 nm (SILVA
et al.,2010).

4.9.3.1. Contagem de E.coli

A cultura utilizada nesse estudo foi uma cepa de Escherichia coli ATCC 11229.
Para inativagdo de E.coli, 3 mL de uma suspensdo de células (108 UFC/mL) foi
inoculada em 27 mL de polpa de acai obtendo assim uma contagem inicial de
10’UFC/mL. As amostras foram processadas e para a contagem de E. coli, 1 mL foi
adicionado a 9 mL de solugéo estéril de agua peptonada a 0,1%(p/v). As diluicdes
decimais seriadas também foram em solucdo peptonada 0,1%(p/v). A contagem foi
realizada por plagueamento em superficie e em duplicata, utilizando meio de cultura
agar violeta red bile glucose (VRBG) (Kasvi- ltalia). As placas de VRBG foram
incubadas a 35 + 2 °C durante 72 h (Ariedfjohan et al., 2004).

4.9.4. Lactobacillus fructivorans

Para definir as melhores condicbes de processo para o acompanhamento da
estabilidade durante armazenamento refrigerado da polpa de acgai, também foram
realizados estudos de inativacdo microbiana de uma cepa de lactobacilo, uma vez que
a contagem de bactérias lacticas na polpa in natura foram de 2,3 x 10* UFC/mL (4,4
log) de acai, demonstrando que esse micro-organismo poder ser um deteriorante
durante o periodo de estocagem do produto.

4.9.4.1. Ativacao da cultura estoque de Lactobacillus fructivorans

Vinte e quatro horas antes de cada ensaio, repiques foram feitos em frascos
tipo shot contendo 50 mL de caldo Man, Rogosa and Sharpe (MRS — Acumedia ®,
Lansing, Michigan) e incubados em estufa a 35 °C por 24 horas. Apos o crescimento,
a suspensao de bactérias foi centrifugada a 4000 x g por 15 min a 4 °C e depois lavada
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duas vezes em solucédo salina (0,85% p/v) tamponada. O precipitado bacteriano foi
ressuspendido em 1 mL de BHI com 20% de glicerol. A concentracdo bacteriana foi
ajustada para 10° bactérias conforme a escala de McFarland utilizando
espectrofotdmetro a 600 nm (SILVA et al.,2010).

4.9.4.2. Contagem de Lactobacillus fructivorans

Para esse estudo, as 12 condigbes do delineamento experimental (Tabela 4)
foram utilizadas. A cultura utilizada nesse estudo a cepa de Lactobacillus fructivorans
CCT 0850. Para inativagao de L. fructivorans, 0,3 mL de uma suspenséo de células
(10° UFC/mL) foi inoculada em 30 mL de polpa de agai obtendo assim uma contagem
inicial de 10’UFC/mL. Para a contagem nas amostras processadas, 1 mL foi
adicionado a 9 mL de solucéo estéril de 4gua peptonada a 0,1%. As diluicdes decimais
seriadas também foram em solucédo peptonada 0,1%. A contagem foi realizada por
plagueamento em profundidade em agar MRS (Acumedia ®, Lansing, Michigan) com

sobrecamada e as placas incubadas a 30°C por 48 horas (CASTRO et al.,2009).

4.9.5. Contagens microbioldgicas em polpa de acai armazenada sob refrigeracao

Foram realizadas durante a estocagem da polpa de acai, analises
microbiolégicas de coliformes (35°C e 45°C) e Salmonella sp, conforme
regulamentado pela RDC n° 12 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001). Além de contagem
de bolores e leveduras, micro-organismos mesofilos aerdbios, psicotréficos e
bactérias lacticas.

As analises de bolores e leveduras, micro-organismos mesofilos aerdbios,
psicotroficos e bactérias lacticas foram realizadas de acordo com SILVA et al. 2010
(metodologias descritas pela APHA- Americam Public Health Association, 2001). A
analise de Salmonella sp foi realizada segundo metodologia da AOAC, (2010b)
(método 2004.3).

4.10. Anélise sensorial
4.10.1. Teste de aceitacao

O teste de aceitagao foi realizado apds aprovagao pelo comité de ética em
pesquisa da Universidade Estadual de Campinas (Numero do CAAE:
58564116.3.0000.5404). A analise sensorial de aceitacdo da polpa de agai foi
realizada com duas amostras processadas por APl (600 MPa/5 min/25 °C e 600 MPa/5
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min/65 °C), uma amostra in natura (controle) e uma pasteurizada (85 °C/1 min).
Porém, a fim de se verificar se o0 tempo de processo poderia influenciar na percepcao
do consumidor, foram acrescentados mais dois processos: 600 MPa/15 min/25 °C e
600 MPa/15 min/65 °C, totalizando 6 amostras. 118 consumidores avaliaram 5
atributos (aparéncia, aroma, sabor, textura e impressao global), utilizando uma escala
hedénica hibrida de 9 cm, sendo os extremos da escala: “1- desgostei extremamente”
e “9- gostei extremamente”. Os consumidores também avaliaram a intencédo de
compra com uma escala variando de “certamente ndo compraria” a “certamente
compraria”, e a escala do ideal de cor (MEILGAARD et al., 2004). Juntamente com a
ficha de avaliacdo (Anexo 1) os provadores foram convidados a preencher um

questionario para avaliagao do perfil do consumidor de polpa de agai (Anexo 2).

4.10.2. Free listing

Os participantes receberam as seis amostras de polpa de acai utilizadas no
teste de aceitacado e, para cada amostra, na ordem em que foram oferecidas, foi
solicitado que eles observassem a cor e a aparéncia, avaliassem o aroma e
degustassem o produto. Posteriormente, foi solicitado uma descricao dos atributos
sensoriais que melhor representassem as amostras de acordo com critérios pessoais
com o preenchimento de uma ficha com suas respostas (Anexo 3). O numero de
atributos para descrever cada amostra nao foi limitado, porém, foi orientado que os
participantes evitassem termos afetivos e fossem especificos na descricdo. Nao houve
tempo pré determinado para a realizacao do teste. A metodologia teve a participacao
de 118 pessoas, consumidores de polpa de acai e sem alergia ao produto. Eles foram
recrutados aleatoriamente na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os
testes foram realizados em um ambiente com temperatura controlada (20 °C). Foram
servidos 15 g de polpa de acai em copos plasticos codificados com trés digitos e em
temperatura de 5 °C (+ 2 °C). Antes que a metodologia fosse aplicada, todos os
participantes leram e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) (Anexo 4). Ap6s a conclusao dos testes foi realizada uma pré-selecéo dos
termos citados para evitar a superposicdo e termos similares se juntarem.
Posteriormente, foram selecionados somente os termos mais citados pelos
consumidores.

A analise dos dados foi realizada com base no indice de saliéncia proposta por
Smith; Borgatti (1997). Este indice considera o numero de entrevistados que
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mencionou o atributo, a posicdo média do atributo no processo de free listing e o

comprimento da lista de entrevistados, usando a seguinte férmula:

o ({nen) )

Onde: Sj indice de saliéncia para o atributo = j, Fj = nUmero de entrevistados que
mencionou o atributo j, Li = comprimento da lista de entrevistados i, Rij = classificacao

dada pelo entrevistado i ao atributo j, e N = numero total de entrevistados.

Além disso, a andlise de componentes principais (ACP) foi realizada utilizando
os valores de indice de saliéncia de Smith obtidos para cada amostra, devido a

natureza paramétrica dos dados.

4.11. Extracao dos compostos bioativos

A extracdo para determinacdo de antocianinas, fendlicos totais e atividade
antioxidante foram planejadas de forma a verificar o efeito do tratamento térmico sob
pressao (processo). Dessa forma, evitou-se variagbes de temperatura, tempo de
extracdo e utilizacdo de diferentes solventes, para que as diferencas encontradas
entre as amostras fossem majoritariamente influenciadas pelo efeito dos distintos
processamentos. A agua foi utilizada como solvente (extrato aquoso), uma vez que ja
é utilizada na fabricagdo das polpas e foi acidificada com acido formico (1%) com o
objetivo de estabilizar as antocianinas (fendlicos majoritarios da polpa do acai)
(BATISTA et al., 2017).

Os extratos aquosos foram obtidos a partir da diluicdo das polpas em agua
destilada acidificada, depois foram homogeneizados e centrifugados a 4000 rpm, 4°C
por 10 min. A extracdo foi a mesma para todas as andlises para efeitos de
comparacao.

Todas as leituras de absorbéancia e fluorescéncia foram determinadas em um
leitor de microplacas Biotherk HT, Biotek (Winooski, EUA) com software de analise de
dados Gen5 ™ 2.0.

4.12. Antocianinas
A determinacdo de antocianinas monoméricas foi realizada utilizando um

protocolo de pH diferencial espectrofotométrico (WROLSTAD et al, 2005). Os extratos
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foram diluidos usando tamp&o de cloreto de potéssio 0,025 mol L' (pH 1,0) de acordo
com a absorbancia da amostra (0,4 - 0,6 a 520 nm) e em tampao de acetato de sddio
0,4 mol L' (pH 4,5) usando as mesmas proporgoes (1:4 de fator de diluicdo). Apds a
adicao de 250 pL na microplaca, a absorbancia foi lida a 520 e 700 nm. A absorbéancia
(A) foi calculada usando Equacao (4):

A = (As20nm — A700nm)pH1,0 — (A520nm — A700nm)pH4,5 (Equacgio 4)

O teor de antocianinas (mg.100 g") foi expresso em mg equivalentes de cianidina-3-
O-glicosideo (PM=449,2) usando a Equacao (5):

C(mgCsc 100g") = A.PM.FD/.e.L (Equacgio 5)

Onde C= concentragcdo; Cse= cianidina-3-O-glicosideo; e=absortividade molar da
antocianina predominante na amostra (26900 mol L'); L=comprimento (cm); PM=
peso molecular (449,2); FD= fator de dilui¢ao.

4.13. Compostos fendlicos totais.

O teor dos compostos fendlicos foi determinado pela capacidade redutora
verificada pelo método Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965). A reacgéo
colorimétrica foi conduzida a partir de uma solugdo contendo agua deionizada,
reagente Folin- Ciocalteu (Sigma-Aldrich), carbonato de sédio (20% p/v) (Exodo —
Brasil) e o extrato na proporcdo de 16:1:2:1 (BATISTA et al., 2016). A reacao foi
conduzida por 120 minutos no escuro a temperatura ambiente e a absorbéancia lida a
765 nm. Os resultados foram expressos como mg de acido galico (Dinamica — Brasil)
equivalente por 100 g de polpa.

4.14. Atividade antioxidante.

A capacidade antioxidante foi avaliada utilizando os métodos ORAC
(capacidade de absorcado de radicais de oxigénio) e FRAP (poder antioxidante de
reducao do ferro) segundo Batista et al. (2016) com algumas adaptacdes.
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4.14.1. ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

O método ORAC (DAVALOS; GOMEZ-CORDOVES; BARTOLOME, 2004) foi
realizado adicionando os extratos das amostras diluidos em tampéo fosfato (pH 7,4)
ou solugbes padrdes, fluoresceina diluida em tampao fosfato (Labsynth — Brasil) e
AAPH [Dicloridrato de 2,2-azobis(2-metilpropionamidina)] (Sigma-Aldrich) na
proporcao de 1: 6: 3, respectivamente, e foram utilizadas microplacas pretas. Trolox
(Sigma-Aldrich) foi usado como padrdao e o leitor de microplacas com filtros
fluorescentes configurou-se da seguinte forma: comprimento de onda de excitacao,
485 nm; Comprimento de onda de emissao, 520 nm. Os valores de ORAC foram
expressos como micromol de trolox equivalente por grama (umol TE/g de amostra).

4.14.2. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

A capacidade de reducao férrica dos extratos foi determinada, utilizando o
método FRAP de acordo com Rufino et al. (2010). O reagente FRAP foi preparado no
escuro, utilizando tampéao acetato 0,3 M (pH 3,6), TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10
mM em uma solugédo de HCI 40 mM e FeCls 20 mM (proporgdes de 10: 1: 1). As
amostras ou solucdes padrdes, agua e reagente FRAP foram misturados e incubados
em banho-maria durante 30 minutos a 37 °C. As amostras e a curva padrao de trolox
foram lidas a 595 nm.

4.15. Analise de distribuicao de tamanho de particulas (DTP)

Esta analise foi realizada por dispersao de luz usando um difratdmetro a laser
(Mastersizer 2000, Malvern Instruments, Worcestershire, Inglaterra, unidade de
amostragem Hydro 2000S, Malvern Instruments, Worcestershire, Inglaterra). A
amostra foi adicionada lentamente, como goticulas, a um compartimento preenchido
com agua destilada (a temperatura ambiente), até que a obscuridade fosse de cerca
de 10. Ambos, o volume da particula e o célculo da &rea da superficie da particula
foram utilizados para obter o didmetro médio volumétrico D[4,3] (Equacao 6) e
didametro meédio da éarea superficial D[3,2] (Equacao 7), respectivamente.
Considerando que as particulas nao sao esferas ideais e o D[3,2] é mais influenciado
pelas particulas menores, enquanto o D[4,3] é mais influenciado pelas maiores, a
avaliacdo de ambos é considerada importante (LOPEZ-SANCHEZ et al., 2011a;
BENGTSSON; TORNBERG, 2011). Essas andlises foram realizadas apds um dia de
processo, em triplicata de amostra.
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Z:nl.dl.4
D[4,3] = (Equacao 6)

Znidl.3
Z:nl.di3

D[3,2]=- (Equagio 7)

Z:nidi2

Onde, nié o numero de goticulas de diametro d..

4.16. Analises reoldgicas

Um re6metro de tensao controlada (o) (AR 2000ex, TA Instruments, Newcastle,
EUA) foi utilizado para avaliar as caracteristicas de escoamento das amostras. A
geometria utilizada foi uma placa-placa serrilhada (40 mm de didmetro). A distancia
entre as placas foi de 1300 um. Durante as analises, a temperatura da amostra foi
mantida constante a 25 °C usando um sistema Peltier. As analises foram realizadas
um dia apds os processos e cada amostra foi analisada em triplicata.

Um protocolo foi utilizado para avaliar as caracteristicas dependentes do tempo
e do estado estacionario. Primeiro, as amostras foram mantidas em repouso durante
5 minutos antes do cisalhamento. Depois disso, a amostra foi cisalhada a uma taxa
de cisalhamento constante (300 s') durante 300 s, enquanto a tensdo de
cisalhamento foi medida para a avaliacdo do comportamento dependente do tempo
(tixotrépico). Finalmente, o comportamento de fluxo em estado estacionario foi
analisado com uma taxa de cisalhamento decrescente (300 s'a 0,1 s).

A diminuicao da tensao de cisalhamento durante a segunda parte do protocolo
foi avaliada utilizando o modelo Figoni e Shoemaker (FIGONI; SHOEMAKER, 1983;
Equacao 8). O terceiro passo do protocolo foi utilizado para avaliar o comportamento

do fluxo usando o modelo Hershel-Bulckey (Equacao 9).

o=0,+ (O'l- - (Te)- exp(— K -t) (Equagio 8)

O=0,+ k - }/n (Equagéo 9)
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Onde: 0 = tensao de cisalhamento (Pa); oe = tensao de cisalhamento de equilibrio; oi
= tensao de cisalhamento inicial; Krs = constante de redugao de tensao; t = tempo de
cisalhamento; oo=tensao residual; k = indice de consisténcia (Pa.sn), y = taxa de

cisalhamento (s™'), n = indice de comportamento ao fluxo.

Os parametros da Equacao 8 e Equacao 9 foram obtidos por regresséao linear
ou ndo linear com o software Curve Expert Professional (v.1.6.3,
http://www.curveexpert.net/, EUA) em um nivel confianga de 95%.

4.17. Anadlise dos dados

Os processos foram realizados com trés repeticoes. Para a atividade
enzimatica as leituras foram feitas em quadruplicata, e em trés repeticées para
avaliacao de cor. A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para comparar os efeitos
dos diferentes processos e o teste de Tukey para determinar as diferencas entre eles
ao nivel de confianga de 95%. Para isso foi utilizado o software MinitabTM 16.1.1 da
Minitab Inc. (EUA) e os resultados foram apresentados como média + desvio padréo.

Os dados da analise sensorial em relacdo a aceitacdo global foram também
analisados por analise estatistica multivariada de Mapa de Preferéncia Interno
(MDPREF), realizado através do software estatistico XLSTAT 2017 (Addinsoft, Paris,
Franca).

5. Resultados e Discussao
5.1. Caracterizacao fisico-quimica da polpa de acai

A Tabela 5 apresenta a composi¢édo média da polpa acai que apresentou 88,70
g de umidade em 100 g de polpa e em relagdo a matéria seca (ms), para cada 100 g:
9,13 g de proteina, 50,88 g de lipideos, 16,63 g de carboidratos e 19,73 g de fibra
alimentar.

Em relacdo a quantidade de soélidos totais, a polpa de acai utilizada foi
caracterizada como acai médio (tipo B) com 11,30% e 3,2 °Brix. Esse valor esta de
acordo com o valor encontrado por Alexandre; Cunha; Hubinger (2004) para polpa
média, 3,2 + 0,10 °Brix.
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Tabela 5: Composicao fisico-quimica da polpa de agai utilizada no estudo

~ Resultados
Composicao —
*/100g de polpa  /100g de matéria seca
Umidade e volateis (g) *88,70+0,25** -
Cinzas (g) *0,410,01** 3,63
Lipideos totais (g) *5,75+0,03** 50,88
Proteina (Nx5,75) (g) *1,030,01** 9,13
Fibra alimentar (g) *2,231£0,01** 19,73
Carboidratos (g) *1,8810,22** 16,63
Calorias (Kcal) *64+1,2** -
pH 4,78+0,01** -
Solidos totais (%) *11,30£0,71** -
°Brix 3,2+0,26** -
Acidos graxos (q)
Saturados *1,34 24,32
Monoinsaturados: *3,47 63,14
6mega 9 *3,29 59,79
6mega 7 *0,18 3,35
Poli-insaturados: *0,69 12,54
6mega 3 *0,04 0,76
Omega 6 *0,65 11,78
Trans *0,00 0

*g/100 g de polpa
**Resultados expressos como média * desvio padrao.

