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RESUMO

A termossonicacéo é utilizada em bebidas por aumentar sua vida util devido
ao efeito inibitorio em enzimas. Essa técnica causa poucas alteragdes nas
caracteristicas sensoriais de bebidas, ocorréncia incomum nos processamentos
térmicos tradicionais. O objetivo desta pesquisa foi estudar a aplicagdo da
termossonicagdo em bebidas mistas de agua de coco e frutas, a fim de verificar as
melhores condi¢des de processamento e avaliar os efeitos de seu uso em
parametros de qualidade. Foram preparadas duas bebidas mistas, maracuja com
agua de coco na proporgao 1:9 e kiwi com agua de coco na proporgao 1:1, que
foram posteriormente submetidos a termossonicagdo. Foi realizado um
planejamento experimental 2%, com variaveis independentes de intensidade de
poténcia em W/cm? (75, 118, 224, 330, 373) e temperatura em °C (25, 31, 45, 59 e
65), os quais variaram simetricamente em relagdo ao ponto central; também foram
considerados os pontos axiais. As variaveis respostas foram: atividade residual das
enzimas polifenoloxidase e peroxidase, presenca de compostos bioativos (fendlicos
totais, flavonoides, carotenoides e vitamina C) e atividade antioxidante pelo
percentual de inibicdo dos radicais ABTS e DPPH. A termossonicacdo, mesmo com
valores de temperaturas menores que as usadas tradicionalmente, reduziu a
atividade residual das enzimas, o que nos processamentos tradicionais s6 é
alcangado em altas temperaturas. Além disso, manteve os teores dos compostos
bioativos e atividade antioxidante, melhorando as caracteristicas funcionais da
bebida. Nao houve influéncia da termossonicacdo nos parametros fisico-quimicos
das bebidas. A reducdo da atividade enzimatica foi mantida durante 28 dias de
armazenamento sob refrigeracdo (4 °C +1 °C). O ensaio 1 (118W/cm? / 31°C)
apresentou maior reducdo da atividade enzimatica, manutencdo dos compostos
bioativos e boa atividade antioxidante sugerindo que a termossonicagao € uma boa
op¢ado como tratamento n&o térmico para as bebidas mistas elaboradas,
colaborando também com o meio ambiente, ja que € considerado uma técnica com

pouco gasto de energia.

Palavras-chave: Antioxidante. Sucos de frutas. Bioativos. Enzimas. Ultrassom.



ABSTRACT

Thermosonication is used in beverages to increase their shelf life due to the
inhibitory effect on enzymes. This technique causes few changes in the sensory
characteristics of beverages, a unusual occurrence in traditional thermal processes.
The objective of this research was to study the application of thermosonication in
mixed drinks of coconut water and fruits, to verify the best processing conditions and
to evaluate the effects of its use in quality settings. Two mixed drinks, passion fruit
with 1: 9 coconut water and 1: 1 kiwi water, were prepared for thermosonication. An
experimental design 22 was performed, with independent variation of power intensity
in W / cm? (75, 118, 224, 330, 373) and temperature in °C (25, 31, 45, 59 and 65),
which variations symmetrically in relation to to the central point; axial points were also
considered. The response variables were: residual activity of polyphenoloxidase and
peroxidase enzymes, presence of bioactive compounds (total phenolics, flavonoids,
carotenoids and vitamin C) and antioxidant activity by the percentage of inhibition of
ABTS and DPPH radicals. Thermosonication, even at lower temperature values than
traditionally used, reduces the residual activity of enzymes, or in traditional processes
only at high temperatures. In addition, it maintains bioactive compound contents and
antioxidant activities, improving as functional features of the beverage. There was no
influence of thermosonication on the physicochemical parameters of the drinks. The
reduction of enzymatic activity was maintained during 28 days of storage under
refrigeration (4 °C + 1 °C). Essay 1 (118W / cm? / 31°C) showed a greater reduction
of enzymatic activity, maintenance of bioactive compounds and antioxidant activity
suggested by a thermosonication is a good option as a non-thermal treatment for
elaborate beverages, also collaborating with the environment, since It is considered a

low energy technique.

Keywords: Antioxidant. Bioactive. Fruit juices. Enzymes. Ultrasound.
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1 INTRODUCAO

O mercado brasileiro de sucos tem se expandido nos ultimos anos. Mesmo
com a alta demanda desse produto, 0 consumo per capita ainda € baixo, indicando
gue ha grande potencial para crescimento nos préximos anos. Em 2017, o consumo
de sucos e/ou néctares foi de 5,3 L/habitante/ano, enquanto que, em 2010, esse
valor era de apenas 3,9 L/habitante/ano. Assim, as empresas tém utilizado o
desenvolvimento de novos produtos como uma estratégia para expandir 0s
negocios, se beneficiando da tendéncia dos consumidores que procuram uma vida
mais saudavel (COCATE et al., 2014; ABIR, 2017).

O Brasil produz grande variedade de culturas, sendo favorecido por sua
extensado territorial, solo e condi¢cbes climaticas, gerando oportunidades para os
pequenos empreendedores através da agricultura familiar em areas rurais, além de
contribuir na promocao de uma dieta saudavel das populacbes urbanas e contribuir
com a sustentabilidade ambiental. Segundo o Plano Nacional de Desenvolvimento
da Fruticultura (FNDEF), a fruticultura brasileira € uma das mais diversificadas do
mundo, com area de cultivo superior a dois milhdes de hectares e producédo, em
2016, de 43,8 milhdes de toneladas, sendo 836 milhdes destinados a exportacao
(MAPA, 2018).

Segundo um levantamento do IBRAF (Instituto Brasileiro de Fruticultura) em
2015, cerca de 53% da producao foi destinada ao mercado de frutas frescas, destes,
50% para consumo interno e 3% para exportacdo; e 47% de frutas processadas
(21% mercado nacional e 26% mercado internacional) (IBGE, 2017).

O consumo de frutas e sucos de frutas € fundamental na alimentacdo
humana, pois além de 6tima fonte de vitaminas, minerais e fibras, também sao
conhecidas por terem acdo preventiva as doencas crbnicas ndo transmissiveis
(DCNT) (ALINIA et al., 2009), certamente pela presenca de compostos bioativos
(TREMARIN et al.,, 2019); esse conhecimento justifica o crescimento de seu
consumo nos ultimos anos. Sabe-se que habito alimentar deficiente associado a
falta de atividade fisica, séo fatores relacionados com o surgimento dessas doencas.
(KHOO et al, 2011;).

A mudanca no estilo de vida da sociedade tem levado ao aumento da

prevaléncia de sobrepeso, obesidade e DCNT (ALMEIDA et al., 2016), que tem sido
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apontado como causa de 72% das causas de morte no Brasil (MALTA et al., 2019).
Assim, consumidores tém buscado alimentos mais saudaveis, livres de aditivos
guimicos, mas que apresentem tempo de vida util prolongada, sem deixar de lado as
caracteristicas sensoriais naturais do produto (ARJMANDI et al., 2016).