O acai € um alimento altamente cal6rico devido ao alto percentual de lipideos,
seu principal componente em termos quantitativos, com teores variando de 45,85% a
52,64% da matéria seca (ROGEZ, 2000). Os lipideos aparecem como compostos
majoritarios na polpa (50,88 g/100 g ms). Em relacédo aos acidos graxos, as maiores
quantidades encontradas sdo de acidos graxos monoinsaturados (3,47 g/100 g de
polpa) sendo o maior representante o 4cido oleico (18:1 ou w9) com 3,29 ¢g/100 g de
polpa ou 59,79 g/100 g ms. O valor encontrado neste estudo foi ligeiramente maior
aos resultados encontrados por Nascimento et al. (2008) e Rogez (2000) em frutos de
acai (52 g/100 g ms e 54,90 g/100 g ms, respectivamente). Para os acidos graxos poli-
insaturados (&cidos graxos essenciais) a maior quantidade € representada pela acido
linoleico (18:2 ou w6) com 0,65 g/100 g de polpa e o a-linolénico (18:3 ou wW3) com
0,049/100g de polpa. A legislacao brasileira referente a lipideos totais em polpa de
acai estabelece um teor minimo de 20 g e maximo de 60 g/100 g ms, ou seja, o acai
utilizado nesse estudo esta de acordo com Instru¢do Normativa n° 01, de 07 de janeiro
de 2000 (Regulamento Técnico Geral para fixagdo dos Padrdes de Identidade e
Qualidade para polpa de agai) (BRASIL, 2000).
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O valor energético é parcialmente responsavel pelo éxito do consumo do acai
entre os jovens e atletas da regiao sul e sudeste do Brasil e segundo os dados aqui
apresentados (Tabela 5), 100 g de agai fornecem aproximadamente 64 Kcal. Estes
valores estdo de acordo com Rogez (2000) que afirma que o agai médio, com 12,5%
de sdlidos totais, tem um valor energético de 65,5 Kcal/100 g de produto.

Na composicao do acai, as fibras alimentares aparecem em quantidade como
segundo maior componente em porcentagem, logo apés os lipideos. Segundo Rogez
(2000), a concentracéo de fibras alimentares totais € notadamente elevada, cerca de
25%, quantidade maior que a encontrada em nosso estudo (19,73 g/100 g ms). Essa
quantidade pode variar em funcdo de varios fatores como, por exemplo, o
desenvolvimento de mecanismos de adaptagédo morfoldgica e anatémica das espécies
de acai, em funcdo das caracteristicas ambientais, mudancas climaticas, solos,
pratica de manejo, regime de inundagdes periddicas nas areas de varzea (Yuyama et
al., 2011).

Comparado aos padrdes de identidade exigidos pela Instru¢cdo Normativa n°
01, de 07 de janeiro de 2000 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (BRASIL, 2000), os 9,13 g de proteinas/100 g ms encontrados na polpa estao
acima do limite minimo de 5 g de proteinas/100 g ms, portanto, enquadrando-se dentro
dos padrdes vigentes.

Pode-se concluir que o acai tem muitas propriedades essenciais importantes
na nutricdo humana sendo uma fonte de energia, acidos graxos, minerais e fibras e
por esta razdo é considerado um alimento funcional, auxiliando na preveng¢ao de
varias doencas degenerativas (PACHECO-PALENCIA; TALCOTT, 2010; ROSSO et
al., 2008; YUYAMA et al., 2011).

A polpa de acai apresentou pH igual a 4,78, valores dentro dos padrdes
estabelecidos pelo MAPA, que dispdée uma margem de pH de 4,0 a 6,2 (BRASIL,
2000). Isso demonstra as boas condig¢oes fisico-quimicas da matéria-prima utilizada
nesse estudo, porém, nesse caso, por ser considerada um alimento de baixa acidez
(pH > 4,6), segundo Franco; Landgraf (1996), coloca-se entre os sujeitos a
multiplicacdo microbiana, tanto de espécies patogénicas quanto de deteriorantes. A
baixa acidez da polpa de acai refor¢ca também a necessidade do processamento por
API.



64

5.2. Avaliacao da inativacao de micro-organismos em polpa de acai

5.2.1. Inativacao de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris

A Figura 3 apresenta a cinética de inativacao de Alicyclobacillus acidoterrestris
(AAT) na polpa de acai processada por APl e mostra a paridade dos dados
observados e preditos. O modelo de Weibull (PELEG; COLE, 1998; WEIBULL,1951)
foi 0 modelo matematico capaz de descrever o perfil de inativagao de AAT por API.

Este modelo foi gerado a partir do software GlnaFIT 1.6 no Excel. Entre muitos,
esse modelo supde que a populacao de células ou esporos tém diferentes resisténcias
ao calor e a curva de sobrevivéncia é uma distribuicdo letal cumulativa. Os modelos
cinéticos comumente sao usados para descrever o comportamento de um micro-

organismo alvo ao longo do processo de inativagao.

Alicyclobacillus acidoterrestris CCT 7547
(600 MPa/65°C)

o  Observado
Modelo

Log10(N)
»

0 5 10 15 20 25 30

Tempo(min)

Figura 3- Curva de sobrevivéncia de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris em polpa de agai a 65

°C em combinacgao com alta pressao (600 MPa)

A Equacao 10 foi utlizada para descrever a distribuicdo de Weibull (MAFART
et al., 2002). Para comparacao do modelo obtido, 0os seguintes critérios estatisticos
foram considerados: coeficiente de correlacao (R?) e o erro quadratico médio (RMSE).

N/No= exp (—( t/a)P) (Equacio 10)
Onde:
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No = concentracao inicial de esporos / mL;

N = concentracao de sobreviventes / mL (apés tratamento durante t minutos)

t = tempo (minutos ou segundos)

a= parametro de escala (minutos ou segundos)

B= parametro de forma da curva de sobrevivéncia, usado como indice de desempenho

(adimensional)

Na Equacao 10, N é o numero de micro-organismos que sobrevivem ao
tratamento (UFC / mL); No € o numero inicial da populagdo microbiana e t € o tempo
de tratamento em minutos ou segundos. Os parametros 3 e a sdo, respectivamente,
os parametros de forma e escala da curva. Quando 8 <1, a curva de sobrevivéncia é
para cima céncava, quando 3 > 1, é para baixo concava, e quando = 1, € uma linha
reta em uma escala logaritmica. O valor de a pode ser considerado como uma medida
da resisténcia microbiana ao tratamento (parametro cinético); assim quanto maior o
seu valor, maior a resisténcia do micro-organismo alvo. O coeficiente de correlagédo
(R?) geralmente é aplicado ao comparar modelos com diferentes nimeros de
parametros.

O erro quadratico médio (RMSE), que mede o desvio médio entre os valores
observados e ajustados, € dado pela Equacao 11. Os valores do RMSE que se
aproximam de zero indicam um ajuste mais préximo dos dados do modelo (BUZRUL;
ALPAS, 2004).

. _ 2
RMSE = \/Z(a]ustado observado) (Equa(;ﬁo 11)

n-m

Onde: n é o numero de observacbes € m € o numero de parametros a serem

estimados.

Os resultados encontrados foram a = 0,26 min, B = 0,35 e o tempo de reducao
de quatro ciclos log (4D) obtido pelo modelo foi de 13,5 min. O valor de R? encontrado
no modelo foi 0,9888 e o RMSE igual a 0,2503, sendo que, modelos com R? mais
préximos de 1 e RMSE menores indicam a existéncia de um ajuste estatistico
adequado (SHALINI et al., 2008; SANT'ANNA et al., 2010). Assim como em nosso
estudo, Buzrul; Alpas; Bozoglu (2005) também utilizaram o modelo de Weibull para
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descrever a inativacao de AAT por API (450 MPa) a 35 °C, 45 °C e 50 °C e obtiveram
em média RMSE de 0,31 e R? de 0,96.

O B encontrado em nosso estudo (0,35) possui um valor <1, ou seja, a curva
que mostra a inativagdo possui uma concavidade para cima, evidenciando o que
alguns autores chamam de efeito de cauda ("tailing phenomena”), que a existéncia de
uma fracao resistente (e outra labil) na inativacao dos esporos de AAT.

Em trabalho realizado por Evelyn; Silva (2015) utilizando puré de morango
processado por API, os autores conseguiram bons resultados de inativagdo de
ascésporos de Byssochlamys nivea, porém, encontraram valores de 3 entre 0,46 e
0,66 (=1), indicando uma concavidade ascendente. Estes resultados estdo de acordo
com alguns estudos com outros micro-organismos, obtendo também inativagdo ndo
linear e mostrando que o modelo Weibull foi capaz de prever os resultados da
inativacao (VAN BOEKEL, 2009; WANG et al., 2009; SERMENT-MORENO et al.,
2014; EVELYN; SILVA, 2015a).

O modelo de Weibull também foi o que melhor descreveu a inativagéo por alta
pressao (600 MPa) juntamente com temperaturas de 50 °C a 75 °C de ascésporos de
Neosartorya fischeriem suco de macgéa (EVELYN et al., 2016).

Alicyclobacillus acidoterrestris € uma bactéria ndo-patogénica e formadora de
esporos (DEINHARD et al., 1987; WISOTZKEY et al., 1992), que tem sido associada
a varios incidentes de deterioragdo em sucos de maca e laranja durante a vida de
prateleira. As perdas econdmicas podem ser graves uma vez que este micro-
organismo nao produz gas e a deterioracdo é dificil de ser detectada antes do
consumo. A deterioracdo é caracterizada por um mau gosto/aroma detectado em
concentragdes muito baixas como ppb de guaiacol (ou bromofenol), que podem ser
produzidas a partir de 105e10° células/mL (PETTIPHER et al., 1997).

Uma das caracteristicas mais distintivas de Alicyclobacillus spp. é a presenga
de acidos graxos w-aliciclicos como o principal componente da membrana. Estudos
demonstraram que esses acidos graxos cuidadosamente contribuem para a
resisténcia ao calor do micro-organismo quando uma camada protetora com fortes
ligagcdes hidrofobicas é formada. Em um ambiente de extrema acidez e de alta
temperatura, essas ligacdes estabilizam e reduzem a permeabilidade da membrana
(JENSEN, 1999; KANNENBERG; BLUME; PORALLA, 1984). Em relacao a resisténcia
térmica, estudos relatam valor Desec de processamento térmico de endosporos de

diferentes cepas de A. acidoterrestris em sucos de frutas variando entre 1,5 e 8,7 min



67

(EIROA; JUNQUEIRA; SCHIMDT, 1999; EVELYN; SILVA, 2016; SILVA; GIBBS,
2001).

Com base nos estudos de inativacdo microbiana, duas condigbes foram
escolhidas para prosseguir com as analises durante a estocagem refrigerada (600
MPa/5 min/25 °C e 600 MPa/5 min/65 °C). Também foi analisada a inativagdo de AAT
a 600 MPa/5 min a 25°C e os resultados demostraram reducéo de 1,2 ciclos log de
esporos. Ja para 600 MPa/5 min/65 °C foram obtidos 2,72 ciclos log de reducdo. A
partir dos resultados podemos observar que mesmo usando API foi necessério
aumentar a temperatura de processo para conseguir melhores taxas de inativagao de
esporos de AAT. Esses resultados estdo de acordo com os resultados encontrados
por Silva; Tan; Farid (2012) em suco de laranja. Os autores conseguiram aumentar a
taxa de inativagdo de esporos de 1 ciclo log para 2 ciclos log quando aumentaram a
temperatura de processo de 45 °C para 65 °C e a pressao de 200 MPa para 600 MPa
(ambos os processos por 10 min).

O mecanismo de inativagdo de esporos por APl ndo é completamente
conhecido. Porém, alguns estudos relataram que os esporos germinam primeiro sob
certas condi¢cdes de temperatura/pressado, perdendo sua resisténcia e assim sao
prontamente inativados por APl. Sob pressées muito altas (400 e 800 MPa), existe
uma germinacao induzida de esporos, acompanhada da liberagdo de acido
dipicolinico (DPA) com calcio (Ca) (WUYTACK; BOVEN; MICHIELS, 1998;
RENDUELES et al., 2011). Segundo Black et al. (2007), a liberagao de Ca-DPA leva
a lise do cértex, possivelmente devido aos efeitos nos canais de DPA na membrana
interna ou na prépria membrana do esporo. Apds a germinacao, 0s esporos sao muito
mais sensiveis a agentes como o calor, o pH e a pressdo comparados ao estado de
dorméncia (HONGKANG; MITTAL, 2008).

Até o momento nao foram encontrados na literatura estudos de inativacao de
AAT por API em polpa de agai, no entanto, no trabalho realizado por Pavan (2010)
utilizando suco de acai, foi detectada a presenca de guaiacol. A presenca deste
composto foi relacionada a deterioracdo do produto, principalmente por
Alicyclobacillus acidoterrestris. Os resultados sugeriram que a deterioragdo pode ter
ocorrido no suco ou na fruta antes do processamento, jA que as temperaturas
elevadas e a umidade relativa da area de colheita / producdo podem favorecer o

crescimento microbiano.
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Os esporos deste micro-organismo sao resistentes a pasteurizacao, podendo
crescer em uma ampla gama de temperaturas produzindo off-flavors (EISELE;
SEMON, 2005; PEREZ-CACHO et al., 2007).

Como a concentragcdo de esporos inicial encontrada na polpa de agai foi de
6,13 log UFC/mL e a API reduziu a contagem de esporos para valores abaixo de 5 log
UFC/mL (reducao de 1,2 ciclos log a 600 MPa/5 min/25°C e 2,72 ciclos log a 600
MPa/5 min/65 °C), podemos dizer que os resultados de reducdo encontrados em
nosso estudo sdo vantajosos, uma vez que concentragdes abaixo desse valor podem
ser encontradas nos sucos/polpas, mas estes ndao apresentam caracteristicas de
deterioracdo pois AAT produz guaiacol (substancia que caracteriza odor de
deterioragdo do produto) a partir de concentragbes acima de 5 log UFC / mL de
esporos (PERRIPHER et al., 1997; GOCMEN et al., 2005).

5.2.2. Inativacao de E.coli

Entre os micro-organismos estudados, E. coli foi 0 menos resistente a AP| na
polpa do acai. Como observa-se na Tabela 6, os resultados mostraram que houve
uma reducgao > 6,1 ciclos log em todas as condi¢cées aqui estudadas, demonstrando
que este micro-organismo foi inativado facilmente apds o processamento por API
mesmo na menor condicao de processo (400 MPa/5 min/25 °C).

Alguns estudos relataram que as bactérias Gram negativas sdo menos
resistentes aos efeitos da APl do que as Gram positivas (a parede celular é mais
resistente) (WUYTACK et al., 2002).

Resultados semelhantes foram encontrados por Torres et al (2015) em um
estudo com E. coliO157: H7 em suco de laranja, no qual foi relatado a reducao de 6,5
ciclos log quando o suco foi processado a 400 MPa / 3 min / 25 °C.

Ramaswamy; Riahi; Idziak (2003) estudaram a inativacdo de E. coli em suco
de maca e verificaram que esse micro-organismo € extremamente sensivel ao
tratamento por alta presséo, sendo um pulso de presséao de 400 MPa/25 °C capaz de
inativar toda a populacédo (108 CFU / mL) de E.coli.

E. coli é uma bactéria Gram negativa comumente encontrada nos intestinos de
animais e humanos, sendo considerada o indicador mais especifico de contaminacao
fecal e a possivel presenca de agentes patogénicos nos alimentos (MOHAMMAD,
2005).
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Tabela 6: Média das contagens de E.coliem polpa de agai apds processamento por
API

Amostra E.coli (Log UFC/mL)
Controle 7,10+0,14*
400 MPa/5 min/25 °C <1,0**

600 MPa/5 min/25 °C <1,0**

400 MPa/5 min/65 °C <1,0**

600 MPa/5 min/65 °C <1,0**

** Valores abaixo do limite de detecgdo do método (<1,0 Log UFC/mL). * Valor expresso como média + desvio
padrao

5.2.3. Inativacao de Lactobacillus fructivorans

A Figura 4 apresenta os resultados de inativacado de L fructivorans, em popa
de acai processada por APl e, como se pode observar, todos os processos avaliados
apresentaram resultados de inativacdo de até 4,8 ciclos log de UFC/mL. Nos
processos a 25 °C, o tempo de processo e a pressdo nao influenciaram na taxa de
inativacdo. Quanto a temperatura, observa-se que quando a temperatura é ajustada
de 25 °C para 65 °C, maiores taxas de inativagdo sao obtidas. Nos processos
escolhidos para as analises de estocagem, 600 MPa/5 min/25 °C e 600 MPa/5 min/65
°C, foram obtidos 4,8 e 6,7 ciclos log de reducéo, respectivamente.

O micro-organismo L. fructivorans mostrou sensibilidade consideravel ao
tratamento por API, obtendo taxas de inativacao superiores a 5 ciclos logaritmicos a
uma pressao de 400 MPa quando processado a 65°C/ 5 mim.

Além das leveduras, as bactérias do género Lactobacillus sao encontradas
frequentemente como contaminantes de diversos produtos alimenticios e em especial
em produtos derivados de frutas. L. fructivorans sao classificadas como
homofermentativas e heterofermentativas com base nos produtos da fermentacéo do
acido lactico. Eles s&o ainda classificados em bactérias tolerantes ao alcool (WADA;
MIZOGUCHI, 2007). Lactobacilos heterofermentativos, de forma geral, apresentam
maior resisténcia ao tratamento térmico que espécies homofermentativas (WADA,;
MIZOGUCHI, 2007).
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Figura 4- Efeito da alta pressao isostética na inativagao de Lactobacillus fructivorans CCT 0850 em
polpa de acai processada por API. Letras diferentes nas barras representam diferenca significativa
(p<0,05). Barras em vermelho representam as condicdes que foram selecionadas para
acompanhamento da estabilidade durante armazenamento refrigerado.

As melhores condigbes encontradas no presente estudo e que prosseguiram
para as analises durante estocagem, foram definidas analisando a inativagdo de
esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris nas condicdes de 600 MPa/5 min/25 °C e
600 MPa/5 min/65 °C e a inativagéo de L. fructivorans (4,8 e 6,7 ciclos log de reducao,

respectivamente, nas duas condi¢des acima citadas).

5.3. Efeito da API e do tratamento térmico na atividade das enzimas POD e PPO

A Figura 5 apresenta as atividades da POD e PPO em polpa de acai submetida
a alta pressao a 400, 500 e 600 MPa durante 5 e 15 min a 25 °C e 65 °C. Os resultados
foram expressos como atividade enzimatica relativa (AER) segundo a Equacao 2,
considerando as amostras nao processadas (controle) como 100% de atividade
(indicado pela linha pontilhada nos graficos).

Os resultados para enzima POD (Figura 5-A e 5-B) demonstraram que essa
enzima € termorresistente a 65°C e barorresistente em polpa de acai. Em nenhuma
faixa de pressao/tempo/temperatura utilizados nesse estudo foi possivel conseguir
inativacoes significativas para essa enzima (p>0,05). Os resultados a 65°C (Figura 5-
B) mostraram ativacdo da POD, exceto a 400 MPa/15 min/65 °C. A maior ativagéo foi
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a 500 MPa/5 min/65 °C chegando a um aumento na atividade de 25,0 + 0,3% (p<0,05)
em relacao ao controle. A APl combinada com calor (65 °C) pode romper a estrutura
das células e levar a um maior contato da enzima com outros componentes da célula,
além de alterar a conformacdo da enzima , conduzindo assim a um aumento na
atividade enzimatica (SULAIMAN; SILVA, 2013).

O fendbmeno de ativagao/inativagdo enzimatica sob pressao é bem complexo,
porém, alguns autores afirmam que a ativagao enzimatica normalmente ocorre devido
as interagbes entre os constituintes dos alimentos e a liberagcdo de enzimas e
substratos das membranas vegetais sob pressao ( RASTOGI et al., 2007; HUANG et
al., 2013). Além disso, o0 processo também pode ativar isoenzimas latentes
(GUERRERO-BELTRAN et al., 2005) devido & mudancas na conformacéo enzimatica
que possivelmente expdem novos sitios ativos, levando a um aumento da atividade
enzimatica (HUANG et al., 2013).

Menezes et al. (2008) verificaram que a APl desempenhou efeitos diferentes
sobre a atividade da enzima POD em polpa de acai. A POD teve sua atividade
levemente reduzida em 9,26% em processos de 300 MPa/15 min/25 °C, porém, de
uma maneira geral, a sua atividade foi aumentada, chegando a uma ativacao maxima
de 32,98%, quando tratada a 500 MPa/5 min/25 °C.

Na Figura 5-C, observa-se que para os processos a 500 MPa/5 min, 600 MPa/5
min, 400 MPa/15 min e 600 MPa/15 min, todos a 25 °C, houve aumento da atividade
da enzima PPO em 35,7 = 7,5%, 29,8 + 1,4%, 24,6 + 3,5% e 25,7 = 2,1%,
respectivamente. A menor atividade relativa dessa enzima foi obtida quando a polpa
foi processada a 400 MPa/5 min (104,1 £ 2,6% de AR) nao diferindo estatisticamente
do controle (p>0,05).

Buckow; Weiss; Knorr (2009) observaram uma ativagdo maxima de 65% da
PPO no suco de maca na faixa de 200 a 500 MPa a temperatura ambiente. Em suco
de péssego apods processamento por APl (400 MPa/15 min/25 °C) Rao et al. (2014)
observaram um aumento de 7% na atividade da PPO. Os autores explicaram seus
resultados afirmando que pode ocorrer a ativacao da forma latente da PPO.

Dalmadi et al. (2006) relataram 95% de inativagdo das PPOs de morango a
25°C quando utilizaram pressdes de 800 MPa/15 min.

Para a PPO, os resultados dos processos de API combinado com temperatura
de 65°C (Figura 5-D), mostraram uma sinergia na inativacdo da enzima, e quanto

maior a pressao, maior é o efeito. O tempo de processo sé foi relevante para uma
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maior inativacao quando a polpa foi processada a 600 MPa (p<0,05). Nos processos
a 65 °C, 400 MPa/5 min, 500 MPa/5 min, 600 MPa/5 min, 400 MPa/15 min, 500
MPa/15 min e 600 MPa/15 min, foram encontradas inativacées de 29,7%, 39,1%,
51,5%, 44,8%, 48,4% e 71,7%, respectivamente.

Resultados similares foram obtidos por Sulaiman et al. (2013) para atividade da
PPO, quando processaram puré de morango a 600 MPa/5 min a temperatura
ambiente e entre 29 e 71 °C. Os autores conseguiram reduzir a atividade residual da
PPO de 65% para 9% quando aumentaram a temperatura de processo de 34 °C para
71 °C, ou seja, foi necessario o uso de pressao e temperatura elevada para reduzir a
atividade da enzima.

Alguns estudos relataram que a PPO é mais sensivel a temperatura e a pressao
(CANO; HERNANDEZ; ANCOS, 1997; HENDRICKX et al., 1998) quando comparada
com a POD, havendo maior alteracao estrutural e, consequentemente, modificacdes
na atividade enzimatica. Conforme ocorreu em nosso estudo e segundo Menezes et
al. (2008) e Sulaiman; Silva (2013), o aumento da atividade de PPO sob determinadas
pressdes pode ser revertido com 0 aumento da temperatura de processo, causando
reducao na atividade destas enzimas.

Ludikhuyze et al. (2001) afirmam que sob o ambiente de alta pressao, o
mecanismo de inativagdo enzimatica pode ser hipotetizado semelhante a
desnaturacao proteica, onde a aplicagdo de pressao pode induzir de maneira
reversivel ou irreversivel e parcial ou completo o desdobramento da estrutura nativa
da enzima. Isto conduz eventualmente a uma mudanca na atividade enzimatica pois
a sua especificidade estd relacionada com a estrutura do seu sitio ativo
(CHAKRABORTY et al., 2014).
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Figura 5: Atividade da POD (grupo A e B) e da PPO (grupo C e D) em polpa de agai ap6s processamento por APl a 25 °C e 65 °C. A linha
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Os resultados para inativacao térmica (Figura 6) mostraram inativacao parcial
das duas enzimas estudadas. A POD obteve uma atividade relativa de 60,8% (39,2%
de inativagéo) e a PPO apresentou atividade relativa de 62% (38% de inativagéo).
Rogez (2000) avaliou a pasteurizagdao em polpa de acai e verificou que as duas
enzimas (PPO e POD) s6 sao totalmente inativadas em condicbes elevadas de
tratamento térmico (90 °C/20 min), enquanto que em processos mais brandos (82,5
°C/1 min) foi necessario a acidificacao a pH 3,75 para se obter o mesmo resultado. O
mesmo autor relatou para a POD um valor de D1oocc =2 min e Z =51 °C e para PPO,
Dioocc= 0,4 mine Z = 35 °C.

Liu et al. (2014) estudaram a inativagdo de PPO e POD em néctar de manga e
verificaram a completa inativagéo das enzimas em todas as amostras tratadas a 110
°C/8,6 s e néao foi detectada qualquer atividade durante o armazenamento a 4 °C e 25
°C por 16 semanas. Marszatek; Mitek; Skapska (2015) conseguiram inativar 97,7% e
99,5%, respectivamente, das PPO e POD em puré de morango quanto utilizaram
tratamento térmico a 90 °C por 15 min.

Fortea et al. (2009) estudando a inativacao térmica de PPO e POD em uva,
descreveram que ambas mostraram termoestabilidade semelhante, perdendo mais de
90% de atividade inicial apenas apdés 5 minutos de tratamento a 78 °C e 75 °C,
respectivamente. Em geral, a exposicao de PPO as temperaturas de 70 e 90 °C reduz
a sua atividade catalitica, mas o tempo necessario para a inativagdo depende do
produto (CHUTINTRASRI; NOOMHORM, 2006).
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Figura 6: Atividade da POD e PPO de acai apds processamento térmico 85 °C por 1 minuto. As barras
de erro representam o desvio padrao. Letras diferentes nas barras representam diferenca significativa
(p<0,05).



75

Coma finalidade de aumentar a inativagdo das enzimas POD e PPO,
tratamentos combinados de alta pressdo e de calor (80 °C) foram aplicados nas
amostras de polpa de acai. Os processos realizados foram a 690 MPa por 2 e 5 min
a 80°C.

A temperatura de 80 °C foi escolhida pois segundo Emprapa, 2005,
industrialmente a pasteurizacao de polpa de acgai é realizada com temperaturas entre
80 e 85 °C e os tempos de processo foram escolhidos a partir de dados da literatura.
Quanto a presséo, 690 MPa € a maior pressao do equipamento utilizado.

Os resultados da atividade da POD (Figura 7-A) mostraram termorresisténcia
e barorresisténcia nas duas condi¢des de processo. Mesmo aliando alta pressao com
temperatura elevada, a enzima apresentou estabilidade, diferentemente do observado
para a PPO (Figura 7-B).

Segundo Sulaiman; Silva (2013), a pressao pode ter um efeito protetivo em
relacdo a inativacao pela temperatura, ou entdo o processamento por API pode ter
causado uma liberagcdo aumentada de POD ligadas a membrana, neutralizando o
efeito de inativagdo do calor. Esse fendmeno foi explicado por esses autores que
observaram o efeito protetor da pressurizagao contra a inativacao da temperatura de
PPO em puré de morango dentro do dominio pressao/tempo/temperatura de 200 a
600 MPa/5 min/ 50 °C a 71 °C.

A Figura 7-B mostra que os processos 690 MPa/2 min/80 °C e 690 MPa/5
min/80 °C inativaram, respectivamente, 47,6 + 2,3% e 49,4 + 0,5% da PPO.

A partir dos resultados encontrados, pode-se concluir que, de forma geral, a
API mesmo combinada com temperatura (65°C e 80°C) resultou em menores taxas
de inativagdo, com excecao da PPO, pois o tratamento a 600 MPa/15 min/65°C
resultou em aproximadamente 70% de inativacdo. No caso da enzima POD, o
tratamento térmico (85°C/ 1 mim) foi o mais efetivo na inativacdo da enzima. No
entanto, é importante a avaliagdo do efeito global (atividade enzimatica, cor) dos
tratamentos sobre a qualidade do produto final e estes ndo devem ser avaliados de
forma isolada, o que reforga a relevancia do tratamento por APl em polpa de acai.
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5.4. Efeito da API e do tratamento térmico na determinacao instrumental de cor

A cor é uma importante caracteristica de qualidade e um importante indice que
afeta a percepgéao sensorial e a aceitagédo pelos consumidores de alimentos (MEDINA-
MEZA et al.,, 2015). A Tabela 7 apresenta os resultados de analise de cor apoés
processamento térmico e por APl e a Figura 8 apresenta os resultados de aparéncia
dessas amostras.

A percepcao da cor € o resultado de trés parametros (L*, a* e b*) que séo
dificeis de interpretar de forma independente. Sendo assim, um dos melhores
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parametros para descrever a variagao de cor € a diferencga total de cor (AE), uma vez
que é a combinacgao dos parametros L*, a* e b*.

A diferenca total de cor (AE) foi avaliada segundo Choi et al. (2002), onde os
autores relataram que apenas valores de AE maiores que 2,0 correspondem a
alterac6es de cor visualmente perceptiveis ao olho humano entre duas amostras.

Apesar das altas taxas de inativacdo enzimatica obtidas pelo processamento
térmico em comparacao ao uso da API, o estudo de cor (Tabela 6) demonstrou que o
processo térmico altera a coloragdo da polpa de acai (de violacea para marrom)
fazendo com que haja um aumento nos componentes a* e b*, uma diminuicdo da
luminosidade e um AE = 4,22, que significa a diferenca total de cor da amostra “bem
visivel” ao olho humano em relacdo ao padrao (CHOI; KIM; LEE, 2002; FRANCIS;
CLYDESDALE, 1975).

Tabela 7: Efeito da API e do processamento térmico na cor da polpa de agai

Amostras L* a* b* A€
Controle 28,0510,99 a 3,99+0,07d  1,87%0,53 cdef -
400MPa/5min/25°C  27,68+0,15 abc  4,56%0,07 c 1,71+0,14 ef 0,62
500MPa/5min/25°C  27,81%0,15 abc 4,67+0,29 bc 1,76+0,07 ef 0,63
600MPa/5min/25°C  27,91+0,12ab  4,57+0,18 ¢ 1,65+0,26 f 0,58
400MPa/15min/25°C 27,94+ 0,17 ab 4,76%0,11bc  1,80%0,17 def 0,68
500MPa/15min/25°C 27,87+ 0,18 abc 4,6 0,08 c 1,71+0,15 ef 0,57
600MPa/15min/25°C  28,29+0,29a 4,86+0,18 bc 1,97+0,15 bcdef 0,91
400MPa/5min/65°C 26,98+1,14 ¢ 5,04+0,39b 2,09+0,25 abcde 2,46
500MPa/5min/65°C 27,4+ 0,72 abc 4,90+0,29 bc  2,22+0,31 abcd 1,60
600MPa/5min/65°C  27,95+0,28 ab  4,81+0,24 bc 2,3310,26 ab 1,13
400MPa/15min/65°C  27,99+0,34a  4,82+0,21 bc  2,30+0,22 abc 1,12
500MPa/15min/65°C 27,86+0,12 abc 4,89+0,15 bc 2,351£0,30 ab 1,32
600MPa/15min/65°C 27,91+0,14ab 4,85+0,10 bc  2,31+0,18 abc 1,19
85°C/1min 27,0410,96 bc  5,61+0,32 a 2,47+0,30 a 4,22

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenga estatistica significativa entre as

amostras (p>0,05).
Como observa-se na Figura 8-B, a amostra processada termicamente, quando
comparada ao controle (Figura 8-A), perdeu a cor violacea e adquiriu uma coloragéao
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marrom, o que sensorialmente pode afetar a aceitagcdo do produto pelo consumidor.
O processamento térmico € a tecnologia mais amplamente utilizada na inddstria
alimentar, que garante a seguranga microbiolégica dos produtos e pode inativar
enzimas. As frutas sdo alimentos altamente pereciveis e s&o processadas
termicamente para ajudar a sua preservagao, porém, o tratamento térmico pode trazer
impactos indesejaveis sobre compostos bioativos e sobre parametros sensoriais como
cor, consisténcia e sabor (Butz; Tauscher, 2002), especialmente quando mal
dimensionado.

Os resultados mostraram que para os processos de alta pressao a 25°C nao
houve diferenca (p>0,05) em relagdo a amostra controle para L* (luminosidade) e
b*(tonalidade amarelo-azul), porém, houve aumento do componente a* (tonalidade
vermelho-verde). Em relacdo ao AE, esses processos apresentaram valores que
estdo na faixa nao perceptivel (0,58 — 0,91).

Para os processos de APl a 65°C, os resultados mostraram uma diminuicao
significativa (p<0,05) na luminosidade quando a amostra foi processada a 400 MPa/5
min/65 °C e um AE = 2,46 (perceptivel). A diminuicdo de L * é indicativo de
escurecimento, o qual tem sido relacionado com escurecimento enzimatico por
enzimas oxidativas, tais como PPO (PLAZA et al., 2003). Essa amostra foi a que
permaneceu com maior atividade relativa (70,3 + 2,8%) da PPO apéds processamento
por API. Para todas as outras amostras foi observado um aumento do componente a*
e AE permaneceu abaixo de 2,0 (1,12 - 1,60), o que evidencia que a API juntamente
com temperatura de 65°C manteve a cor das amostras onde a atividade relativa da
PPO permaneceu abaixo de 61%, nao apresentaram alteraces de cor perceptiveis a
olho nu.

Comparando os resultados de alteracdo de cor da polpa de acai apds
processamento por APl e processamento térmico podemos observar a mudanca de
cor como sendo resultado do uso de elevadas temperaturas (= 80 °C) que podem
degradar as antocianinas. Ainda, observou-se que a APl ndo altera de forma
perceptivel a cor do produto final na maior parte das condicées de processo utilizadas
nesse estudo. Produtos contendo altos teores de antocianinas, como é o caso do acai,
durante o processamento e estocagem sao susceptiveis a deterioragcdo na cor
resultante de efeitos combinados da degradacdo de antocianinas e a formacéo de
pigmentos escuros (SKREDE et al., 1992).
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A degradagao de cor visual e o teor antocianinas sao acelerados com o
aumento da temperatura. Em puré de ameixa, Garcia-Parra et al. (2014) também
observaram mudanca de cor apds tratamento térmico a 85°C/5min.

Para os processos a 690 MPa/2 min/80 °C e 690 MPa/5 min/80 °C, apesar dos
resultados obtidos apresentarem boas taxas de inativacdo, a andlise de cor
demonstrou que altas temperaturas provocam uma alteracdo de cor visivel ao olho
humano. Para os dados de cor, todos os parametros L*, a* e b*, aumentaram (p<0,05)
para ambos os processos, apresentando diferencas significativas entre as amostras
controle e processadas. A polpa perdeu sua cor violacea e adquiriu uma coloracao
marrom e, adicionalmente, houve separacéao de fases, evidenciado pelo aparecimento
de goticulas de gordura na superficie da polpa. Sousa et al. (2006) avaliaram a
pasteurizagdo de acai e observaram que o processamento a 100°C/5min alterou
negativamente o sabor e 0 aroma da polpa, além de desestabilizar a emulséo lipidica.
Embora a polpa utilizada neste estudo tenha sido processada a 80°C juntamente com
API, atemperatura de processo e o tempo de 5 minutos podem ter influenciado nesses
resultados.

A 690 MPa/2 min/80 °C e 690 MPa/5 min/80 °C observou-se um AE= 2,11 e
4,34, respectivamente, valores considerados perceptiveis pelos consumidores. Esses
resultados estao de acordo com Garcia-Parra et al. (2014) que reportaram AE=4,99
em puré de ameixa processada a 600 MPa/80 °C por aproximadamente 140
segundos.