O processamento térmico € um dos métodos de preservacdo mais utilizado
nas industrias de alimentos, porque a alta temperatura pode levar tanto a inativagédo
de micro-organismos, como de atividade enzimatica (AGUIAR et al., 2012). Contudo,
altas temperaturas também podem causar mudancas na qualidade sensorial do
produto, afetando o sabor, aroma, textura e cor (BENLLOCH-TINOCO et al., 2015a).

O ultrassom tem sido utilizado em muitas aplicacbes recentes e, muitas
vezes, como tecnologia complementar aos processos térmicos classicos para
conservacdo de alimentos (CRUZ-CANSINO et al., 2015). Varios estudos tém
comprovado o seu efeito isoladamente ou associado a outros métodos, e
comprovado sua agdo com efeito inibitério em enzimas, aumentando a retencao
compostos bioativos como flavonoides totais, fendlicos totais, vitamina C (HASHEMI
et al., 2018; ADIAMO et al., 2017).

Diante do exposto, o uso da termossonicacdo apresenta-se como uma
tecnologia adequada para processamento de bebidas mistas, mantendo ou
causando poucas alteracbes na qualidade nutricional e sensorial do produto.
Levando em consideracéo o potencial da combinacédo de agua de coco a frutos para
formulacdo de bebidas mistas e, considerando que nao foi encontrado na literatura
estudos sobre a aplicacdo da termossonicacdo em bebida mista de agua de coco
com frutas, este trabalho teve como objetivo estudar a aplicacdo da
termossonicacdo em bebida mista de agua de coco e frutas, a fim de verificar as
melhores condicdes de processamento e avaliar os efeitos de seu uso em
parametros de qualidade.

Espera-se, também, disponibilizar uma forma de processamento que
mantenha as caracteristicas mais préoximas do natural das bebidas mistas de agua
de coco com maracuja e agua de coco com Kiwi, contribuindo para o aumento da
comercializacdo de sucos e atendendo as expectativas do consumidor, no que diz

respeito a qualidade sensorial e nutricional dos alimentos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O mercado interno de sucos tem apresentado uma tendéncia ascendente de
vendas, considerando aumento de consumidores que desejam maior diversificacdo
na oferta de produtos com melhor aroma, sabor, cor e valor nutritivo. O apelo
saudavel dos sucos de frutas é importante, uma vez que além do seu valor nutritivo,
apresenta propriedades funcionais, devido a presenca de compostos bioativos
(COCATE et al., 2014).

Carmo et al. (2014) observaram um grande consumo de sucos de fruta pronto
para beber (3 a 5 vezes por semana), nos quais o sabor e a qualidade sdo os fatores
indispensaveis no momento da escolha do produto, sendo a preferéncia por sucos
naturais. O estudo mostrou ainda que, embora o suco de laranja seja 0 mais
consumido, hd uma grande procura por outros sabores. Assim o0 mercado de suco
de fruta pronto para beber evidencia grande potencial de utilizac&o, principalmente
para consumidores que buscam praticidade associado a uma alimentacédo saudavel.
Consumidores tém buscado alimentos mais saudaveis, ditos como “rétulo limpo”, ou
seja, produtos alimentares biologicos, livres de aditivos artificiais ou quimicos, com
ingredientes naturais e simples ou minimamente processados (ASIOLI et al., 2017).

Assim, a industria de alimentos tem procurando atender ao consumidor,
criando formulacbes com ingredientes naturais, utilizando tecnologias menos
invasivas, o que fica evidente no aumento da producéo de sucos de 4,4% em paises
europeus em 2015 e de 5,3% em 2016 nos Estados Unidos (BEAULIEU &
OBANDO-ULLOA, 2017).

2.1COMPOSTOS BIOATIVOS EM FRUTAS

As frutas séo fontes de vitaminas, acucares, fibras, minerais e compostos
bioativos, como carotenoides e compostos fendlicos, estes frequentemente
relacionados com a reducdo de risco da maioria das doencas crbnicas
degenerativas, incluindo as doencas cardiovasculares, hipercolesterolemia,
obesidade, hipertensédo e diabetes, sendo estas, entdo, influenciadas pela dieta
(ALINIA et al., 2009; KARPPI et al., 2011; TORRES-FUENTES et al., 2015). Passivo
de modificacdo, uma dieta saudavel torna-se uma conduta preventiva promissora a

fim de diminuir a incidéncia dessas doencas. A recomendacao de ingestdo de 5
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porcBes de frutas e legumes por dia, esta baseado no fato de que o consumo
desses alimentos pode reduzir o risco de doencgas cronicas ndo transmissiveis
(DCNT), devido a sua composicdo de nutrientes e micronutrientes, como 0s
fitoquimicos (ROCK et al., 2009).

Nos ultimos anos tém-se atribuido aos alimentos, além das funcbes de
nutricdo e de prover apelo sensorial, uma terceira funcdo relacionada a resposta
fisiolégica especifica produzida por alguns alimentos, que sdo chamados de
alimentos funcionais (ZERAIK et al., 2010).

Algumas frutas possuem grande concentragdo de antioxidantes e compostos
bioativos. Embora seja bastante conhecida a atuacdo antioxidante desses frutos,
ainda ha poucos estudos sobre os efeitos que eles podem causar quando
consumidos de forma conjunta, sob a forma de misturas de sucos. Ao formular
bebidas mistas, pode-se incluir uma série de combinagbes com objetivos
especificos, de potencializar sua qualidade sensorial e nutricional (FOLEGATTI et
al., 2002).

Os compostos fendlicos podem ser definidos como substancia que possui um
anel aroméatico com um ou mais grupo hidroxila e, geralmente, encontram-se
conjugados com mono e polissacarideo (CARDONA et al., 2013; REIN et al., 2013).
Estdo presentes em todas as frutas e sao produtos do metabolismo secundario dos
vegetais. Sua sintese ocorre durante o desenvolvimento das plantas, em resposta a
situacdes de estresse, com funcdo de defesa, além de conferir sabor e cor.
Apresentam estrutura variavel, atribuindo caracteristicas multifuncionais (HAMINIUK
et al., 2012; MARIN et al., 2015). Dentre os varios tipos de fenois encontrados na
natureza, destacam-se os flavonoides, é&cidos fendlicos e taninos (ANGELO &
JORGE, 2007).

Os flavondides sdo compostos polifenélicos, amplamente distribuidos em
frutas e legumes, muitos dos quais tem propriedades antioxidantes e anti-
trombéticas (MARTI et al., 2016). S&o pigmentos naturais e tém funcdo de protecio
contra agentes oxidantes nas plantas, e atua também como agente terapéutico em
grande numero de doencas como arteriosclerose, cancer e doencas cardiacas.
Essas substancias ndo podem ser sintetizadas pelo nosso organismo, assim deve
ser incluida na dieta humana. Os flavonoides podem ser encontrados em verduras,
vinho, cha verde, cha preto e grande variedade de frutas Garcia-Conesa (2015)

observou que compostos fendlicos, flavonoides e taninos trazem beneficios como a
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reducdo do ganho de peso corporal, melhora da sensibilidade a insulina, diminuigao
da presséao arterial e inflamagéo cronica.