Em polpa de acai, a alteragao de cor ndo depende apenas da degradacao por
tratamento térmico das antocianinas, mas também devido ao escurecimento
enzimatico (ROGEZ, 2000).Embora a atividade da POD possa ser parcialmente
responsavel pelas reacbes de escurecimento que ocorrem em frutas e vegetais, pode
ocorrer na presenca de peroxido de hidrogénio (H202), que geralmente é encontrado
em concentracdes muito baixas em células vegetais, ja a PPO catalisa duas reacoes:
a hidroxilacdo de monofendis em difendis e a oxidacado de difendis em quinonas.
(UNDERHILL; CRITCHLEY, 1995; RICHARD-FORGET; GAUILLARD, 1997;
VELJOVIC-JOVANOVIC; NOCTOR; FOYER, 2002; DEGL'INNOCENTI et al, 2005).
Até o momento nao foi encontrado na literatura cientifica publicacbes sobre

tratamentos de preservagéo da polpa de acai por APl com andlise de cor.
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5.5. Acompanhamento da estabilidade durante armazenamento
5.5.1. Atividade enzimatica

Na Figura 9 sdo apresentados os resultados de atividade enzimdtica da
amostra controle e das duas condi¢des escolhidas para as analises de estocagem,
600 MPa/5 min/25 °C e 600 MPa/5 min/65 °C. Estes processos foram escolhidos pois
foram capazes de inativar mais de 4,7 ciclos log de L. fructivorans, e assim capazes
de promover estabilidade microbioldgica a polpa durante estocagem. Processos a 600
MPa por alguns minutos (1 a 2 min) a temperatura ambiente foram considerados
semelhantes & pasteurizacdo térmica de sucos ou polpas de frutas (MUJICA-PAZ, et
al., 2011; RASTOGI et al., 2007). Além disso, o FDA recomenda o uso de pressao
elevada (minimo de 580 MPa) para pasteurizagdo de alimentos de baixa acidez, com
0 objetivo de inativar alguns micro-organismos patégenos. No entanto, o tempo do
processo nao foi estabelecido pela FDA (FDA, 2010), entédo, a pressdao em torno de
600 MPa pode ser considerada adequada para alimentos para fins comerciais.

Os resultados para enzima POD (Figura 9-A) confirmaram que em nenhuma
faixa de pressao/tempo/temperatura utilizada nesse estudo foi possivel conseguir
inativacdes para essa enzima (p>0,05). Os resultados apds 24 h de estocagem a 5 °C
mostraram que a atividade da enzima nao apresentou aumento (p>0,05) tanto para a
amostra controle quanto para as amostras processadas por API.

Na Figura 9-B observa-se que durante a estocagem refrigerada houve um
aumento na atividade relativa da PPO tanto para o controle (aumento de 15,9%)
quanto para as amostras processadas por API, chegando a valores de atividade
relativa de 185,2% apds processo a 600 MPa/5 min/25 °C.

O processo a 600 MPa juntamente com a temperatura de 65 °C tiveram um
efeito positivo na inativagdo da PPO ap6s 5 minutos de processo, obtendo assim
valores de atividade relativa de 48,5%. Porém, durante a estocagem por 24 ha 5 °C
houve aumento na atividade relativa da PPO para 74,4% em relagdo ao tempo Oh
dessa amostra, mostrando que a inativagdo dessa enzima € parcialmente reversivel
apds 24h. Segundo Silva; Weber (1993), a reativacdo da enzima sob o dominio de
alta pressao é possivel se a extensao de sua inativagao esta dentro de um valor limiar
de compressibilidade que permite a reversibilidade. Este valor limiar € uma funcao da
natureza da enzima e seu meio circundante.

Um estudo realizado com puré de ameixa reportou a ativagdo da PPO em 33%
e 40% quando pressurizado a 400 e 600 MPa/7 min/10 °C, respectivamente, e estas
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atividades foram mantidas apés 20 dias de armazenamento a 4°C (GONZALEZ-
CEBRINO et al., 2012).

Assim, pode-se concluir que a POD é mais barorresistente do que a PPO nas
mesmas condi¢gdes de processo para polpa de acgai, possivelmente devido as
diferentes conformacdes estruturais destas enzimas presentes nesta polpa. De modo
geral, a API favorece a diminuicdo do volume de reacdo, conduzindo assim a
alteragdes na conformacdo das enzimas (Hendrickx et al., 1998). Estas alteracdes
podem expor mais ou menos sitios ativos com o consequente aumento ou diminui¢cao
na atividade da enzima (EISENMENGER; REYES-DE-CORCUERA, 2009). Por

conseguinte, a API afeta de forma diferente as enzimas oxidativas do agai.
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Figura 9: Atividade da POD (grupo A) e da PPO (grupo B) de agai apos processamento (0 h) e apds
24h de estocagem refrigerada (5 + 2°C) por APl a 25 °C e 65 °C. A linha pontilhada representa a
atividade enzimatica relativa da amostra controle logo apés processamento (0 h). As barras de erro
representam o erro padrao calculado na média de trés repeti¢bes. Letras diferentes nas barras dentro
do mesmo grupo representam diferencga significativa (p<0,05).

5.5.2. Determinacao instrumental de cor

A Tabela 8 apresenta os resultados de cor (parametros L*, a* e b*) logo apés
o processamento por APl e ap6s 24 h de estocagem refrigerada. Como foi relatado
nesse estudo, logo apds o processamento por APl a 600 MPa/5 min a 25 e 65°C, a
diferenca total de cor permanece com valores ndao perceptiveis (0,66 e 0,90). Os
parametros L* e a* nao apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre as
amostras controles e as processadas por APl quando analisados no mesmo dia de
estocagem, porém, apds 24 h, observou-se um aumento do AE, atingindo valores

entre 3,33 e 3,71 (perceptivel). Esse aumento de diferenca total de cor em relagdo ao
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padrao aumentou durante a estocagem provavelmente devido a ndo inativacdo da
POD e inativacao parcial da PPO ap6s processamento por API. Resultados similares
foram encontrados por Tribst et al. (2016) em puré de batata doce pressurizado a 600
MPa/25 °C por 5 e 30 min. Os autores reportaram maior escurecimento das amostras
apds 24 h quando as enzimas oxidativas nédo foram inativadas por APl. Garcia-Parra
et al. (2014) afirmaram que purés de ameixa apds processamento por APl com maior
atividade de PPO também apresentaram valores menores de L*, ou seja,

evidenciando um escurecimento da amostra.

Tabela 8: Efeito da API na cor da polpa de acai apds processamento (0 h) e apés 24

h de estocagem a 5 °C.

Amostras L* a* b* A€
Controle (0Oh) 29,52+0,11a 2,77+0,20b -0,42+0,16d X
600 MPa/5min/25°C (Oh) 29,1740,10ab 2,51+0,11b 0,09+0,17 c 0,66
600 MPa/5min/65°C (Oh) 29,25+0,15ab 2,79+0,09b 0,44+0,01 c 0,90
Controle (24h) 28,71+0,45 bc 4,66%0,19a 3,6210,21a 3,33
600 MPa/5min/25°C (24h) 28,32+0,66 ¢  4,59+0,33a 2,24+0,18 b 3,44
600 MPa/5min/65°C (24h) 28,6010,11c 4,78+0,20a 2,56+x0,05b 3,71

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenga estatistica significativa entre as
amostras (p>0,05).

5.5.3. Contagens microbioldgicas em polpa de acai armazenada sob refrigeracao

A partir das melhores condi¢gdes de processamento encontradas nesse estudo
(600 MPa/5 min/25 °C e 600 MPa/5 min/65 °C), foram realizadas durante a estocagem
analises microbioldgicas de coliformes (35 °C e 45 °C) e Salmonella sp., conforme
regulamentado pela RDC n° 12 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001). Além de contagem
de bolores e leveduras, micro-organismos mesofilos aerdbios, psicotréficos e
bactérias lacticas.

Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados das contagens microbioldgicas de
polpa de acai armazenada sob refrigeracao. Pode-se observar que para os micro-
organismos aerobios mesofilos, aerébios psicotroficos, e bactérias lacticas, a amostra
controle (nao processada) apresentou elevada quantidade dos micro-organismos
avaliados (acima de 4,74 £ 0,27 log UFC/mL), porém, a legislacao brasileira ndo define
limites especificos para esses micro-organismos em polpas de frutas. A quantificacao
é realizada apenas para se verificar falhas no processamento e/ou nas boas praticas
de fabricacdo. Para esse mesmo grupo de trés micro-organismos citados, verificou-
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se que apos o processamento por APl (600 MPa/5 min/65 °C), as contagens
permaneceram em valores abaixo de 2 log UFC/mL durante 28 dias de estocagem a
5 °C. Em puré de nectarina foi relatada reducao total de pisicotroficos, mesofilos
aerobios, bolores e leveduras apés processamento 450 MPa/10 °C/10 min e 600
MPa/10 °C/5 e 10 min (GARCIA-PARRA et al., 2011).

A Resolucdo RDC n® 12, de 02 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2001), que aprova o Regulamento Técnico
sobre padrées microbiolégicos para alimentos, estabelece como tolerancia para
coliformes termotolerantes em polpas de frutas congeladas, submetidas ou ndo a
tratamento térmico, o valor de 10%g. O parametro para coliformes totais ndao é
empregado, porém, este ensaio foi realizado por ser indicativo da qualidade higiénico-
sanitaria do produto, refletindo as condigdes da matéria-prima. Segundo os dados
encontrados, nenhuma das amostras de polpa de acgai analisadas excedeu ao maximo
permitido, sendo que o NMP/mL variou de <3 a 9,2 para coliformes totais (controle no
dia 0) e para coliformes termotolerantes foi auséncia para 100% das amostras.
Portanto, todos os processos e a amostra controle analisados estavam de acordo com
a Resolugédo RDC n? 12, de 02 de janeiro de 2001 — ANVISA (BRASIL, 2001).

Em nenhuma das amostras de polpa foi detectada a presenca de Salmonella
sp, portanto, para este parametro, as amostras analisadas estavam de acordo com os
padrdes legais vigentes.

A Instrucdo Normativa n® 01 de 07 de janeiro de 2000, do Ministério de Estado
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2000), regulamenta os
padroes de identidade e qualidade para polpa de acai. Para bolores e leveduras, o
produto ndo pode ultrapassar o maximo de 5,0 x 10% UFC/g (3,69 log UFC/mL ou g)
de polpa in natura, seja congelada ou nao, e o limite de 2,0 x 10° UFC/g (3,30 log
UFC/mL ou g) para polpa conservada quimicamente e/ou que sofreu tratamento
térmico. Segundo esse parametro todas as amostras processadas € o controle
inicialmente estavam dentro do limite. A partir da segunda semana de estocagem
refrigerada a amostra controle estava imprépria para o consumo com valores de 5,74
+ 1,05 log UFC/mL. Para as amostras processadas por APl e a pasteurizada (85 °C/1
min), os valores permaneceram abaixo do limite exigido pela legislacao durante os 28
dias de estocagem.

Na contagem de bactérias lacticas, o controle apresentou uma contagem inicial

elevada (4,74 + 0,27 log UFC/mL) sugerindo que a matéria prima poderia estar em
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processo de fermentagcdo, sendo que esse processo acentuou a partir da primeira
semana de estocagem. Isso foi evidenciado pelo aroma frutado e de produto

fermentado que exalava das placas de contagem durante as andlises.

Tabela 9 - Contagens microbiologicas em polpa de agai armazenada sob refrigeracéo
a5°C

Amostra Dias Aerobios Aerdbios Bolores Bactérias Salmonella
de psicotroficos mesofilos e leveduras lacticas sp
estocagem (Log UFC/mL) (Log UFC/mL) (Log UFC/mL) (Log em25¢g

UFC/mL)
0 5,21+0,36a 4,98+0,40b 3,150,21b 4,74+0,27¢c Auséncia
7 2,83+0,49b 3,00+0,00c 2,70+0,00b 5,27+0,50c -
Controle 14 **5,1710,34a 4,56+0,16b 5,7411,05a **6,6310,02b -
21 5,680,062 5,55+0,39ab 6,65+0,08a **7,35x016b -
28 6,30+0,79a 6,25+0,23a 7,25+0,30a 8,51+0,08a Auséncia
0 <1,00+0,00*c 2,66+0,06b <1,00+0,00*b 3,19+0,98a Auséncia
7 <1,00+0,00*c 2,36+0,18b <1,00+0,00*b 2,39+0,24a -
85°C/1 min 14 2,0040,43b 2,33+0,29b <1,00+0,00*b 2,34+0,34a -
21 3,13+0,25a 3,3410,10a 1,15+£0,21a 3,49+0,23a -
28 <1,00+0,00*c 2,55+0,04b <1,00£0,00*b  2,53+0,02a Auséncia
0 <1,00+0,00"b 2,82+0,08b <1,00+0,00*b 2,84+0,01b Auséncia
<1,00+0,00b 2,72+0,18b <1,00+0,00*b 2,77+0,00b -
600 MPa/
14 1,15+1,63ab 2,71£0,02b <1,00+0,00*b 2,82+0,09b -

5 min/25 °C
21 3,77+0,21a 4,18+0,13a 1,7610,08a 4,14+0,06a -

28 2,24+0,09ab 2,77+0,02b <1,00+0,00*b 2,69+0,41b Auséncia
0 <1,00+0,00*a 1,00£0,00%a <1,00+0,00*a 1,4410,37a Auséncia
<1,00+0,00*a 1,2510,32a <1,00+0,00*a 1,8510,21a -

600 MPa/

14 <1,00+0,00*a 1,35+£0,07a <1,00+0,00*a 0,95+0,07a -

5 min/65 °C
21 1,80+1,56a 1,70+0,99a <1,0040,00*a 1,81+1,14a -

28 1,85+1,10a 1,151£0,21a <1,00+0,00*a 1,3510,49a Auséncia

Valores de expressos como média + desvio padrao durante estocagem por 28 dias a 5 °C.

abecde. Médias com letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente, considerando
diferentes dias de armazenamento para o0 mesmo processo (p>0,05).

* Valores abaixo do limite de detec¢do do método (<1,0 Log UFC/mL). ** placas com colbnias de fungo,
odor frutado e fermentado

5.6. Analise sensorial

O perfil dos participantes da pesquisa foi apresentado na Figura 10. Entre os
participantes, 56,7% eram do sexo feminino, 61% estavam na faixa etaria entre 21 e
30 anos e 56,9% apresentavam ensino superior incompleto. A grande maioria dos
participantes (83,9%) era da regido sudeste e costuma consumir agai juntamente com
outros alimentos, tais como xarope de guarand, cereais e frutas (87,3%). Quanto a



87

informacdo sobre a importancia do consumo de acai pasteurizado, 73% dos
participantes disseram saber da importancia desse processo e o0 critério mais
importante no momento da compra seria o0 preco (75,4%) da polpa.

Perfil dos . SEXO

o o o, eminino
participantes (%) Masculino |
FAIXA ETARIA
18-20

21-30

31-40

41-50

51-60
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Ensino Superior
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NATURALIDADE
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83,9

COMO PREFERE CONSUMIR
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N3o

73,8

Figura 10: Perfil dos participantes da pesquisa de analise sensorial de polpa de agai processada por
API

5.6.1.Teste de aceitacao

Os resultados do teste de aceitacao sensorial (Tabela 10), realizado com 118
consumidores de polpa de acai, demostraram que a amostra processada por API a
temperatura ambiente (25 °C) e no menor tempo de processo (600 MPa/5 min/25 °C),
apresentou uma maior nota de aceitacdo (5,03) em relagdo a amostra que sofreu
processo térmico (85 °C/1 min), mas sem diferenca estatistica (p>0,05) em relagdo ao
controle e aos outros processos de API. Essa maior aceitacdo esta provavelmente
relacionada com a textura e a aparéncia, pois as notas desses dois atributos foram as
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maiores para essa amostra. No questionario recebido pelos consumidores essa
amostra também foi a mais citada em relacao aos atributos de textura, sendo atribuida
a ela uma caracteristica mais consistente.

A amostra que obteve pior aceitagédo, nota 3,18 para impressao global, foi a
amostra processada por tratamento térmico (85 °C/1 min). A baixa aceitagdo dessa
amostra provavelmente foi causada pelo atributo de sabor, pois a mesma apresentou
uma média muito baixa para esse atributo (2,48). No teste de free listing os
consumidores atribuiram para essa amostra algumas caracteristicas como: sabor
amargo, sabor de terra, sabor adstringente e separacao de gordura. Na aparéncia,
era possivel observar a separacao da fase lipidica da polpa, provavelmente devido ao
tratamento com alta temperatura (85 °C). Sousa et al. (2006) avaliaram a
pasteurizagdo de acai e observaram que o processamento a 100 °C/5 min alterou
negativamente o sabor e 0 aroma da polpa, além de desestabilizar a emulséao lipidica.

Em relacéo aos atributos avaliados de impressao global, aparéncia e aroma, as
amostras processadas por APl ndo diferiram (p>0,05) do controle e um aumento no
tempo de processo de 5 para 15 min nao influenciou (p>0,05) a percepcao do
consumidor tanto nos processos a 25 °C como a 65 °C.

Tabela 10 — Resultado do teste de aceitagao sensorial

Amostras Impressao Aparéncia Aroma Sabor Textura
Global

Controle 4,322 5,432 5542 3,66° 4,33b
85°C/1min 3,18° 4,68 ° 4,80° 248¢ 3,92°
600 MPa/5 min/25 °C 5,032 6,102 5,992 4,562 5,232
600 MPa/15 min/25°C 4,67 2 5,512 5802 4,16 4,60 2
600 MPa/5 min/65 °C 4,552 5,632 6,162 4,342 4,39°
600 MPa/15 min/65°C 4,602 5,842 6,082 4312 4,63 2

abcde. Médias com letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente (p>0,05).

Para os resultados obtidos no teste de intengao de compra (Figura 11), 81,4%
dos consumidores disseram “Nao” (“certamente ndo comprariam” ou “provavelmente
nao comprariam”) a amostra processada por tratamento térmico, enquanto para a
amostra processada por APl (600 MPa/5 min/25 °C), 29,7% dos consumidores

disseram “Sim” (que “certamente comprariam” ou “provavelmente comprariam”). Vinte
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e cinco por cento (25%) dos consumidores ficaram em duvida se comprariam a
amostra mais aceita, pois alegaram caracteristicas como: falta de agucar e sabor
amargo, ja que as amostras foram servidas in natura. 1sso evidencia que o consumidor
do sul/sudeste (88,2%), que correspondem a maioria dos consumidores que
participaram da pesquisa, preferem consumir polpa de acai juntamente com outros
acompanhamentos como frutas e xarope de guarana, ou seja, um acai mais doce.
Dependendo da regido brasileira (Rio de Janeiro e Sdo Paulo), o produto a base
de acai é preparado adicionando acucar e extrato de guarana (Paullinia cupana var.
sorbilis) (KLEIN et al., 2012). Entretanto, a concentragcdo de extrato de guarana
também influencia a dogura final. Em nosso estudo ndo foram adicionados agucar e
xarope de guarana, pois poderiam influenciar na percepc¢do de sabor. Em estudo
realizado por Montenegro; Pereira; Melo (2013), em acai adicionado de xarope de
guarana, os autores relataram que muitos provadores sentiram um forte amargor nas
amostras do acai. Esse amargor foi explicado pela presenca de cafeina, presente em

guarana, que possui um sabor amargo e caracteristico.
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Figura 11: Intenc&o de compra das amostras de polpa de acgai

Em um trabalho realizado por Alexandre et al. (2004), os autores verificaram
que a amostra de acai pasteurizada termicamente e sem adicdo de sacarose foi a
menos aceita pela maioria dos consumidores em relacdo a amostra com 40% e 25%
de sacarose, apresentando notas inferiores a 4,5 nos atributos de aroma, sabor e

impresséao global.
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Para o atributo aroma todas as amostras processadas por APl apresentaram
notas superiores ao tratamento térmico (Tabela 10). Em relacao ao sabor, o processo
a 600 MPa/5 min/25 °C apresentou nota 4,56 que foi superior ao controle e ao
tratamento térmico. Os resultados aqui encontrados estdo de acordo com os
resultados encontrados por Liu et al. (2016) em suco de pepino. Os autores avaliaram
amostras processadas por API (500 MPa/5 min/20 °C) e compararam com tratamento
térmico (110 °C/8,6 s). O suco tratado por APl mostrou pontuagdes mais altas para
aceitabilidade geral do que o suco tratado termicamente. Com base nos resultados
encontrados podemos concluir que a APl pode ser usada como alternativa para
produzir polpa de acai com boa aceitacao sensorial.

Aliada a analise de variancia e testes de médias, o mapa de preferéncia interno
pode complementar a analise de aceitacdo de um produto, permitindo conhecer a
preferéncia individual dos consumidores ou grupo de consumidores em relacdo ao
conjunto total deles, algo que nao é possivel quando se faz uma analise através das
médias de avaliagdo. O mapa de preferéncia € gerado a partir das respostas dos
consumidores com relacdo a impressao global sobre o produto (CADENA; BOLINI,
2011).

Observando as dimensodes 1 e 2 (F1 e F2) do grafico do mapa de preferéncia
interno (Figura 12), elas explicaram 50,76% da variagcdo em aceitacao do consumidor
de polpa de agai, com 29,15% e 21,61% na primeira (F1) e na segunda (F2) dimenséo,
respectivamente. A maioria dos consumidores (pontos vermelhos) esta localizada no
lado direito do mapa fornecendo evidencia que o controle e todos tratamentos por API
foram preferidos pela maioria dos consumidores pois esses estdo alocados na
proximidade da maioria desses pontos. A amostra controle e as 600 MPa/5 min/25 °C
e 600 MPa/15 min/25 °C sdo as mais proximas entre si e estdo localizadas
positivamente nas duas dimensdes do grafico. No lado oposto estd a amostra
processada termicamente (85 °C/1 min) que esta localizada negativamente na
dimensdo 1(F1) do grafico e distante das outras amostras e dos consumidores

evidenciando ser a amostra menos aceita.
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Figura 12: Mapa de preferéncia interno das amostras de polpa de agai

Na mesma ficha do teste da aceitacao, foi avaliado o ideal de cor das amostras
de acai, utilizando-se uma escala do ideal de nove pontos (DRAKE, 2007). A escala
JAR (Just About Right) utilizada foi a seguinte: 1 (extremamente menos escuro que o
ideal), 2 (muito menos escuro que o ideal), 3 (moderadamente menos escuro que 0
ideal), 4 (ligeiramente menos escuro que o ideal), 5 (ideal), 6 (ligeiramente mais escuro
que o ideal), 7 (moderadamente mais escuro que o ideal), 8 (muito mais escuro que o
ideal) e 9 (extremamente mais escuro que o ideal).

A Figura 13 apresenta os dados de ideal de cor das amostras processadas.
Como pode ser observado na mesma, em relagédo a cor, o controle foi avaliado como
ideal para pelo menos 61% dos consumidores. Para a amostra pasteurizada (85 °C/1
min), 43% avaliaram como ideal, porém, 41% disseram que a cor dessa amostra
estava entre “ligeiramente mais escura que o ideal” ou “extremamente mais escura
que o ideal”’. Para as amostras processadas por APl a cor estava ideal para 61%, 56%,
50% e 63% para os processos a 600 MPa/5 min/25 °C, 600 MPa/15 min/25 °C, 600
MPa/5 min/65 °C e 600 MPa/15 min/65 °C, respectivamente. A partir dos resultados
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podemos concluir que o processo de APl ndo afetou negativamente a cor da polpa de
acai para mais da metade dos consumidores consultados, sendo esse um atributo
extremante relevante para aceitacdo desse produto. Até 0 momento nao haviam sido
registrados trabalhos com APl em polpa de acai avaliando sensorialmente a cor do
produto final.

Controle 85°C{1min G00MPa/5min/25°C
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Figura 13: Ideal de cor das amostras de polpa de acai.

*Escala do ideal: 9 — extremamente mais escura que o ideal; 8 — muito mais escura que o ideal; 7 —
moderadamente mais escura que o ideal; 6 — ligeiramente mais escura que o ideal; 5 — ideal; 4 —
ligeiramente menos escura que o ideal; 3 — moderadamente menos escura que o ideal; 2 — muito menos
escura que o ideal; 1 — extremamente menos escura que o ideal

5.6.2. Free listing

Segundo Rusell Bernard (2005), o free listing € uma metodologia qualitativa
simples muito utilizada em antropologia e consiste em pedir para os participantes
listarem tudo o que eles sabem sobre qualquer idéia, por exemplo, sobre frutas,
marcas ou animais. A metodologia foi apresentada para o consumidor de alimentos
por Hough; Ferraris (2008) para se obter uma visdo da percepgcao do consumidor em

relagdo as frutas. Atualmente, esta sendo utilizada cada vez mais na ciéncia para
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investigar a percepcao dos consumidores em relacdo aos alimentos (ARES;
GIMENEZ; GAMBARO, 2008; GUERRERO et al, 2010). Segundo varios autores, os
itens com o maior numero de mengdes e 0s primeiramente lembrados sao os mais
relevantes para os consumidores (ANTMANN et al, 2011).

O teste de free listing da polpa de agai gerou uma lista com um comprimento
médio de 18 itens, variando de 62 a 1 citagdo. A implementacao do free listing permitiu
obter um vocabulario representativo para os quatro atributos sensoriais: aparéncia,
aroma, sabor e textura. Um total de 10 descritores foram desenvolvidos, 4 dos quais
foram relacionados ao sabor do atributo (amargo, terra, adstringente, sem acgucar)
seguido de textura (3 descritores — arenosa, fluida e consistente), aparéncia (2
descritores — separagado de gordura e cor escura) e aroma (1 descritor, doce). Os
resultados enfatizaram a importancia do atributo sabor na percepcdo dos
consumidores, evidenciando a necessidade de otimizacao desse atributo durante o
desenvolvimento de produtos com polpa de acai.

Durante a aplicacao do free listing, a relevancia de um termo é um dominio
cognitivo definido por dois fatores: a frequéncia de mengdes e a ordem do descritor
sensorial na lista fornecida pelos consumidores. Quando analisados simultaneamente,
esses dados fornecem uma analise mais relevante sobre a importancia de cada termo
na opiniao do consumidor. Sobre isso, os atributos mais importantes listados séo
aqueles citados por um numero maior de consumidores que se classificam nas
principais posicoes da lista (LIBERTINO et al., 2012). No entanto, o uso desses dois
fatores por si sé fornece informacgdes diferentes (GINON et al., 2014; ARES et al.,
2014). Portanto, é necessario um parametro quantitativo para expressar esses dois
fatores. Assim, o uso de coeficientes de saliéncia como o indice de Saliéncia Smith
usado neste estudo se faz necessério (LIBERTINO et al., 2012).

A Tabela 11 mostra os valores do indice de Saliéncia de Smith (ISS) dos varios
descritores sensoriais de cada amostra e a freqiéncia de mencgdes (NC) e a posicao
média (OM) desses atributos na free listing. Os valores de ISS apresentaram alta
variacdo em relagédo a todos os descritores que caracterizam o conjunto de amostras.
A amostra controle exibiu os valores mais elevados de SSI para sabor amargo (0,317)
e textura fluida (0,323), enquanto que a amostra tratada termicamente (85 °C/1 min)
apresentou os valores mais altos para sabor amargo (0,375) e para o descritor
separacao de gordura, embora ndo tenha um ISS elevado (0,089). Entre as amostras
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processadas por APIl, 600 MPa/5 min/25 °C apresentou o ISS mais elevado para o
termo descritor textura consistente (0,340) e foi citada por 49 consumidores.

Em relagdo ao numero de citages e a posicao media do descritor na lista, o
descritor de sabor amargo geralmente apresentou valores elevados,
independentemente da amostra, com valores de 62, 51, 50 e 1,64, 1,63 e 1,53,
respectivamente. Nesse contexto, esse descritor pode ser mais relevante para essa
categoria de produto, porque ele € mais frequentemente listado (HOUGH; FERRARIS,
2010) e, portanto, deve ser considerado no desenvolvimento de produtos com polpa
de acai.

Curiosamente, no teste de escala do ideal para cor, todas as amostras, exceto
a pasteurizada, apresentaram esse atributo como ideal para mais de 50% dos
consumidores. Ja no free listing o descritor cor escura foi mencionado. Embora seja
um atributo relevante no conjunto de amostras em estudo, ele apresentou valores de
indice saliéncia intermédios, variando de 0,055 (600 MPa/15 min/65 °C) a 0,129 (85
°C/1 min), o que pode ser relacionado a uma percep¢ao semelhante desse descritor
em todas as amostras, embora a amostra pasteurizada e a 600 MPa/5 min/25 °C
tenham 23 e 25 citagdes, respectivamente.



Tabela 11: indices calculados para os 10 termos descritores e nimero total de entrevistados (n = 118).
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Controle 85 °C/1 min 600 MPa/ 600 MPa/ 600 MPa/ 600 MPa/
5 min/25 °C 15 min/25 °C 5 min/65 °C 15 min/65 °C

ISS NC OM ISS NC OM ISS NC OM ISS NC OM ISS NC OM CS NC OM
Aparéncia
Separacao 0,018 3 2,00/| 0,08 13 1,54 0,023 4 1,75 | 0,012 2 2,00 {0,053 8 1,75 {0,025 4 1,50
de gordura
Cor escura 0,101 18 194 0,129 23 1,87 | 0,149 25 1,84 | 0,127 18 1,39 0,109 20 1,900,055 11 1,91
Aroma
Doce 0,052 8 1,38 0,021 4 2,25 | 0,035 8 2,13 (0,044 7 1,71 | 0,026 4 1,750,036 5 1,60
Sabor
Amargo 0,317 50 1164|0375 62 1,40| 0,263 43 1,63 10,343 51 1530339 49 1,510,268 42 1,50
Terra 0,040 5 1,20 0,035 5 1,40 | 0,008 1 1,00 | 0,021 3 1,33 | 0,018 3 1,67 | 0,030 4 1,25
Adstringente | 0,102 13 1,15 | 0,088 13 1,54 | 0,030 5 1,80 | 0,044 9 1,67 | 0,021 3 1,33 | 0,058 9 1,33
Sem agucar 0,083 13 1,62 | 0,049 9 1,89 | 0,105 16 1,69 | 0,061 12 1,92 |0,047 9 2,0 (0,095 13 1,38
Textura
Arenosa 0,105 18 1,78 | 0,106 18 1,78 | 0,094 13 1,77 10,167 25 1,76 10,169 27 1,67 (0,136 23 1,70
Fluida 0,323 48 1,56 0,244 37 1,54 | 0,131 23 1,17 | 0,297 43 1,47 10,244 36 1,580,219 29 1,38
Consistente | 0,056 9 1,67 0,084 13 1,69 0,340 49 1,45 0,116 19 1,74 0,177 23 1,220,162 27 1,70

ISS: indice de saliéncia de Smith’s; NC: nimero de citacées; OM: ordem média
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A Figura 14 mostra a Andlise de Componentes Principais (ACP) dos dados de
free listing, usando os valores do indice de saliéncia (ISS). Usando duas dimensdes
(F1 e F2) foi relatado 70,92% da variancia dos dados experimentais, sendo 42,08% e
28,84% na primeira (F1) e segunda dimensao (F2), respectivamente. A amostra
controle foi associada aos descritores sensoriais de sabor adstringente, sabor de terra,
textura fluida e aroma doce. A amostra pasteurizada (85 °C/1 min) foi relacionada aos
descritores sabor amargo, separagao de gordura e textura arenosa. Para as amostras
processadas por APl a 600 MPa/5 min/25 °C e 600 MPa/5 min/65 °C foram associados
aos descritores cor escura e textura consistente. O descritor sem acucar foi associado
a amostra processada a 600 MPa/15 min/65°C.

Correlacionado a andlise do mapa bidimensional e o teste de aceitagao,
podemos observar que a baixa aceitacdo da amostra pasteurizada no atributo sabor
(nota 2,48) sugere que o sabor amargo (dados de free listing) dessa amostra
realmente foi o atributo que mais influenciou negativamente na aceitacdo. Para a
amostra 600 MPa/5 min/25 °C que obteve maior nota em textura (5,23), podemos
afirmar que a textura consistente (dados de free listing) foi o atributo que influenciou
positivamente na aceitagdo. Free listing tem sido cada vez mais utilizada em varios
estudos sobre ciéncia do consumidor, sendo relatado na literatura estudos para se
verificar a relevancia das caracteristicas de pacote de sobremesas de leite (ARES;
DELIZA, 2010), bem como para entender melhor os processos de tomada de deciséo
do consumidor ao comprar vinho (GINON; ARES; ISSANCHOU; LABOISSIERE;
DELIZA, 2014).Em um estudo realizado por Santos et al. (2015), os autores também
utilizaram a metodologia de free listing para descrever as caracteristicas sensoriais de
salsichas fermentadas com baixo teor de sédio.

Os resultados apresentados pelo teste free listing sdo consistentes sob o0s
aspectos envolvidos na tecnologia de processamento de polpa de acai por APl e

tratamento térmico, uma vez que refletem a percepcao dos consumidores.
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Figura 14: Representagéo das amostras e dos atributos na primeira e segunda dimensdes da andlise
de componentes principais (ACP) realizada nos dados de free listing.

*F1(dimenséo 1) e F2 (dimenséao 2).

5.7.Anadlise de compostos bioativos

Em relagédo a extracdo de compostos bioativos, os solventes organicos como o
etanol, metanol, acetato de etila e as suas misturas com agua tém sido amplamente
utilizados, sendo que o etanol e a 4gua sao os solventes por exceléncia, muito devido
a sua baixa toxicidade e elevados rendimentos (FRANCO et al., 2008). A principal
desvantagem das extra¢des convencionais com solventes é o seu baixo rendimento
em antioxidantes com baixa polaridade ou lipossoluveis (carotendides) (FRANCO et
al., 2008). A solubilidade dos polifendis vai depender principalmente dos seus grupos
hidroxila, do tamanho molecular e do comprimento do hidrocarboneto (FRANCO et al.,

2008). Varios métodos de extracdo foram desenvolvidos com o objetivo de aumentar
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o rendimento de extracdo dos compostos com baixa polaridade e lipossoluveis, como
as extracOes assistidas por ultra-som, extracées com fluidos supercriticos, extracao
por micro-ondas, e também por alta pressédo (POEJO, 2011).

No presente estudo, os extratos utilizados para quantificagdo de compostos
funcionais foram elaborados utilizando agua como solvente. Deste modo, os
resultados aqui encontrados podem nao apresentar altos teores de compostos como
antocianinas e fendlicos totais como reportados na literatura, uma vez que o objetivo
principal foi comparar os resultados entre a amostra controle (sem processamento), a

pasteurizada termicamente e as processadas por API.

5.7.1. Antocianinas

Na Figura 15 sdo apresentados os teores de antocianinas monoméricas. Na
amostra controle foram encontrados 25,74 + 0,78 mg C3G/100 g de polpa. Esses
dados estao de acordo com dados encontrados por Constant (2003), que analisou o
teor total de antocianinas no fruto e na polpa de agai e constatou valores de 127,86
mg/100 g de fruto e 27,0 mg/100 g de polpa com predominio de cianidina-3-glicosideo
e cianidina-3-rutinosideo.

Rogez (2000) mostrou que os teores de antocianinas variaram de 34 a 702 mg
por 100 g de acai médio. Rufino et al. (2010) encontraram teor de antocianinas de
111,0 mg/100 g de peso fresco (expresso como cianidina 3-glicosideo ou malvidina-3-
glicosideo), porém, os autores utilizaram metanol/agua/acetona como solventes de
extracdo. Segundo Constant (2003), na literatura cientifica, as quantidades de
antocianinas em acai sdo bastante divergentes, principalmente dada a terminologia
empregada referenciando o agai como o fruto propriamente dito, € ndo a bebida, e
vice-versa. Além disso, a metodologia adotada para a extracdo e quantificacao
também contribui para essa diferenca, e ainda a ampla variabilidade da matéria-prima,
especialmente, quanto a sazonalidade e a regiao produtora.