A estrutura basica dos flavonoides é constituida por trés anéis, onde os
carbonos podem passar por varias reacgdes quimicas como hidroxilacéo,
hidrogenacdo, metilacdo e sulfonacdo, formando assim mais de quatro mil
compostos flavonoides que sdo agrupados em classes (GEORGIEV et al., 2014).
Assim, percebe-se que o mecanismo de acdo dos flavonoides depende de sua
estrutura quimica (SILVA et al.,, 2015). As principais classes foram sdo as
antocianinas, flavonas, flavondis, isoflavonoides e flavanas, esta ultima classe,
presente em frutas, chas, nozes e agua de coco (LOPES, 2010).

Existe uma preocupacao crescente na determinacao de fontes adequadas de
compostos fenodlicos antioxidantes (SOUZA et al.,, 2018). Esses compostos tém
papel importante na protecdo celular, pois sdo capazes de sequestrar ou inibir varias
espécies de oxigénio reativo, transferir elétrons para radicais livres, ativar enzimas
antioxidantes e inibir enzimas oxidases (DUMITRIU et al., 2015); também tém acéo
na prevencao do estresse oxidativo, relacionado com a incidéncia de doencas como
arteriosclerose, diabetes, cancer e doencas neurodegenerativas (ASADI et al.,
células cancerigenas (JARA-PALACIOS et al., 2015; VU et al., 2012), além de acdo
anti-inflamatéria, analgésica, gastroprotetora (LAJILI et al., 2016; SOUZA et al.,
2018) e antimicrobiana (CETIN-KARACA & NEWMAN, 2015).

Os carotenoides sdo um grupo de pigmentos naturais, lipossoluveis,
responsaveis pela coloracdo amarela laranja ou vermelha em grande parte das
frutas e vegetais (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). No reino vegetal, o carotenoide tem
papel na fotossintese, sendo responsavel pela captacdo de energia e proteger as
células contra dano foto-oxidativo; além disso, alguns carotenoides sdo precursores
de hormdnios vegetais (MATUSOVA et al., 2005).

Sua estrutura basica é composta por 40 atomos de carbono. Essa estrutura
pode sofrer modificacdes, formando sete grupos terminais. Também pode ocorrer
mudanca ao nivel de hidrogenacdo, como a hidrogenacdo parcial ou
desidrogenacdo ou a introducdo de grupos funcionais contendo oxigénio
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Devido a sua caracteristica estrutural, esses
compostos sdo altamente reativos e absorvem luz na regido visivel do espectro
eletromagnético (390-750nm) (MERCADANTE et al., 2008). S&o classificados em
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dois grupos: xantofilas, que apresentam grupos funcionais contendo oxigénio; e
carotenos, que sdo constituidos apenas por carbono e hidrogénio (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001).

Estudo na populacao brasileira indica que o consumo de frutas é baixo e que
salada crua, abdbora, couve e cenoura contribuem mais para a ingestdo de pro-
vitamina A que as frutas (VARGAS-MURGA et al., 2016).

Além da funcdo corante, os carotenoides quando consumidos também
apresentam importantes atividades bioldgicas. Além da atividade antioxidante
(MIRANDA et al 2013), os carotenoides também agem como precursores da
vitamina A (retinol) um nutriente essencial ao corpo humano; além disso alguns
estudos mostram possivel reducdo de risco de cancer de pulmdo associado ao
consumo de carotendides e vitamina C (SHARECK et al., 2017). Estudos
epidemiologicos tém associado o consumo de dietas ricas em carotenoides com a
reducado da incidéncia de doencgas cronico degenerativas, tais como cancer, doencgas
cardiovasculares.

Os carotenoides tém ainda propriedades benéficas para a saude, em
particular, papel na diferenciacdo celular, anti-inflamatério e efeito antioxidante
(KAULMANN & BOHN, 2014; KHOO et al., 2011). Além disso, podem minimizar a
oxidacao lipidica, aumentando a vida util de produtos alimenticios (CHOE & MIN,
2006; SAINI et al., 2015).

O &cido ascérbico, também conhecido como vitamina C, esta presente em
grande parte das frutas. Apresenta acao antioxidante, sendo responsavel por
proteger as células de radicais livres. Tem formula quimica Ce¢HgOs € € uma
substancia cristalina, de sabor acido, hidrossoluvel, sendo insolavel na maioria dos
solventes organicos. E termolabil, sensivel a luz e pode ser degradado por uma
variedade de reacdes (DAMODARAN, PARKIN, FENEMMA, 2010).

A vitamina C € considerado um dos mais potentes e 0 menos téxicos dos
antioxidantes naturais. E um sequestrador de radicais como: o anion superéxido, o
radical hidroxila, o peroxido de hidrogénio e o oxigénio singlete. Em solucbes
aguosas, também combate eficientemente espécies reativas de nitrogénio,
impedindo a nitrosacao de moléculas. Entre as principais fontes de vitamina C, estéo
os frutos citricos, acerola, goiaba e kiwi, além de algumas hortalicas (PERTUZARTTI
et al., 2015).
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Pesquisadores da Embrapa Agroindulstria Tropical testaram cerca de 90
formulagbes de bebidas mistas de sucos de frutas tropicais nos ultimos anos, e
contribuiram com a elaboracéo de bebidas com maior potencial antioxidante, devido
principalmente a sua composicdo de compostos fenodlicos, sem, contudo causar

alteracdes significativas nas caracteristicas sensoriais do produto (MOURA, 2014).
2.1.1 Maracuja (Passiflora edulis flavicarpa)
A palavra maracuja (Passiflora edulis flavicarpa) (Figura 1) tem origem do

tupi mara kuya, “fruto que se serve” ou “alimento na cuia”. Fruto do maracujazeiro da

familia passifloraceae e género passiflora (MELETI, 2000).

Figura 1 — Maracuja amarelo (Passiflora edulis flavicarpa)
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Fonte: < https://fruttine.com/polpa-de-fruta/polpa-de-maracuja/>

O maracujazeiro é originario da Ameérica do Sul, sendo que a primeira
referéncia botanica a familia do maracujazeiro ocorreu em 1569, quando Nic
Monardis descreveu uma espécie do género Passiflora (HOEHNE, 1946).
Posteriormente, diversas descricbes botanicas foram realizadas, caracterizando o
género com 630 espécies tropicais e subtropicais, sendo 95% delas predominantes
na América do Sul e o restante na Asia, Austrdlia e América do Norte
(VANDERPLANK, 2000). E uma planta trepadeira herbacea ou arbustiva, raramente
ereta, perene, lenhosa, de crescimento rapido e continuo. Possui hastes cilindricas
muito ramificadas, podendo atingir de 5 a 10 metros de comprimento (SOARES et
al., 2011).