Os dados apresentados na Figura 15 demostram que para antocianinas
monomeéricas, em compara¢cao a amostra controle, ambos os processos a 600 MPa
tanto a 25 °C como a 65 °C, aumentaram (p<0,05) em 37,6% e 36,5%,
respectivamente, a quantidade extraida desse pigmento na polpa processada.

Embora o processamento da polpa de agai por APl nado tenha inativado
totalmente as enzimas oxidativas (PPO e POD) de compostos fendlicos, entre eles as

antocianinas, pode-se observar que houve um aumento na capacidade de extracao
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das mesmas. Segundo Ferrari et al. (2010), as antocianinas de diferentes alimentos
liquidos (sucos de frutas vermelhas) sdo estaveis ao tratamento com API a
temperaturas moderadas.

Em relagdo ao resultado obtido a partir do tratamento térmico (85 °C/1 min),
houve reducéao (p<0,05) do teor de antocianinas em 16,3%. Essa reducao pode ser
explicada pois a temperatura tem efeito deletério sobre as antocianinas quando
submetidas ao calor, durante o processamento e/ou estocagem de alimentos. O
impacto do processamento térmico em polpa de agai foi determinado por alguns
autores que realizaram processamento (90 °C/ 10 minutos ou 100 °C/ 5 minutos) com
acai pré-embalado em sacos (SOUSA et al., 2006) e com envase posterior ao
processamento utilizando alta temperatura por curto tempo (HTST) (82,5 °C / 60 s)
(ROGEZ, 2000). Nas diferentes condi¢cées avaliadas, o processamento térmico foi
capaz de garantir adequada inativacdo microbiolégica, entretanto, uma intensa
reducao na concentracdo de antocianinas e alteracdo sensorial, com separacao de
fase lipidica da polpa e mudanga de cor, foi verificado no processo mais intenso (100
°C/5 minutos).

Para o teor de antocianinas ap6s aplicacao de API, os resultados encontrados
neste estudo foram bem superiores aos encontrados por Barba; Esteve; Frigola
(2012b) em suco de blueberry processado por APl a 400 MPa/25 °C/15 min. Os
autores conseguiram um aumento de apenas 16% na extracao desses compostos.

Poucas sdo as pesquisas voltadas ao estudo do impacto da API nas
propriedades funcionais dos alimentos. Em estudo realizado por Liu et al. (2016) em
Lonicera caerulea berry (fruta nativa da Sibéria), o teor de antocianinas também
aumentou 5,80 e 6,84% quando submetido a tratamento com APl a 200 MPa durante
5 e 10 minutos, respectivamente. Assim, os autores justificaram que a API tornou as
antocianinas mais acessiveis para extracao.

Alguns estudos demonstraram que a extragdao de compostos bioativos por alta
pressao pode proporcionar maiores rendimentos de processo, ao mesmo tempo em
que sdo menores 0s efeitos na estrutura e atividade antioxidante dos mesmos. O uso
de HIP aumenta as taxas de transferéncia de massa, aumenta a permeabilidade
celular e aumenta a difusdo de metabolitos secundarios (DORNENBURG; KNORR,
1993; CHEFTEL, 1995; TOKUSOGLU; DOONA, 2011 a, b).

Em geral, o processamento por APl ndo diminuiu os teores de antocianinas em

fruta, porém, grande parte dos trabalhos relatam a elevagcdo dos niveis de
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antocianinas, atribuida a maior extracdo destas em alimentos processados pela
referida tecnologia. A integridade da matriz, a intensidade e o tempo de pressurizacao
e a temperatura sdo aspectos que devem ser observados nas pesquisas com

alimentos ricos em antocianinas submetidos a API.
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Figura 15- Efeito da APl no teor de antocianinas monoméricas em polpa de acai ap6s 24 h do
processamento a,b,c : Médias com letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente
(p>0,05).

5.7.2. Compostos fendlicos totais.

Na Figura 16 sdo apresentados os dados de compostos fendlicos totais. A
qguantidade de fendlicos totais encontrados na amostra controle (in natura) de polpa
de acai foi 230,75 £ 4,39 mg GAE / 100g de polpa. Esses valores estao abaixo dos
valores encontrados por Rufino et al (2010) (454,0 mg GAE / 100g), esses dados
podem ser justificados pois os autores utilizaram como solvente de extracao
metanol/acetona/agua, o que provavelmente aumentou o rendimento da extracéao.
Conforme descrito em alguns trabalhos, diferentes extratos hidroalcéolicos,
alcodlicos e organicos apresentam respostas diferentes em métodos distintos (GIADA,
MANCINI FILHO, 2008; VIDAL et al., 2009)

Os dados apresentados na Figura 16 demostram que para fendlicos totais,
ambos os processos a 600 MPa tanto a 25 °C como a 65 °C, aumentaram em 11,44%
e 10,25%, respectivamente, a extracao de compostos fendlicos na polpa de agai em
relacdo a amostra controle. Fazendo uma relagdo com o teor de antocianinas, que

sédo os compostos fendlicos majoritarios em acai, os resultados estdo de acordo, ou
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seja, para as amostras processados por APl a extragcao de antocianinas aumentou
assim como a de fendlicos totais. Para a amostra pasteurizada esses valores
(antocianinas e fendlicos totais) foram menores nas duas analises.

Alguns trabalhos relataram que a APl aumenta a taxa de dissolugdo dos
compostos bioativos. Sob alta pressdo, uma permeacao rapida é observada devido a
grande pressao diferencial entre o interior da célula e o exterior das membranas
celulares (ZHANG et al., 2005). Esta situacdo aumenta a penetragdo do solvente
através das membranas quebradas das células ou aumenta a taxa de transferéncia
de massa devido ao aumento da permeabilidade (SHOUQIN et al., 2004). Isto significa
que, quanto maior a pressao isostatica, mais solvente pode entrar na célula. Mais
compostos podem permear a membrana celular, 0 que poderia causar o maior
rendimento de extragcdo (SHOUQIN et al., 2004; ZHANG et al., 2005). Em outras
palavras, a capacidade de extracao de constituintes fendlicos pode aumentar por API
e as amostras pressurizadas mantém niveis mais elevados de compostos bioativos.
Estudos sobre efeitos de preservacdao de alta pressdo sobre compostos fendlicos
totais, determinaram que esses compostos ndo foram afetados ou realmente
aumentaram (maior extracdo) apds o tratamento com alta pressao (ZHANG et al.,
2005; CORRALES et al., 2008; PRASAD et al., 2009; TOKUSOGLU et al., 2010).

Diversos autores tém relatado maior concentracdo e estabilidade dos
compostos bioativos quando as frutas sdo processadas por API. Barba et al. (2011),
compararam os efeitos da API (100 a 400 MPa /20 a 42 °C /2 a 9 min) e 0s processos
térmicos (90 °C durante 15 ou 21 s e 98 °C durante 15 ou 21s) em suco de laranja.
Os autores constataram que os niveis de compostos fendlicos totais foram maiores
nas amostras processadas por API, atingindo um aumento maximo de 22% (100 MPa
/7 min) e as amostras processadas termicamente aumentaram 8-17% em
comparac¢ao com as amostras nao processadas.

Em nosso estudo, o0 aumento no contelddo de compostos fendlicos pode estar
relacionado a maior extracao de alguns dos componentes antioxidantes das células
vegetais pelo processamento por alta pressdo (CARBONELL-CAPELLA et al., 2013;
BARBA et al., 2012), que promove uma descompartimentalizacdo da matriz celular do
vegetal, onde os compostos se encontram alojados (BUTZ; TAUCHER, 2002).
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Figura 16- Efeito da APl no teor de compostos fendlicos totais em polpa de acai apés 24h do
processamento.

a,b,c : Médias com letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente (p>0,05).

5.8. Atividade antioxidante

Numerosas sdo as metodologias para a determinagdo da capacidade
antioxidante e elas podem estar sujeitas a interferéncias, por isso, atualmente
preconiza-se a utilizacdo de duas ou mais técnicas, ja que nenhum ensaio utilizado
isoladamente para determinar a capacidade antioxidante ira refletir exatamente a
capacidade antioxidante total de uma amostra (HUANG; PRIOR, 2005; PRIOR et al.,
2005).

Baseado nas reacdes quimicas envolvidas, a maior parte dos métodos usados
para avaliar a capacidade antioxidante pode ser dividida em duas categorias: (1)
baseados na reacao de transferéncia de elétrons, representado pelo método FRAP,
(2) baseado na reagao de transferéncia de atomos de hidrogénio, representado pelo
ORAC (Huang; Prior, 2005). Essas metodologias in vitro tém sido frequentemente
usadas para estimar a atividade antioxidante em frutas. Como esses ensaios
antioxidantes sdo baseados em diferentes mecanismos usando diferentes fontes
radicais ou oxidantes (USDA, 2010), os resultados obtidos sdo expressos em
diferentes unidades e, portanto, ndo podem ser comparados diretamente (USDA,
2010). O ORAC é um dos métodos mais comumente utilizados para medir a
capacidade antioxidante de extratos alimentares, amostras biolégicas e compostos
puros (PRIOR et al., 2007; KANG et al., 2012, FRAGOSO et al., 2013,). E um teste
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que tem como principio a inibicdo da acao de agentes oxidantes como compostos do
tipo azo (Dicloridrato de 2,2-azobis(2-metilpropionamidina) — AAPH) por agentes
antioxidantes (DAVALOS; GOMEZ-CORDOVES; BARTOLOME, 2004).

O método do poder redutor do ferro (FRAP) é baseado na medida direta da
habilidade dos antioxidantes (redutores) do extrato reduzirem em meio acido (pH 3,6)
o Fe®+a formar o Fe?*. O Fe?* reage com o 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5—triazina TPTZ
formando o complexo de intensidade azul, comparando com a for¢a antioxidante
em meio plasmético (BENZIE; STRAIN, 1996).

Como se pode observar na Figura 17, pelo método FRAP e ORAC, os valores
de capacidade antioxidante encontrados para amostra controle foram de 31,46 umol
TE/g e 46,71 umol TE/g, respectivamente. Analisando ambas as metodologias, pode-
se observar que as amostras processadas por APl ndo mostraram aumento da
capacidade antioxidante nestes ensaios em relacao a amostra controle.

No ensaio de ORAC, pode-se observar que a amostra processada por APl a
600 MPa/5 min/65 °C apresentou um valor maior (49,72 umol TE/g) que a amostra
pasteurizada (43,45 umol TE/g). De acordo com Ali et al. (2016) antocianinas séo bons
dadores de hidrogénio, sendo assim, o ensaio de ORAC é baseado em doacédo de
atomos de hidrogénio para neutralizar espécies radicais, o que pode explicar a maior
capacidade antioxidante encontrada nessa amostra. Diversos trabalhos utilizando
ensaios de ORAC e FRAP relataram um aumento da capacidade antioxidante em
comparagdo ao tratamento térmico em produtos derivados de frutas
(APICHARTSRANGKOON et al., 2012; TADAPANENI et al., 2012; CHEN et al., 2013;
HERNANDEZ-CARRION et al., 2014; CHEN et al., 2015).

Somente pelo método FRAP a amostra termicamente pasteurizada (85°C/ 1
min) apresentou a menor capacidade antioxidante (26,60 umol TE/g), quando
comparada ao controle e as amostras pressurizadas, representando uma reducao de
15,4%. Essa reducado na capacidade antioxidante pode ser justificada pela reducao
no teor de antocianinas apds o tratamento térmico, ja que a temperatura tem efeito
deletério sobre elas.

A atividade antioxidante de muitos frutos surge da acao sinérgica combinada
de uma mistura de compostos, incluindo compostos fenélicos, carotendides e vitamina
C e E. No entanto, em frutas como o acgai, que contém quantidades relativamente
pequenas dessas vitaminas, acidos fendlicos e flavondis, as antocianinas sdo os

principais responsaveis para a capacidade antioxidante da fruta (RUFINO et al., 2010).
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O fato da capacidade antioxidante para amostras pressurizadas terem sido
maiores somente quando avaliada pelo método FRAP pode ser justificado pelos
diferentes principios em que se baseiam os métodos utilizados. Ha uma dificuldade
de comparar estes métodos, devido a complexidade e principios diferentes de
reacoes (PAZ et al.,, 2015). Alguns métodos antioxidantes produzem resultados
diferentes ou mesmo contraditorios, tornando-se algumas vezes impossivel qualquer
comparagado entre eles (ALONSO et al.,, 2002). Essas diferengcas podem estar
relacionadas também a presencga de outros compostos redutores, como agucares e
tocoferdis, que sdo conhecidos por interferir nos testes de capacidade antioxidante
(REZAIRE et al., 2014).

Pode-se observar no presente estudo, que existe uma correlagao entre o teor
de compostos fendlicos totais e antocianinas com a capacidade antioxidante. As
amostras pressurizadas mantiveram a capacidade antioxidante (em relacdo ao
controle) e apresentaram uma quantidade maior desses compostos bioativos em
relacdo a polpa processada termicamente.

Os resultados do presente trabalho sugerem que a APl pode ser considerada
um método de conservacao alternativo para polpa de agai, pois em comparacéo ao
tratamento térmico ela é capaz de inativar micro-organismos mas também preserva a

capacidade antioxidante da polpa.
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Figura 17: Capacidade antioxidante das amostras de polpa de agai pelo método FRAP e ORAC.

a,b,c : Médias com letras iguais na mesma coluna nao diferem significativamente (p>0,05)

5.9. Analise de distribuicao de tamanho de particulas (DTP)
A viscosidade aparente de polpas de frutas € influenciada por inumeros fatores
como a quantidade de solidos soluveis e insoluveis, distribuicdo de tamanho de

particulas, formato das particulas e variaveis de processo. Uma concentracao muito
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baixa da fase dispersa, faz com que a fase continua determine o carater do fluido,
resultando em um comportamento Newtoniano. Por outro lado, sélidos em grandes
quantidades podem provocar um grande aumento na viscosidade de suspensdes
(FERGUSON; KEMBLOWSKI, 1991). A distribuicdo de tamanho de particulas de
todas as amostras foi apresentada na Figura 18. Pode-se notar que o perfil da
distribuicdo quase ndo teve alteragbes em nenhum dos processos e a maioria das
particulas apresentou cerca de 100 um de didmetro. Embora a amostra processada a
600 MPa/5 min/65 °C tenha apresentado um volume (%) ligeiramente maior de
particulas com um tamanho de cerca de 100 pym de didmetros e um volume
ligeiramente menor de particulas com menos de 10um, todas as outras apresentaram

quase o mesmo perfil.
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Figura 18: Distribuicao de tamanho de particula (DTP) e os didmetros médio de particulas (D [4,3] e D

[3,2]) de polpa de agai.

Tanto o diametro médio das particulas D [4,3] (Equacao 6) quanto o D [3,2]
(Equacao 7) sao apresentados na Figura 19. O D [4,3] e D [3,2] ndo apresentaram
diferenca estatistica entre todas as amostras, embora D [4,3] tenha sido cinco vezes
maior do que o D [3,2]. Isso indica que as particulas da polpa de acai ndo sao préximas
de uma forma de esfera, 0 que geraria valores semelhantes entre D [4,3] e D [3,2].

Embora alguns estudos evidenciem que a API pode influenciar no tamanho
médio das particulas de polpa de frutas, o resultado de nosso estudo mostrou que
nem o processo de APl e nem o processo térmico tém efeito elegivel na distribuicdo

de tamanho de particula em polpa do acai.
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Figura 19: Diametro médio das particulas (D [4,3] e D [3,2]) de polpa acai .(Barras verticais sao desvio

padréo).

5.10. Comportamento reolégico

5.10.1. Comportamento ao fluxo de polpa de acai

A Figura 20 mostra o0 comportamento ao fluxo da polpa de agai a 25 ° C,

processada em diferentes condicdes. A polpa mostrou comportamento pseudoplastico

com tensdo residual e foi bem descrita pelo modelo Hershel-Buckley (Equacao 9).
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Figura 20: Comportamento ao fluxo de polpa agai processada por API e processo térmico. (Os

pontos sao os valores médios de pelo menos 3 repeticdes e barras verticais sdo desvio padrao).
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A Tabela 12 compara os valores obtidos para a amostra controle neste trabalho
com os relatados anteriormente na literatura usando outros produtos de frutas /
vegetais.

Tabela 12: Parametros de comportamento ao fluxo de polpa de agai e outros produtos

vegetais a uma temperatura similar.

Produto T(°C) oo(Pa) k(Pa.s") n (-) Referéncia
Polpa de Acai 25
(Controle) 237 0059  o0go resentetrabalho
Polpa de Acai 25 4,35 0,17 0,78 Tonon et al. (2009)
Polpa de Jabuticaba 25 1,55 0,48 0,6 Sato; Cunha (2009)
Puré de Framboesa 25 28,72 0,19 0,88 Medina-Meza et al.
Puré de Blueberry 25 43,27 0,98 0,31 (2016)
Polpa de Blackberry 20 0,29 1,12 0,44 Haminiuk et al. (2006a)
Polpa de Butia 20 32,54 0,15 0,86 Haminiuk et al (2006b)
Suco deTomate 25 5,38 0,92 0,44 Augusto et al. (2011a)
Suco de Péssego
(10% fibra) 20 3,26 13,1 0,46 Augusto et al. (2012c)
Suco de laranja
concentrado 25 - 6,10 0,59 Leite et al. (2014)
Suco de caju 25 1,336 0,42 0,46 Leite et al. (2015)

O processo de API, afetou o comportamento ao fluxo da polpa do agai,
especialmente quando o processamento foi a 65 °C, como mostrado na Figura 20,
aumentando a consisténcia da polpa. Embora apenas o processo térmico nao mostrou
quase nenhum efeito sobre a polpa, pode-se observar que a amostra nao processada
(controle) mostrou menor consisténcia independente da taxa de cisalhamento. O
aumento da consisténcia pode melhorar nos aspectos sensoriais, uma vez que é
desejavel uma elevada consisténcia para este produto.