A primeira descricdo da Passiflora foi realizada em 1569, sob o nome
genérico de granadilla. A partir das caracteristicas peculiares da flor surgiu a

denominacéo de flor-da-paixdo, nome popular pouco conhecido no Brasil, e também
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0 nome cientifico do género: Passiflora (do latim passio = paixdo e flos = flor)
(MELET]I, 2000).

Os frutos possuem formatos globosos ou ovoides com grandes variacées no
comprimento e largura. A cor da casca geralmente € amarelo, amarelo-esverdeado.
A coloracado da polpa € amarelo escuro. As sementes sdo ovais com 0,5-0,6 cm de
comprimento por 0,3-0,4 cm de comprimento, sendo muito duras (WONDRACEK,
2009).

Dentre as frutiferas cultivadas no Brasil, 0 maracuja tem grande destaque no
cenario econdbmico, sendo considerado hoje o maior produtor desta fruta, com
producgéo de 703.489 t em 2016. O nordeste brasileiro se destaca com producéo de
489.898 t no ano de 2016, sendo a Bahia o estado com maior producao, cerca de
342.780 t e responsavel por 95% da producéo nacional (IBGE, 2017).

Devido as suas caracteristicas de sabor e aroma intenso, seu cultivo tem
crescido, ocupando lugar de destaque na fruticultura tropical. A principal importancia
econdmica do fruto esta relacionada ao processamento de suco concentrado, mas o
fruto também € utilizado na elaboracdo de produtos, como sorvetes, geleias,
xaropes, além do uso na industria farmacéutica e de cosméticos (MELETTI et al.,
2011).

O maracuja amarelo (P. edulis flavicarpa) tem forma arredondada com um
diametro entre 8 e 10 cm e uma casca amarela quando maduro. A parte comestivel
do maracuja (40%) é formada por muitas sementes rodeadas por uma polpa
gelatinosa amarela com aroma intenso e sabor doce-acido (LOPEZ-VARGAS et al.,
2013).

O maracujd é rico em vitaminas e minerais, compostos fendlicos e
carotenoides, pigmentos responsaveis pela cor intensa da fruta e que, juntamente
com flavonoides também presentes, tem caracteristica antioxidante atuando na
prevencado de doencas crbnicas (ZERAIK et al., 2010). Costa e Tupinamba (2005),
verificaram que os frutos de maracuja do género Passiflora apresentavam efeito
contra ansiedade, fato este atribuido principalmente aos flavonoides crisina e
benzoflavona, apresentando também efeito hipotensor por vasodilatacao periférica,
atribuido aos cianoglicosideos. A crisina apresentou também atividade
anticonvulsivante relacionada com o0s receptores cerebrais benzodiazepinicos.

Esses componentes contribuem para seus atributos sensoriais e nutricionais e seu



24

acumulo é variavel e depende de fatores como estagio de maturacdo e das
condi¢cbes de armazenamento (ROTILI et al., 2013).

Dentre os produtos derivados do maracuja, o comércio de suco tem destaque
com producao no Brasil estimada em mais de 920.158 t em 2010 (IBGE, 2017).

O suco de maracuja é definido pela legislacdo brasileira, através da Instrucdo
Normativa n © 01/00 (BRASIL, 2000), como "[...] uma bebida n&do fermentada e nao
diluida obtida da parte comestivel de maracuja (Passiflora, spp.) através de
processo tecnoldgico adequado”. Deve apresentar odor e sabor caracteristico da
fruta e a cor pode variar do amarelo ao laranja.

Na producédo de suco de maracuja, este passa pelo processo de pasteurizacao
térmica a fim de garantir a estabilidade durante o armazenamento. Esse processo

pode causar perda de nutrientes presentes nas frutas.

2.1.2 Kiwi (Actinidia deliciosa)

O kiwi (Actinidia deliciosa) (Figura 2) é fruto pertencente a familia
Actinidiaceae, originaria de regibes montanhosas da China. Conhecida como
groselha chinesa, foi difundida apenas em 1910, quando suas sementes foram
levadas para Nova Zelandia, onde a fruta recebeu o nome de kiwi por ser
semelhante ao kiwi — ave simbolo do pais. No Brasil, a fruta foi introduzida em 1971
pelo Instituto Agronédmico de Campinas (SAQUET & BRACKMANN, 1995).

Figura 2 — Kiwi (Actinidia deliciosa)

Fonte: <http://www.fischerfrutas.com.br/kiwi>

A planta caracteriza-se por apresentar raizes muito ramificadas, o caule
pode alcancar 6 a 8 m em um ano e os ramos tém crescimento rapido. O fruto € uma
baga ovoide esférica alongada; a casca de coloracdo parda-esverdeada possui
pelos macios. A polpa é de cor verde brilhante macia e com presenga de muitas

sementes de cor preta e pequenas. E considerada uma fruta exética em paises
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ocidentais; tornou-se popular em todo o mundo devido as suas propriedades
sensoriais e nutricionais, como baixa caloria (57 kcal/100 g), um alto teor de fibra,
potassio e compostos bioativos com atividade antioxidante, como carotenoides,
fendlicos totais, antocianinas, vitamina C, taninos, flavonoides e clorofila
(DRUMMOND et al., 2013; LEONTOWICZ et al., 2016). A presenca de carotenoides
e clorofila é responsavel pela cor verde brilhante de sua polpa (NISHIYAMA et al.,
2007).

Esses fitoquimicos diminuem a velocidade das reacfes de oxidacéao lipidica,
responsaveis pela deterioracdo do alimento, atuando como sequestradores de
radicais livres, ou impedindo sua formacdo (SHUI & LEONG, 2006). Tém efeito
antioxidante, podendo impedir o desenvolvimento de doencas causadas pelo
estresse oxidativo (IWASAWA et al., 2011).

Por ser uma fruta altamente perecivel, é bastante usada na producao de
doces, geleias e sucos, sendo submetido ao processo térmico de pasteurizacdo a
fim de aumentar sua vida de prateleira. Contudo, durante o processamento, o calor
pode provocar mudancas significativas na qualidade desta fruta, resultando na
degradacéo de clorofila, isomerizagcdo de carotenoides e formacao de produtos de
degradacdo desses compostos (KHOO et al., 2011; LESPINARD et al.,, 2012).
Consequentemente, a cor verde brilhante é transformada em um tom marrom-
amarelado, com perda de qualidade nutricional, desenvolvendo caracteristicas
indesejaveis também no aroma e textura (LESPINARD et al., 2012, BENLLOCH-
TINOCO et al., 2015b).

Embora esta fruta ja tenha sido citada por apresentar grande potencial para
a exploracdo industrial (BARBONI et al., 2010), ndo existe no mercado muitos
produtos processados de kiwi (BENLLOCH-TINOCO et al., 2015b), principalmente

sucos prontos para beber.

2.1.3 Aguade coco

O coqueiro (Cocus nucifera L.) pertence a familia Palmae. E umas das
plantas arboreas mais uteis no mundo, conhecida como “arvore da vida” por ser uma
cultura perene e promover recuperacéo do ecossistema (BITENCOURT, 2008).

O fruto (Figura 3) do coqueiro (Cocus nucifera) produz um endosperma

liquido, conhecido como agua de coco, como tatica ecofisiologica para
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armazenamento de substancias nutritivas para reserva e sobrevivéncia da espécie
(ARAGAO et al., 2005). Assim, a 4gua de coco é rica em agucares, sais minerais,
vitaminas, bem como compostos bioativos, como flavonoides, aminoacidos,
antioxidantes e enzimas. O teor dessas substancias pode variar com a espécie,

periodo de maturacéo e condi¢fes climéticas (KWIATKOWSKI et al., 2012).

Figura 3 — Coco verde (Cocus nucifera)

Fonte: <https://ideianutri.com/2016/03/06/beneficios-da-agua-de-coco/>

Em 2013, o cultivo mundial de coco foi de 61.965.165,18t enquanto que no
Brasil, no mesmo ano, foi de 2.820.468 t. O Brasil apresenta crescimento na cultura
do coqueiro ando verde, em praticamente todo territério nacional. Possui cerca de
250 mil hectares de areas destinadas ao cultivo do coqueiro e acredita-se que a
producado seja em torno de 2 milhdes de toneladas do fruto. Devido ao clima tropical,
as maiores producdes se concentram nas regidoes Norte e Nordeste, com cerca de
70% da producéo nacional (EMBRAPA, 2018). O coco anéo verde é o mais utilizado
para extracao de agua, pois com idade de seis a sete meses tem maior quantidade
de agua em seu interior (PENHA et al., 2010).

O pericarpo do coco verde é formado por uma epiderme lisa verde (casca
externa) associada a um mesocarpo espesso fibroso e um endocarpo escuro e
rigido. A semente forma uma cavidade onde se encontra a polpa carnosa branca
(endosperma sélido) e dentro da cavidade encontra-se o endosperma liquido,
conhecido como agua de coco (PASSOS, 1998; FATMAWATI & AGUSTRYANTO,
2015). Em seu estado natural, a agua de coco é estéril, corresponde a 25% do peso
do fruto e por ser uma bebida leve, refrescante pouco caldrica e de sabor agradavel,
€ um atrativo para consumidores que tem buscado cada vez mais alimentos naturais
e com apelo ao bem estar e manutencédo da saude, (CARVALHO et al., 2012).

A agua de coco € considerada um isotbnico natural por ser rica em

acucares, sais minerais e vitaminas, também devido as suas propriedades de
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reposicdo de eletrélitos perdidos apdés uma desidratagdo ou desgaste fisico.
(CARVALHO et al., 2012).

E geralmente comercializada dentro do proprio fruto, contudo esta atividade
esta relacionada com problemas de transporte, armazenamento e fragilidade do
produto. Sendo assim, é importante a industrializagdo da bebida, visando facilitar o
transporte e armazenamento para areas ndo produtoras, a0 mesmo tempo
mantendo sua qualidade e vida de prateleira (SILVA et al., 2016). Apos a extracao, é
necessario processamento que garanta sua qualidade microbiolégica e inativacao
enzimatica, a fim de diminuir o risco de alteracdes indesejaveis na sua qualidade
sensorial, como o odor (fétido), cor (rosa) e sabor (amargo), tornando-a imprépria
para o consumo (MURASAKI-ALIBERT et al., 2009; PENHA et al., 2010).

O Decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, artigo 20, define agua de coco
como a bebida obtida da parte liquida do fruto do coqueiro (Cocus nucifera L.) ndo
diluida e ndo fermentada, extraida e conservada por processo tecnolégico adequado
(BRASIL, 2009a). A Instrucdo Normativa n°27 de 22 de julho de 2009 (BRASIL,
2009b) classifica a agua de coco em agua de coco resfriada, pasteurizada,
congelada, esterilizada, concentrada, desidratada e reconstituida.

O processo térmico é o mais utilizado para preservacdo na industria de
alimentos, pois a elevada temperatura garante a qualidade microbiolégica, e também
alcanca a inativacdo enzimética (AGUIAR et al., 2012). Normalmente a inativacao
enzimatica € completa em temperaturas de 70 °C — 90 °C, contudo, estudos
mostram que o tratamento térmico a 90 °C por mais de 100 s pode afetar as
qualidades sensoriais da agua de coco verde, além da oxidacdo de compostos
fendlicos (CAMPOS et al., 1996; KIM et al., 2007).

Vérios estudos de tecnologias convencionais e ndo convencionais como
congelamento, microfiltracdo, uso de conservantes, tecnologia de alta pressao
hidrostatica, radiacdo ultravioleta, ja foram avaliadas, contudo, todas essas
alternativas parece ndo ser tdo eficaz na inativagdo enzimatica ou afeta
negativamente as qualidades sensoriais da dgua de coco. Diante do exposto, a
termossonicagcao parece ser uma tecnologia promissora para inativacao enzimatica
(ROJAS et al., 2017).
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2.2 CONSERVACAO DE SUCOS

2.2.1 AlteracOGes enzimaticas em sucos de fruta

As enzimas sao proteinas com atividade catalitica diferente para cada tipo
de organismo ou célula (WHITAKER, 1994). Podem ser adicionadas nos alimentos
com o intuito de conferir alteracdes desejaveis, como as enzimas pectinoliticas.
Essas sdo utilizadas na industria de sucos para degradacdo de substancias
pécticas, diminuindo a viscosidade e melhorando o processo de clarificagdo na
indastria de sucos (UENOJO & PASTORE, 2007). Contudo, também causam
deterioracdo nos alimentos, como nos casos das oxirredutases, que incluem as
enzimas polifenoloxidase e peroxidase.

A atuacéo do ultrassom para controle da atividade enzimética € influenciada
por fatores extrinsecos e intrinsecos, como composi¢cdo do alimento, temperatura,
pH e concentracdo (O'DOONELL et al., 2010). Para inativagcdo enzimatica é
necessario utilizar ultrassom de alta intensidade, pois a principal causa para
inativacdo de enzimas através da sonicacdo é a cavitacdo. Portanto, o nivel de
intensidade do ultrassom influencia fortemente, estando relacionado com a atividade
ou inatividade de muitas enzimas (KADKHODAEE & POVEY, 2008; O'DONNELL et
al., 2010).

Estudos relatam com éxito o uso do ultrassom para inativacdo de enzimas.
Raviyan et al. (2005) mostraram que a combinagéo entre pressao e calor tem um
efeito colaborativo na inativacao da pectinametilesterase (PME) em suco de tomate
com temperaturas entre 50 e 72 °C. O aumento da inativacdo foi dependente da
intensidade cavitacional, que foi considerada como dependente da temperatura.
Tiwari et al. (2009) verificaram que a sonicacao isolada nédo foi suficiente para
inativar a PME em suco de laranja. Contudo, a redu¢do da PME em suco de lim&o
resultou na diminuicdo de particulas suspensas durante o armazenamento de 18
dias a 4 °C, quando comparado com o suco de limdo processado termicamente
(KNORR et al., 2004).