A Tabela 13 mostra o efeito da APl e do processamento térmico nos
parametros do modelo Hershel-Bulckley para acai a 25 °C. A alta pressdo aumentou
o indice de consisténcia (k), a tensdo residual (oo), enquanto o indice de
comportamento ao fluxo (n) mostrou o comportamento oposto. O processo de API a
65 °C mostrou um aumento ainda maior do que a 25 °C. Apenas o processamento
térmico mostrou quase nenhum impacto nesses parametros (sem diferenca
estatistica).

As polpas de frutas sao sistemas complexos que possuem muitos
componentes, alguns deles sdo soluveis em agua, que é o principal componente,

também ha algum conteudo insoluvel disperso pela adgua. Essas duas fases tém um
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impacto na consisténcia e em outras propriedades reoldgicas do produto como um
todo. Geralmente, a fase soluvel ndo desvia-se de um comportamento newtoniano, no
entanto, o conteudo insoluvel que desvia-se desse comportamento devido a interacédo
com a fase soluvel e ainteracdo particula-particula (AUGUSTO; IBARZ; CRISTIANINI,
2012a, b).

E possivel que as alteragbes na distribuicido de tamanho de particula
demonstrem algum efeito na consisténcia do produto, no entanto, como mostrado na
Figura 18 e Figura 19, a DTP n&o mudou de forma notavel. No entanto, todos os
parametros de Hershel-Bulckley analisados mudaram ap6s ambos 0s processos de
API (Tabela 13), o que pode ser atribuido a uma maior mudancga nas interagdes

particulas-particulas.

Tabela 13: Parametros de comportamento ao fluxo da polpa acgai processada por API

e processo térmico

Amostras Temp.(°C) oo (Pa) k (Pa.s") n(-)
Controle 25 2,37 + 0,467 0,059 = 0,0210® 0,80 + 0,0252
85°C /1 min 25 3,19 + 0,498 0,101 + 0,0327° 0,75 + 0,025°
600 MPa/5 min/25 °C 25 4,65 + 0,976° 0,154 + 0,0420° 0,74 * 0,009°
600 MPa/5 min/65 °C 25 8,80 + 2,522¢ 0,266 * 0,0830¢ 0,70 + 0,011°¢

Valores expresso como média * desvio padrao. As mesmas letras na mesma coluna nao apresentam

diferenga estatistica.

A polpa de acai apresentou tensao residual (oo), isso ja mostra que as
interagGes particulas-particulas séo relevantes, criando uma rede que afeta o fluxo do
fluido. Apenas o processo térmico apresentou um aumento em torno de 35% do seu
valor original. As amostras processadas por API apresentaram uma tensdo de
cisalhamento ainda maior, a amostra processada a 25 °C quase dobrou o valor e a
amostra processada a 65°C apresentou o valor quase quatro vezes maior, sendo claro
um efeito sinérgico entre temperatura e pressao.

O indice de consisténcia (k) mostrou tendéncia semelhante. O processo térmico
aumentou seu valor cerca de 70%. A API a 25 °C apresentou um valor 2,5 vezes
maior, € mais uma vez a amostra processada por APl a 65 °C mostrou o maior
aumento (mais de 4 vezes). O efeito sinérgico foi observado entre temperatura e

pressao novamente. Este parametro (k) representa a resisténcia ao escoamento ou
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ao arrasto da particulas na fase solluvel, assim o aumento das interacdes entre
particulas e entre particulas e fase solluvel, como acima mencionado, pode também
ser a causa dessa mudanca.

Finalmente, o indice de comportamento (n) mostrou a tendéncia oposta, sendo
a amostra controle o valor mais alto. As amostras processadas por processo térmico
e APl a 25 °C apresentam valores préximos entre si e perto de 92% da amostra
controle. A amostra processada pela APl a 65 °© C mostrou uma redugéo de 87% em
relagéo ao controle. O indice de comportamento (n) esta relacionado ao alinhamento
das particulas ao fluxo, 0 aumento na rede pode alterar a mobilidade, aumentando a
resisténcia das particulas ao alinhamento do fluxo acima mencionado.

O efeito da APl em reologia foi claro, no entanto, seus mecanismos nao foram
inteiramente elucidados. O processo de APl ndo alterou o didmetro médio das
particulas, e seu perfil na curva DTP também n&o mudou de forma notavel. O processo
térmico também néo alterou a DTP. No entanto, em ambos 0s casos, 0s parametros
reoldégicos mudaram, especialmente quando se aplicaram presséo e temperatura.

O aumento na tensao residual indica que a rede ja existente se torna mais
intensa, devido a APl ou ao processo térmico (mesmo com um efeito menor no
processo térmico), mais uma vez, um efeito sinérgico com pressao e temperatura é
notavel. A aplicacao de calor pode alterar alguns componentes, promover algum nivel
de gelatinizacdo da pectina ou desnaturagdo de varios componentes, levando a um
aumento na interacdo com agua e / ou outros componentes, aumentando assim a
forca da rede, esse efeito € menor durante o processo térmico. O processo térmico
pode solubilizar algum conteddo adicional de fracdo de pectina solivel em agua,
levando a um fluido de maior consisténcia (CONTRERAS et al., 2007).

O aumento da consisténcia dos produtos de frutas devido a APl ndo € um
fenbmeno frequentemente relatado na literatura. Kreebers et al. (2003) apresentaram
um aumento na viscosidade do puré de tomate a medida que aumentou a pressao da
pasteurizacdo nao-térmica. Andreou et al. (2016), verificaram que um suco de tomate
processado por pressdao necessitou de menos evaporagdo de agua para obter um
produto concentrado de tomate a 5000cP de viscosidade, o que significa que o0 suco
de tomate processado por API pré-concentrado apresentou maior consisténcia em
comparacdo com o0 suco de tomate nao processado. Estes poucos trabalhos
apresentam alguns resultados que podem ser relacionados em algum nivel para

aumentar a consisténcia devido a API, no entanto, nenhum deles possui 0s mesmos
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métodos de caracterizagdo de reologia, como o usado neste trabalho, sendo dificil
compara-los, porém, uma tendéncia é verificada. Chakraborty et al. (2016), realizaram
uma avaliagdo em estado estaciondrio em puré de abacaxi, descobrindo que o
processamento por alta pressao também aumenta o produto.

A API poderia promover a extragao de alguns componentes da matriz do
produto (KREEBERS et al., 2003), aumentando assim 0 nimero de componentes no
produto que podem alterar a carga do meio e, consequentemente, a interacao das
particulas. Varios trabalhos mostram que a APIl também pode promover algum nivel
de gelatinizagcdo de amidos (BLASZACK et al. 2005; VALLONS; ARENDT, 2009;
AHMED et al. 2014; LEITE et al., 2017). Algum nivel de geleificacdo de um
componente como pectina também poderia ser alcangada, considerando os niveis de
energia da alta pressdo especialmente a 65 °C. Kreebers et al. (2003) também
teorizaram que uma coagulacao proteina-pectina dependente da pressao poderia
contribuir para o fendmeno, um mecanismo semelhante foi indicado por Porretta et al.
(1995).

O possivel aumento na interagdo pode promover algum nivel de aglomeragéo
de particulas que afetam a reologia, no entanto, durante a diluicdo na medi¢ao de DTP
(algumas goticulas em varias centenas de mililitros de agua em agitacao constante),
essa aglomeracao € perdida e nenhuma alteracao elegivel no tamanho de particula é
verificada.

O aumento da consisténcia pode influenciar a percep¢cao do consumidor e
possivelmente aumentar a aceitacdo do produto.

5.10.2. Propriedades dependentes do tempo

O efeito dos processos sobre a tixotropia da polpa de acgai foi avaliado e
apresentado na Figura 21. O modelo Figoni-Shoemaker descreveu bem o produto e
seus parametros sdo mostrados na Tabela 14.
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Figura 21: Tixotropia de polpa de agai processada por API e processo térmico (0os pontos sao os valores

médios de pelo menos 3 repetigdes e barras verticais sdo desvio padrao).

Tabela 14: Parametros do modelo Figoni-Shoemaker em polpa processada por APl e

processo térmico.

Temp.
Amostras (°C) oi (Pa) o. (Pa) krs (s™)
Controle 25 10,82 + 2,8672 8,06 1,801 0,553 + 0,12812
85°C/ 1 min 25 12,12 2,3682 9,28 1,7842 0,496 0,11892

+ I+

+ +
600 MPa/5 min/ 25°C | 25 22,85 + 7,593° 15,09 + 3,748 0,477 + 0,1807°
600 MPa/5 min/ 65°C | 25 38,84 + 12,023° 23,02 + 5544° 0,513 + 0,1047°

Valores expressos como média + desvio padrdao. As mesmas letras na mesma coluna nao apresentam

diferenca estatistica.

O comportamento tixotropico € uma mudanca dependente do tempo em suas
caracteristicas de fluxo causadas por cisalhamento, neste caso, uma redugcdo na
resisténcia ao fluxo, que significa uma destruicdo da estrutura ao longo do tempo,
pode ser reversivel, parcialmente reversivel ou irreversivel. (RAMOS; IBARZ, 1998;
CEPEDA; VILLARAN; IBARZ, 1999). Os resultados da tixotropia apresentam a
mesma tendéncia observada nos resultados do comportamento ao fluxo. A amostra
processada termicamente (85°/1 min) apresentou valores de tensédo de cisalhamento
ligeiramente maior do que a amostra controle, e as processadas por APl apresentaram
valores mais altos, especialmente a 65°C, embora ndao tenha mostrado diferenca
estatistica. A amostra que apresentou maior tixotropia (APl a 65 °C) mostrou uma
tensdo inicial em 38,84 Pa e a tenséo de equilibrio de 23,02 Pa. Realcar a relevancia
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para o estudo tixotrépico € extremamente importante para melhorar a compreensao
das mudancas que ocorrem no produto durante o processo.

A alteracao na consisténcia / viscosidade devido a API nao foi frequentemente
relatada / estudada por outros autores, o que é especialmente verdadeiro para as
propriedades de dependéncia do tempo. Nao ha nenhuma comparacao que possa ser
comparada com outros estudos, porém, algumas caracteristicas do fluido podem ser
obtidas pelos parametros do modelo.

Ambas, tensdo inicial (oi) e de equilibrio (oe), aumentaram com o
processamento, bem como sua diferenga (oi -oe). Uma vez que a analise de DTP nao
apresentou nenhum efeito importante no tamanho da particula, os resultados podem
ser explicados pela mudanga nas interagdes que esta de acordo com o aumento da
tenséo residual como foi reportado anteriormente. No entanto, nenhuma tendéncia foi
observada na constante de reducao de tensao (krs), 0 que significa que o processo
mudou as forcas elegiveis que criam a rede sem alterar algumas das forcas fracas
que contribuem para a estrutura inicial ou "em repouso". Na literatura krs geralmente
muda quando a concentracdo ou a taxa de cisalhamento também sado alteradas
(LOZANO; IBARZ, 1994; RAMOS; IBARZ, 1998). Os resultados da tixotropia podem

ser usados para futuros estudos e design de processos / produtos.

6. Conclusoes Gerais

O processamento de polpa de acai por APl desempenhou efeitos diferentes
sobre a atividade das enzimas POD e PPO. A POD nao teve sua atividade reduzida
em nenhum dos tratamentos adotados. A PPO teve sua atividade aumentada quando
as polpas foram submetidas a 600 MPa/5 min/ 25 °C, mas de forma geral, processos
a 65 °C juntamente com a alta pressdao (600 MPa), reduziram sua atividade e
mantiveram a cor do produto a niveis nao detectaveis ao olho humano.

Os processos de APl (690 MPa) aliados a alta temperatura (80 °C)
apresentaram bons resultados para inativacdo da PPO (49,4% de inativacéo), porém,
nao foram tao vantajosos em relacdo a mudancga de cor da polpa que apresentou uma
coloragao mais escura logo apds processamento.

Quanto a caracterizacdo microbiolégica, a amostra in natura foi considerada
impropria para consumo a partir da segunda semana de estocagem a 5°C,
ultrapassando os limites de fungos filamentosos e leveduras. Por outro lado, os dois
processos (600 MPa/5 min/25°C e 600 MPa/5 min/65°C) aplicados nesse estudo
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reduziram todas as populacdes de fungos filamentosos e leveduras, bem como micro-
organismos do grupo coliforme. Também reduziu em até 2 ciclos log de bactérias
aerdbias mesofilas, quando a polpa foi processada a 600 MPa/5 min/25 °C, e até 4
ciclos log de bactérias psicotroficas, quando processada a 600 MPa/5 min/65 °C.

Todas as amostras apresentaram auséncia de Salmonella sp em 25 g do
produto.

Apesar da polpa de acai utilizada nesse estudo apresentar uma contagem
inicial elevada de bactérias lacticas, a APl se mostrou efetiva na inativacdo de L.
fructivorans com reducgdes de até 4,8 ciclos log para a condicdo de 600 MPa/5 min/25
°C.

Para E. coli, a aplicacdo de APl na menor condi¢ao de processo (400 MPa/5
mim/25°C) se mostrou eficaz na inativagdo do micro-organismo. Entretanto, o mesmo
foi inativado (> 6,1) em todas as condi¢Oes avaliadas nesse estudo.

O processamento a alta pressao associado a temperatura mediana (600 MPa/5
min/65 °C) foi capaz de reduzir 2,72 ciclos log de esporos de Alicyclobacillus
acidoterrestris, sendo o modelo de Weibull o modelo matematico capaz de descrever
o perfil de inativacao dos esporos desse micro-organismo apos aplicagao de API.

Os dados apresentados neste estudo podem trazer uma contribuicdo para a
industria de polpas/sucos de frutas comercializados e que utilizam polpa de agai como
matéria prima, uma vez que existe a tendéncia para o desenvolvimento de bebidas
que misturam frutas e vegetais e o conhecimento da prevaléncia desses micro-
organismos nessas matrizes pode ser considerado o primeiro passo para se
desenvolver métodos para garantir a estabilidade microbiana durante a vida util.

Pesquisas adicionais sado necessarias para estudar o comportamento
(crescimento, sobrevivéncia ou inativacdo) desses micro-organismos em polpa de
acai e esta informacao sera util para melhorar o estado microbiolégico dos produtos
garantindo assim produtos estaveis durante a vida de prateleira.

Em polpas de agai pressurizadas, a extragdo de antocianinas aumentou em
média 37% para ambos os processos de APl a 600 MPa/5 min a 25°C e 65°C. Em
oposicao, o tratamento térmico reduziu o teor desse pigmento em 16,3% em
comparacgao com a amostra in natura, evidenciando que a aplicagdo de API em polpa
de acai pode ser um processo promissor para aumentar a capacidade de extracédo
desse composto bioativo. Da mesma forma, para fendlicos totais, ambos os processos
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a 600 MPa tanto a 25 °C como a 65 °C, aumentaram a extracdo em 11,44% e 10,25%,
respectivamente.

A API foi capaz de manter a atividade antioxidante para as polpas processadas,
existindo assim uma correlagéo positiva entre o teor de compostos fendlicos totais e
antocianinas com a capacidade antioxidante. Entretanto, apenas pela metodologia de
FRAP foi possivel observar uma diferenca entre as amostras pressurizadas e a
pasteurizada, possivelmente devido aos diferentes principios em que se baseiam os
métodos utilizados. Os resultados sugerem que a APl pode ser considerada um
método de conservacgao alternativo para a preservacao da polpa de acai preservando
assim os compostos bioativos avaliados.

A pasteurizacao térmica tradicional durante o processamento de frutas e
vegetais tipicamente induz uma perda pronunciada de compostos fendlicos. Em
contrapartida, a alta pressao isostatica se mostrou benéfica para a retencédo de
fendlicos e antocianinas mantendo a capacidade antioxidante das polpas
processadas, além de manter de forma mais eficaz o sabor e a cor originais nos
processos avaliados. Entretanto, mais estudos s&o necessarios para avaliar se o
processamento por APl e armazenamento refrigerado (5 °C) subsequente mantém os
niveis de compostos fenélicos e atividade antioxidante na polpa de acai de forma mais
eficaz em comparacgao ao tratamento térmico.

Os resultados do teste de aceitagdo sensorial demostraram que a amostra
processada por API, sem uso de temperatura elevada e no menor tempo de processo
(600 MPa/5 min/25 °C), apresentou uma boa aceitacao (5,03) pelos consumidores,
nao diferindo estatisticamente da amostra in natura, sendo o atributo de “textura
consistente” o mais relevante para os consumidores. Ja a amostra com menor
aceitacao foi a amostra que sofreu tratamento térmico (85°C/ 1 min). Os consumidores
atribuiram para a referida amostra algumas caracteristicas como: sabor amargo, sabor
de terra, sabor adstringente, separacao de gordura, o que foi evidenciado pela
aplicacdo da metodologia sensorial de free listing, gerando assim 10 termos
descritores para amostras de polpa de acai.

Os resultados de analise de tamanho de particula mostraram que os processos
de API e térmico nao tém efeito elegivel na distribuicdo de tamanho de particula em
polpa do acai. Porém, as analises reolégicas mostraram que a API afetou o
comportamento ao fluxo da polpa de acgai, especialmente quando os processos foram
realizados a 65 °C, aumentando a consisténcia da polpa, apresentando
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comportamento pseudoplastico com tensao residual de cisalhamento, o que foi bem
descrito pelo modelo Hershel-Buckley.

O aumento da consisténcia pode influenciar a percepgcao do consumidor e
possivelmente aumentar a aceitacdo do produto. Neste estudo esse aumento de
consisténcia na polpa de acai processada por API foi observado pelo consumidor
durante anadlise sensorial e evidenciado na aparéncia visual das amostras.