Sener, Apar & Ozbek (2006) obteve reducdo de 25% da atividade da B-
galactosidase utilizando intensidade de 20 W/cm? em leite. Estudo de Tiwari et al.
(2009a) relata uma estabilidade na aparéncia durante o armazenamento de suco de

laranja tratado com ultrassom. Essa melhora na estabilidade durante o
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armazenamento pode ser justificada pelo dano mecénico a estrutura da PME
durante a sonicagdo (O'DONNELL et al., 2010)

2.2.1.1 Polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD)

Polifenoloxidase (PPO) faz parte de um grupo de enzimas conhecidas como
oxidorredutases que oxidam fendis e o-quinonas na presenca de oxigénio. E
classificada pela IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology)
como EC 1.14.18.1, mas também pode ser denominada de tirosinase, polifenolase,
fenolase, catecol oxidase, creolase ou catecolase, dependendo dos Varios
substratos que podem ser utilizados nas reacfes, sendo uma das responsaveis pelo
escurecimento de vegetais, leguminosas e cereais (GOMES et al., 2001; OMS-OLIU
et al., 2008). Sua atividade varia em funcdo da espécie, estagio de maturacédo e
variedade do vegetal, ou mesmo com armazenamento (VIGYAZO, 1981).

A Figura 4 apresenta esquema da reacdo da PPO, onde acontecem duas
reacdes sequenciais. Na primeira, a enzima monofenol mono-oxigenase (E.C
1.14.18.1) oxida um monofenol para formar um o-difenol incolor (atividade creolase).
Na segunda reacao (atividade catecolase), a enzima E.C. 1.10.3.2 oxida o o-difenol
em o-quinonas, compostos de cor ligeiramente amarela. Ja as quinonas, sofrem
reacdes secundarias, enzimaticas ou nado, formando as melanoidinas, compostos
marrons, caracteristicos do fenébmeno (SILVA et al., 2000). Essa reacéo influencia
negativamente a qualidade e aceitabilidade comercial dos produtos como sucos,
geleias e frutas minimamente processadas, devido a alteracdo de cor, sabor, aroma
e perda de vitaminas (TEREFE et al., 2014; TEOH et al., 2016).

Figura 4 — Esquema da reacdo de oxidagdo pela enzima polifenoloxidase
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Fonte: <https://www.quimicalimentar.com.br/escurecimento-enzimatico-em-alimentos/>
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O escurecimento enzimatico inicia-se como resposta as injarias fisiolégicas ou
mecanicas. Durante o processamento ou manuseio da fruta, ha um aumento da
atividade enzimética em resposta ao estresse sofrido pelo tecido. Essas lesdes
também levam a ruptura da célula, promovendo o contato de compostos fendlicos
com as enzimas envolvidas nas reacdes de escurecimento (TEOH et al., 2016).

A peroxidase (POD), classificada como E.C. 1.11.1.7, também pertence ao
grupo das oxirredutases. Nao é uma enzima especifica, assim, pode catalisar varias
reacoes oxidativas que ocorrem nas plantas, utilizado o peroxido de hidrogénio
como substrato (MATHE et al., 2010).

A funcdo da POD é proteger o tecido vegetal contra a toxicidade do H,O,
formado durante o metabolismo celular. A remocédo do H,O, evita a formacéo do
oxigénio singlete pela reacdo com O,. A POD oxida compostos fendlicos apenas na
presenca de H,O, (CLERICI et al., 2014). A Figura 5 apresenta esquema da reacao
da POD onde esta, converte o guaiacol e perdxido de hidrogénio em tetraguaiacol

(composto colorido).

Figura 5 — Esquema da reacado da oxidacdo pela enzima peroxidase
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Fonte: http://www.scielo.br/pdf/an/v13n4/a03v31n4.pdf

Estima-se que mais de 50% das perdas de frutas é causada pelo
escurecimento enzimatico e que, além das frutas, outros vegetais como a batata e
yacon, também s&o susceptiveis ao escurecimento enzimatico, provocando um
impacto econbmico significativo para os produtores de alimentos (VILAS BOAS et
al., 2009). Portanto, o controle do escurecimento enzimatico torna-se um ponto
chave para a diminuicdo das perdas comerciais para o agricultor, bem como para a

industria.
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2.2.2 Pasteurizagdo em suco de fruta

O consumo de frutas frescas, bem como de sucos naturais tem aumentado
nos ultimos anos. Estudos também mostram que os consumidores tém procurado
alimentos mais praticos, sem perder, entretanto, o valor nutricional e caracteristicas
sensoriais (SAMPEDRO et al.,, 2010; GEORGE et al., 2013; TADAPANENI et al.,
2015)

O uso de conservantes quimicos € comumente utilizado na indastria de
polpas por ser menos dispendioso (NASIR et al., 2015). Contudo, a inddstria tem
buscado diminuir essa atividade devido a crescente demanda dos consumidores por
produtos livres de aditivos quimicos. A temperatura tem sido a técnica mais aplicada,
visto que é segura do ponto de vista microbiolégico. Porém, o éxito deste tratamento
pode levar a perda de nutrientes, além de alteragBes negativas nas caracteristicas
sensoriais (CHEMAT et al., 2011). Deste modo, € necesséario um controle efetivo do
tempo de aguecimento a altas temperaturas para que enzimas sejam inativadas
(CHEMAT et al., 2011; FERNANDEZ-SESTELO et al., 2013). Além disso, esses
tratamentos demandam alta quantidade de energia. O desafio atual para indUstria de
alimentos € combinar técnicas de conservacdo térmica moderada com novas
aplicagbes, a fim de assegurar a conservagdo dos alimentos sem uso de
conservantes e de maneira que mantenha as caracteristicas sensoriais e valor
nutricional, com baixo consumo de energia, valor competitivo, seguranca alimentar e
respeitando o meio ambiente (CHEMAT et al., 2011; YI et al., 2016; VERRUCK &
PRUDENCIO, 2018, TREMARIN et al., 2019).

2.3 ULTRASSOM E TERMOSSONICACAO

2.3.1 Ultrassom e cavitacao

A manutenc¢do do valor nutritivo e das caracteristicas sensoriais de alimentos
gue sejam minimamente processados levou ao interesse do uso de tecnologias néo
térmicas de processamento em sucos de frutas (RAWSON et al.,, 2011). A
introducdo dessas novas tecnologias pode reduzir o tempo de processamento e
melhorar as condigcbes de operacdo industrial, resultando em produtos com
qualidade, que preservem suas caracteristicas iniciais (CARCEL et al., 2012,
COSTA et al., 2013).
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Dentre essas novas tecnologias o ultrassom tem sido reconhecido com a
vantagem melhorar a qualidade do produto, diminuir o consumo de energia,
favorecendo o meio ambiente, além de reduzir tempo de processamento e gerar
maior rendimento, sendo interessante para aplicacao industrial (TREMARIN et al.,
2019).

As ondas sonoras sdo ondas mecanicas acusticas e como tal, necessitam
de um meio para se propagar (Figura 6). Podem ser classificadas como infrassom
(frequéncia menor de 20 Hz), som (20 Hz-20 kHz) e ultrassom (frequéncia maior de
20 kHz). Apenas ondas sonoras na freqiéncia de 20 Hz — 20 kHz s&o perceptiveis
aos seres humanos (CARCEL et al., 2012; AWAD et al., 2012).

Figura 6 — Representagcédo esquematica da propagacao de ondas sonoras

Fonte:< https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:CPT-sound-physical-manifestation.svg>

O ultrassom pode ser classificado de acordo com sua frequéncia e
intensidade. Assim, temos o ultrassom de baixa intensidade (<1 W/cm?) e alta
frequéncia (2-20 MHz), utilizado na tecnologia de alimentos em técnicas para obter
informacBes sobre propriedades fisico-quimicas, composicdo e estado fisico do
alimentos, além de sua estrutura, sendo uma técnica rapida, ndo invasiva, nao
destrutiva e precisa. O ultrassom de alta intensidade (10-1000 W/cm?) e baixa
frequéncia (20-100 kHz) gera energia suficiente para romper ligacdes
intermoleculares e, em intensidade superior a 10 W/cm? gera o fendmeno de
cavitacdo, sendo este o principal fendmeno responsavel pelo efeito do ultrassom nos
alimentos (ALVES et al., 2013).

A cavitacdo é o fenbmeno gerado quando uma onda ultrassénica é aplicada
em meio liquido, formando um ciclo de ondas que oscilam em momentos de
compressao (pressao positiva) e rarefacdo (pressao negativa), gerando uma bolha,

“vacuo” ou “cavidade”, dai o nome cavitagao (Figura 7).
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Figura 7 — Representagdo esquematica da propagacéo de ondas sonoras e cavitagao
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Fonte: ARANHA et al., 2010 (Adaptado)

Esse ciclo acontece com regularidade causando o aumento do tamanho
dessas cavidades. E formado entdo um campo acUstico irregular que leva a
instabilidade e colapso das bolhas no liquido. O colapso influencia em volta da
bolha, gerando uma forca de cisalhamento (efeito mecéanico), microjatos e atrito na
zona de cavitacdo. Na propria bolha (efeito quimico), onde qualquer espécie
introduzida durante sua formacédo € submetida a altas temperaturas e pressdo em
pontos localizados gerado pelo colapso. Assim, o vapor residual de dentro da bolha,
submetido a esse aumento de temperatura e pressao, leva a fragmentacdo de
moléculas. Na agua, por exemplo, ocorre a ruptura da ligacdo de OH, produzindo
pequena quantidade de gas oxigénio e H,O, (MASON et al., 2005; O’'DONNELL et
al., 2010; CARCEL et al., 2012; ALVES et al., 2013).

A cavitacdo pode ser classificada como estavel, onde as bolhas
permanecem inalteraveis durante varios ciclos de compressao e expansao; essa é
produzida geralmente por ultrassom de baixa intensidade e as bolhas induzem uma
microagitacdo no liquido sem implodir. Na cavitacdo instavel, produzida por
ultrassom de alta intensidade, a agitacao leva ao crescimento das bolhas de forma
progressiva ao longo de varios ciclos (compressao/rarefacdo), até ocorrer sua
implosdo (TORLEY & BHANDARI, 2007). A capacidade do ultrassom de gerar a
cavitacdo depende das caracteristicas do ultrassom (frequéncia e intensidade), da
matriz alimentar (viscosidade, tensdo superficial), bem como de condi¢des
ambientais (temperatura e pressdo) (DOLATOWSKI et al., 2007; O'DONNELL et al.,
2010; JAMBRAK et al., 2017)
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A sonicacdo é produzida através de um transdutor que converte energia
elétrica em energia mecéanica com frequéncias ultrassénicas. Estes transdutores
podem ser magnetostritivo constituido de ligas metélicas de alta resisténcia e podem
atingir altos niveis de poténcia, mas com eficacia abaixo de 50% quando comparado
com os transdutores piezoeléctricos, que tém uma eficiéncia de 95%. Este fato
sugere tais transdutores sao mais utilizados (PESHKOVSKY & PESHOVSKY, 2010).

O procedimento para aplicacéo de ultrassom em tecnologia de alimentos séo
os banhos e as sondas. Nos banhos ultrassénicos, os transdutores séo ligados a um
sistema vibratério na base ou parede do tanque que transmite a energia ultrassénica
para o liquido, geralmente agua, do recipiente que transmite a vibracdo para o
alimento imerso no liquido (LEADLEY & WILLIAMS, 2008; CARCEL et al., 2012). No
sistema de sondas, o sinal acustico é aplicado diretamente no alimento através de
uma haste metdlica, onde o sinal acustico € amplificado e direcionado ao alimento.
Nesse caso, a distancia entre a ponta da sonda e a amostra deve ser levada em
consideracdo e controlada devido a diminuicdo do campo ultrassbnico com a
distancia (ALVES et al., 2013).

O ultrassom é amplamente utilizado na é&rea de ciéncias por ser uma
tecnologia ndo térmica e de muitas fungdes, o que lhe confere diferentes aplicacfes
na industria de alimentos. Tem sido estudado para aplicacdo no processamento e
preservacdo de alimentos, além da extracdo de varias substancias alimenticias
(OLIVEIRA et al., 2016). Estudos mostram sua utilizacdo em frutas e sucos de frutas
(PANIWNYK et al., 2017; TOMADONI et al., 2017), especialmente nos processos de
congelamento e descongelamento (CHENG et al., 2015), extracdo (AGCAM et al.,
2017; CHEMAT et al., 2017), transferéncia de massa (KNORR et al.,, 2011),
secagem e desidratacdo (SILVA et al., 2014; MEDEIROS et al., 2016), inativacdo
enzimatica (BALTACIOGLU et al., 2017; DIAS et al., 2015) e em diversas matrizes
alimentares (DOLATOWSKI et al., 2012; CHEMAT et al., 2011, CARCEL et al.,
2012; CHANDRAPALA et al., 2012; ALVES et al., 2013).