Diante dos resultados, conclui-se que o processamento APl a 600 MPa/5
min/65 °C pode ser uma alternativa para tratamentos térmicos de pasteurizacéo,
gerando um produto seguro, com parte de suas enzimas inativadas, com a
preservacdo de suas caracteristicas funcionais, em termos de antocianinas e
compostos fendlicos totais e sensoriais para cor (apdés processamento) e aceitacao.
Entretanto, o uso da tecnologia de API para polpa de agai deve ser acompanhado por
uma barreira secundaria a fim de evitar degradacao do produto pela acao da POD e
PPO durante a estocagem refrigerada.

Sugestoes de Trabalhos Futuros

Com os resultados obtidos na realizacdo deste trabalho, assim como o
conhecimento adquirido durante seu desenvolvimento, foram sugeridos os seguintes
trabalhos a serem desenvolvidos:

e A realizacdo de ensaios cinéticos para explicar a sequéncia de modificacdes
que levam ao aumento e/ou reducao da concentracdo de compostos fendlicos
e antocianinas. Ensaios durante a estocagem para se verificar a estabilidades
desses compostos durante o armazenamento refrigerado.

e Como o acai € uma fruta rica em lipideos, sugere-se a investigacao do perfil de
acidos graxos também apds processamento por API.

e Durante a andlise sensorial de free listing um termo descritor apontado pelos
consumidores foi 0 aroma doce. Como as amostras ndo foram adicionadas de
sacarose seria interessante uma analise do perfil de compostos volateis para
se verificar qual composto poderia ser responsavel por essa resposta sensorial.

e Sugere-se também anadlises complementares de antocianinas por
cromatografia (HPLC) para que se possa verificar o perfil das antocianinas apés
tratamento por API, assim como estudos in vivo sobre os efeitos da API na
biodisponibilidade dos compostos bioativos.
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e Ensaios de validagdo do modelo preditivo de Alicyclobacillus acidoterrestris
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Anexos

Anexo 1: Ficha de avaliacao sensorial

Nome: Sexo: Idade: Amostra:
1) Por favor, avalie a Cor da amostra codificada de polpa de acai (apenas clhandao) e margque na escala abaixo a sua opinido:

{ ) Extremamente mais escuro do que o ideal

{ ) Muito mais escuro do que o ideal

{ ) Moderadamente mais escuro do que o ideal

{ ) Ligeiramente mais escuro do que o ideal

{ ) Ideal

{ ) Ligeiramente menos escuro do que o ideal

{ ) Moderadamente menos escuro do que o ideal
{ ) Muito menas escuro do que o ideal
{ ) Extremamente menos escuro do que o ideal

2) Por favor, avalie a amostra codificada de polpa de agai e marque nas escalas abaixo o quanto vocé gostow da amostra em relagdo a impressdo global, aparéncia,
aroma, sabor e textura.

Impressao Glabal Aparéncia Aroma Sabaor Textura

[ ) Gostel extremamente { ) Gostei extremamente [ ) Gostei extremamente { ) Gostei extremamente { ) Gostei extremamente

( ) Gostei muito { ) Gostei muito ( ) Gostel muito { ) Gostei muite { ) Gostel muito

( ) Gostei moderadamente { ) Gostei moderadamente ( ) Gostel moderadamente { ) Gostei moderadamente { ) Gostel moderadamente

[ ) Gostei ligeiramente { ) Gostei ligeiramente ( ) Gostei ligeiramente { ) Gostei ligeiramente [ ) Gostei ligeiramente

( )Indiferente { )} Indiferente ( ) Indiferente { ] Indiferente { ) Indiferente

( ) Desgostei ligeiramente { ) Desgostei ligeiramente ( ) Desgostei ligeiramente { ) Desgostei ligeiramente { ) Desgostei ligeiramente

( ) Desgostei moderadamente { ) Desgostei moderadamente [ ) Desgostei moderadamente | ) Desgostel moderadamente | ) Desgostei moderadamente
( ) Desgostei muito { )} Desgostei muito ( ) Desgostei muito { ) Desgostei muito { ) Desgostei muito

( ) Desgostei extremaments { ) Desgostei extremamente ( ) Desgostei extremamente { ) Desgostei extremamente { ) Desgostei extremamente

3) Indigue com um X a sua opinide guanto a intengdo de compra:
( )JCERTAMENTE COMPRARIA ( ) PROVAVELMENTE EU COMPRARIA ( ) TENHO DUVIDAS SE COMPRARIA { ) PROVAVELMENTE NED COMPRARIA

[ ) CERTAMENTE NAO COMPRARIA
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Anexo 2: Questionario
Nome:

Idade:
Naturalidade: (ex: regiao em que nasceu)

Sexo: () Masculino ( ) Feminino

Escolaridade:
() Ensino Fundamental () Ensino Médio
( ) Ensino Superior ( ) Ensino Superior Incompleto

( ) Pbés-graduacéo

Costuma consumir polpa de acai?
() Sim ( ) Nao

Caso afirmativo, qual a frequéncia?

() Diariamente () Semanalmente ( ) Mensalmente ( ) Anualmente

Como prefere consumir polpa de acai? (Pode marcar mais de uma opcao):

( )Pura ( )Com adicionais (ex.: xarope de guarana, cereais, frutas)
( )Congelada ( )Refrigerada
Outra:

Caracteristicas que observa no momento da compra de polpa de acai?
( YMarca ( )Pregco ( ) Datade validade ( ) Informacao nutricional
Outros:

Vocé acha importante para sua saide consumir polpa de acai pasteurizada?
() Sim ( ) Néao
OBS:
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Anexo 3: Free listing
Nome: Idade:

FREE LISTING — POLPA DE AGAI

Vocé esta recebendo 6 amostras de polpa de agai. Para cada amostra, individualmente, observe a aparéncia, o aroma, o sabor, a cor e experimente as
amostras na ordem em que elas estdo sendo fornecidas. Em seguida, escreva todos os atributos sensoriais que melhor descrevem as amostras em sua opiniao.
Evite termos afetivos, ou seja, tente ser o mais especifico possivel na sua resposta.
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Anexo 4:
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
TITULO DO PROJETO
Processamento de Polpa de Acai (Euterpe oleracea Martius) por Tecnologia de Alta Pressdo
Isostatica
RESPONSAVEIS PELA PESQUISA E PELA APRESENTACAO DO TCLE
Ana Laura Tibério de Jesus e Marcelo Cristianini.
Numero do CAAE: 58564116.3.0000.5404
Vocé estad sendo convidado a participar como voluntario de uma pesquisa. Este documento,

chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos como participante
e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver
perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com o pesquisador. Se
preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir
participar. Ndo haverd nenhum tipo de penalizacdo ou prejuizo se vocé ndo aceitar participar ou retirar
sua autorizagao em qualquer momento.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS:

Os consumidores tém buscado cada vez mais alimentos que contribuam para sua saude, o que,
aliado a grande oferta de produtos no mercado, leva ao aumento no consumo de frutas in natura,
sucos e derivados. Estes produtos aliados a pratica de exercicios fisicos podem conferir beneficios a
saude. Da mesma forma, o consumo de alimentos que apresentem compostos bioativos, com
potencial antioxidante e compostos fendlicos contribuiria para a reducdo do risco de uma série de
doengas, reforcando o conceito de alimentos com apelo saudavel, buscado pelo consumidor. Na
literatura sdo escassos os estudos sobre analise sensorial em polpa de agai processada por alta pressdo
isostdtica (APIl). Neste projeto serd avaliada a aceitacdo sensorial de polpa de agai processada por API.
PROCEDIMENTOS:

Para participar do teste vocé deve ser consumidor de agai. Primeiramente sera entregue um
questionario para avaliar a frequéncia de consumo de acai. Em seguida, sera avaliada a aceitacdo de
amostras de polpa de acai utilizando uma escala de 9 pontos (variando de 1 = desgostei extremamente,
a 9 = gostei extremamente). Serdo atribuidas notas para aparéncia, aroma, sabor, textura e impressao
global. Na mesma ficha de avaliacdo sera perguntada a intencdo de compra do produto (escalade 1 a
5). O tempo estimado para realizacdo do teste é de aproximadamente 10 minutos.

DESCONFORTOS E RISCOS PREVISIVEIS:

Vocé nao deve participar deste estudo se possuir algum tipo de restricdo ou alergia a acai. Nao
ha riscos previsiveis para quem for participar da pesquisa. Os voluntdrios terdo garantia de sigilo
durante toda a pesquisa e poderao deixar de participar dos testes sensoriais a qualquer momento, ndo
havendo 6nus ao voluntario.

BENEFICIOS:

Os beneficios principais seriam decorrentes dos nutrientes presentes na polpa de agai como
vitaminas, minerais e compostos bioativos.
ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA:

Em caso de necessidade, os pesquisadores se comprometem a providenciar intervencgdo
médica ou nutricional por eventuais problemas que venham a apresentar resultante da ingestdo das
amostras da pesquisa.

SIGILO E PRIVACIDADE:
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Vocé terd a garantia de que a sua identidade sera mantida em sigilo e nenhuma informacao
sera dada a outras pessoas que nao facam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgacdo dos
resultados desse estudo, seu nome nao sera citado.

RESSARCIMENTO:

N3o havera ressarcimento ou remuneracgao financeira pela participa¢do na pesquisa, uma vez
que o estudo serad conduzido durante a rotina de trabalho/estudo do participante. Vocé terd a garantia
ao direito a indenizacao diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

CONTATO:

Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a pesquisadora Ana
Laura Tiberio de Jesus, Faculdade de Engenharia de Alimentos — Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Rua Monteiro Lobato, 80 — Campinas — SP — CEP: 13083-862, Tel: (19)3521-0226, e-mail:
analauratj@hotmail.com.

Em caso de denulncias ou reclamagdes sobre sua participacdo e sobre questdes éticas do estudo,
vocé podera entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UNICAMP
das 08:30hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-
887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br.

O COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP).

O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres
humanos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), tem por objetivo desenvolver a
regulamentacdo sobre protecdo dos seres humanos envolvidos nas pesquisas. Desempenha um papel
coordenador da rede de Comités de Etica em Pesquisa (CEPs) das instituicdes, além de assumir a
funcdo de érgdo consultor na drea de ética em pesquisas
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Apds ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,
beneficios previstos, potenciais riscos e o incbmodo que esta possa acarretar, aceito participar e
declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada pelo pesquisador e por mim,
tendo todas as folhas por nds rubricadas:

Nome do (a) participante:

Contato telefonico:

e-mail (opcional):

Data: / /
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugdo 466/2012 CNS/MS e complementares na
elaboracdo do protocolo e na obtenc¢do deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro,
também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo
foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado e pela CONEP, quando pertinente.
Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as
finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)


mailto:cep@fcm.unicamp.br
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Anexo 5

TR
@
Q CNPq 5835913418887473

Conseivo Naclonsd e Desarwolrimento
Clantiico » Teenokigioo

AUTORIZACAO DE ACESSO AO PATRIMGNIO GENETICO PARA FINS DE
PEQUISAS CIENTIFICA n® 010618/2015-5

O CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO - CNPq, credenciado
pelo Conselho de Gestéao do Patriménio Genético (CGEN/MMA), por meio da Deliberagdo CGEN n° 246, de 27
de agosto de 2009, para autorizar instituicbes nacionais, publicas ou privadas, que exergam atividades de
pesquisa e desenvolvimento nas areas biologicas e afins, a acessar e remeter amostras de componente do
patriménio genético para fins de pesquisa cientifica sem potencial de uso econémico, neste ato representado
pelo seu Diretor de Ciéncias Agrarias, Bioldgicas e da Saude, autoriza a instituigdo abaixo qualificada a acessar
e remeter amostras de componentes do patriménio genético.

Instituicdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS - UNICAMP
CNPJ: 460.684.250/0001-33

Representante Legal: GLAUCIA MARIA PASTORE

Cargo/Funcgao: Pro-Reitora de Pesquisa

CPF: 602.929.038-04 RG: 54628908

Projeto: Processamento de Polpa de Acai (Euterpe oleracea Martius) por Tecnologia de Alta Pressao Isostatica

Coordenador do Projeto: Marcelo Cristianini
CPF: 068.753.098-90 RG: 104644916 - SSP / SP

Finalidade do projeto: O agai (Euterpe oleracea Martius) € um fruto que apresenta importante contribuicdo
econdmica ao Brasil, principalmente para as regides norte e nordeste. O consumo da polpa de agai é
crescente, tanto nas regides Sul e Sudeste, como no mercado internacional, devido ao seu importante valor
nutricional e a grande quantidade de compostos bioativos, dentre eles as antocianinas. Por ser uma fruta
altamente perecivel, o acai necessita de tratamentos que prolonguem sua vida de prateleira, inativando as
enzimas naturalmente presentes e micro-organismos deteriorantes e patogénicos. O tratamento térmico nao
€ uma boa alternativa para o processamento deste fruto, uma vez que promove intensa modificagdo sensorial
em compostos de cor e aroma e leva a perda de compostos bioativos. Neste contexto, este projeto propde
avaliar o efeito da tecnologia de alta pressao isostatica (API) na inativagéao das principais enzimas presentes
na polpa do agai (polifenoloxidase, peroxidase), bem como em um micro-organismo patogénico (Escherichia
coli) e um deteriorador termorresistente (Alyciclobacillus acidoterrestris), permitindo estabelecer parametros
de processos adequados para que seja possivel garantir a seguranga microbiol6gica do produto e preservar
as propriedades funcionais e sensoriais do fruto.

Amostras a serem acessadas:

Grupos Taxonémicos: Euterpe oleracea Martius

Tipo de material/quantidade de amostras: amostra comercial de polpa de agai congelada: 40 kg

Local de depésito de subamostra: Banco Ativo de Germoplasma de Acaizeiro (Euterpe spp) - BAG-Agai da
Embrapa Amazénia Oriental/EMBRAPA

Equipe do projeto: MARCELO CRISTIANINI / CPF

068.753.098-90 ANA LAURA TIBERIO DE JESUS /
CPF 642.074.713-91

Validade da Autorizacao: 01/11/2015 a 01/11/2018
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A instituicdo acima qualificada devera enviar ao CNPq, por meio do Coordenador do Projeto, relatério anual
sobre o andamento do projeto de pesquisa, nos termos do Decreto n®. 4.946/2003. O roteiro para confecgao
do relatério esta disponivel em http://www.cnpq.br/web/guest/relatorio-de-atividades. Os relatérios devem ser
enviados ao CNPg em meio eletrbnico, para o enderego apg@cnpq.br, em formato .pdf.

Esta autorizagdo esta vinculada as informagdes, declaragdes e termos de compromisso firmados pelo
coordenador do projeto e pelo representante legal, constantes do Processo n° 010618/2015-5. Atividades de
acesso aos conhecimentos tradicionais associados, de acesso e de remessa de componente do patriménio
genético com finalidade comercial, aplicagédo industrial, bioprospecgao ou desenvolvimento tecnol6gico nao
estdo autorizadas.

Caso seja identificado uso econdmico de produto ou processo, passivel ou ndo de protecao intelectual,
originado das amostras de componente do patrimdnio genético acessado no ambito desta autorizagao, a
instituicdo beneficiada se compromete a adotar as providéncias cabiveis, nos termos da legislagéo vigente,
junto ao CGEN/MMA.

Se ocorrer coleta de espécie nao autorizada ou néo identificada, devera ser observado o que consta no Decreto
n® 6.514, de 22/07/2008, no que refere a flora e fauna, e em particular sobre espécies ameacgadas de extingao
ou de endemismo estrito.

A remessa de amostra de componente do patriménio genético devera ser precedida da assinatura do Termo
de Transferéncia de Material (TTM) ou do Termo de Responsabilidade para Transporte de Amostra de
Componente do Patriménio Genético (TRTM). A remessa para instituicbes nacionais esta isenta de
autorizagéo prévia. Contudo, a remessa para instituicdes sediadas no exterior depende de autorizagao prévia
do CNPq, nos termos das resolugées do CGEN 15/2004 e 20/2006. Os modelos dos termos, assim como as
citadas resolugoes, estdo disponiveis em http://www.cnpg.br/web/guest/remessa-e-transporte e devem ser
enviados ao CNPg em meio eletrbnico para o enderego apg@cnpg.br, em formato .pdf.

Esta autorizagdo nédo dispensa nem substitui quaisquer outras autorizagdes ou licengas por ventura exigiveis
pela legislagdo vigente, seja federal, estadual ou municipal.

Brasilia, 26 de agosto de 2015
Marcelo Marcos Morales

Diretor de Ciéncias Agrarias, Bioldgicas e da Salde

Para visualizar a verso digital da Autorizag&o, V.Sa. podera utilizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPq para
esse fim na pagina http.//servicosweb.cnpq.br/visualizador/ e informar o nimero do protocolo 5835913418887473
para recupera-la do banco de dados do CNPq, ou podera selecionar o arquivo salvo em seu computador (em
formato PKCS?7). V.Sa. pode também usar outro aplicativo disponivel no mercado capaz de reconhecer arquivos
no padrdo PKCS7 para fazer a visualizagdo e extragdo do documento.


http://www.cnpq.br/web/guest/relatorio-de-atividades
mailto:apg@cnpq.br
http://www.cnpq.br/web/guest/remessa-e-transporte
mailto:apg@cnpq.br
http://servicosweb.cnpq.br/visualizador/
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Anexo 6: Lista das publicacoes

Artigo 1: JESUS, A.L.T.; TRIBST, A.A.L.; CRISTIANINI, M. Alta Pressao Isostatica:
efeitos sobre enzimas, compostos bioativos e micro-organismos em frutas e vegetais.

Boletim do Centro de Pesquisa de Processamento de Alimentos (Submetido).

Artigo 2: High isostatic pressure (HIP) in acai (Euterpe oleracea Martius): effect on the
color and enzymatic inactivation of peroxidase (POD) and polyphenoloxidase (PPO).
(Publicado: revista Food Research International)

Artigo 3: Effects of high-pressure processing on the microbial inactivation and
extraction of bioactive compounds from agai (Euterpe oleracea Martius) pulp (Sera

submetido: revista Innovative Food Science & Emerging Technologies).

Artigo 4: Comparative effect of thermal and high pressure processing on rheological
characteristics and sensory acceptance of agai pulp. (Sera submetido: revista LWT -
Food Science and Technology)