Também tem sido referido como efetivo contra Escherichia coli, sozinho ou
em combinagdo com temperaturas moderadas, em cidra de mac¢a (UGARTE
ROMERO et al., 2006). Estudo de Raju & Deka (2018) mostrou reducédo de

microrganismos em suco de frutas atraveés da termossonicacao.
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2.3.2 Termossonicacao

O uso combinado de ultrassom e calor (termossonicagdo) tem sido
empregado como substituto ao tratamento térmico em suco de frutas, pois oferece
menor dano a bebida, sendo esta considerada de boa qualidade nutricional e
sensorial (ANAYA-ESPARZA et al.,, 2017; MISRA et al.,, 2014; ZULUETA et al.,
2013). MARTINEZ-FLORES et al. (2015) e JABBAR et al. (2014) mostraram efeito
positivo no uso da termossonicacdo em sucos quando comparado ao tratamento
térmico, com o aumento do teor de carotenodides, vitamina C e polifenois. Além de
oferecer vantagens em termo de produtividade e rendimento, € considerada uma
tecnologia “amiga do ambiente” por oferecer menor gasto de energia e agua,
contribuindo para o desenvolvimento sustentavel (CHEMAT et al., 2011; CAO et al.,
2018).

O processo de termossonicagao tem sido eficaz devido a um “efeito aditivo”
causado pela combinacdo de calor e cavitacdo. Este efeito, ou choque térmico,
aumenta a regido de letalidade bacteriana e inativacdo enzimatica. O calor e ondas
sonoras agem simultaneamente aumentando a sensibilidade nas paredes das
células bacterianas, podendo ocorrer danos na estrutura celular (ANAYA-ESPARZA
et al., 2017). Contudo, quando essa temperatura é muito elevada, geralmente maior
qgue 55 °C, este “efeito aditivo” pode nao acontecer, isso porque altas temperaturas
podem prejudicar a formacdo de grandes bolhas durante a cavitacdo (ANAYA-
ESPARZA et al., 2017). O calor das bolhas de cavitacdo causa um aumento gradual
da temperatura do meio e o efeito da cavitagdo pode diminuir devido ao aumento
dessa temperatura. Assim, para eficiéncia do processamento com termossonicacao,
€ importante considerar variaveis como tempo de processamento e temperatura,
visto que a temperatura afeta o teor de compostos bioativos, atividade enzimética e
microbiana (ABID et al., 2014).

A termossonicacdo pode ser classificada como continua ou descontinua. A
termossonicagdo descontinua € mais comum, e consiste na utilizacdo de transdutor
ultrassonico tipo sonda e um banho de agua circulante externo (Figura 8); ja a
continua consiste numa célula de fluxo que contém a sonda, com temperatura
controlada. Estudos mostram que a aplicacdo de ultrassom pode gerar aumento de

temperatura em sucos devido a intensidade ultrassénica e tempo de aplicacdo do
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processo (FONTELES et al., 2012; COSTA et al., 2013; DIAS et al., 2015). Assim, &

necesséria a circulacdo de agua para garantir o controle da temperatura.

Figura 8 — Esquema da aplicacéo da termossonicagao
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Fonte: Verruck e Prudéncio, 2018 (E-book)

A melhora da eficiéncia na producao na industria de leites (JULIANO et al.,
2014) e na extracdo de oOleo (JULIANO et al., 2013) mostra o efeito positivo do uso

do ultrassom, demonstrando que este tem potencial promissor para uso em escala
industrial (ZISU et al., 2010; PANIWNYK et al., 2017).
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3 HIPOTESE

A termossonicacdo, em condicBes otimizadas, € uma tecnologia de
processamento eficiente em substituicdo aos tratamentos térmicos tradicionais para
reducdo de atividade enzimatica e manutencdo dos compostos bioativos em bebidas

mistas de 4gua de coco com maracuja e agua de coco com Kiwi.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL
Estudar a influéncia da termossonicacdo em bebida mistas de agua de coco
com maracuja e agua de coco com kiwi por meio de analise de indicadores

de qualidade

4.2 ESPECIFICOS

= Obter uma condicéo otimizada de processamento (intensidade de poténcia e
temperatura) para o tratamento das bebidas mistas com ultrassom;

= Estudar o efeito da termossonicagao na atividade das enzimas peroxidase e
polifenoloxidase das bebidas produzidas;

= Avaliar o efeito da aplicacdo da termossonicacdo no teor de compostos
bioativos e atividade antioxidante das bebidas produzidas;

» Analisar a influéncia da termossonicacdo na estabilidade fisico-quimicas e

enzimatica das bebidas produzidas.
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5 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Experimentacdo em
Andlise de Alimentos (LEAAL) do Departamento de Nutricdo — CCS/UFPE e no
Laboratorio de Engenharia de Alimentos e Ambiental do Departamento de
Engenharia Quimica — CTG/UFPE.

5.1DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para estudar os efeitos da intensidade da poténcia e tempo de aplicacdo do
ultrassom na bebida mista, foi utilizado um planejamento fatorial completo 22, mais
os pontos centrais (nivel 0) e pontos axiais (niveis ta). Dessa forma, cada fator foi
estudado em 5 niveis, conforme apresentado na Tabela 1. As faixas de variacdo
entre o limite inferior e superior de cada variavel foram estabelecidas com base na
literatura (FONTELES et al., 2012).

Tabela 1 — Varidveis independentes para o tratamento termossonico fatorial em bebidas mistas de
maracuja com agua de coco e de kiwi com agua de coco (tempo constante e igual a 10 minutos)

Variavel (codificada) -1,41 -1 0 +1 +1,41
Intensidade de poténcia (W/cm?) 75 118 224 330 373
Temperatura (°C) 25 31 45 59 65

Fonte prépria

Neste estudo, foram realizados 11 ensaios, sendo quatro fatoriais, trés
centrais e quatro axiais (Tabela 2), gerando um modelo quadrético, onde o valor das
variaveis dependentes Y (atividade enzimética da polifenoloxidase e peroxidase, teor
de fendlicos totais, vitamina C, carotenoides, flavonoides totais, atividade
antioxidante (DPPH e ABTS), e variacdo total de cor) sdo funcBes das variaveis
independentes (intensidade de poténcia e temperatura), conforme descreve a

equacgao 1.

Y = ¢(i,T) = Bo+PBai + BoT +Buai” + BT + Brai T 1)
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Tabela 2 — Planejamento experimental codificado e decodificado do tratamento termossénico.

(Wicm?) (°C) (Wicm?) =
01 -1 -1 118 31
02 +1 1 330 31
03 1 1 118 59
04 1 1 330 59
05 0 0 224 45
06 0 0 224 45
07 0 0 224 45
08 1,41 0 75 45
09 +1,41 0 373 45
10 0 1,41 224 25
11 0 +1,41 224 65

Fonte prépria
5.2 ANALISE ESTATISTICA

A elaboracdo dos modelos foi feita utilizando o software STATISTICA 7.0,
sendo considerado preditivo o modelo que apresentou regressao significativa ao
nivel de 95% de confianca e alto valor de R (RODRIGUES & IEMMA, 2014).

5.3FORMULACAO DAS BEBIDAS

5.3.1 Bebida mista de agua de coco com maracuja

Considerando a legislagdo IN n°01 (BRASIL, 2000), foi considerado suco
integral de maracuja, a polpa integral (sem adi¢cdo de agua ou conservantes) nédo
submetida a nenhum processamento de térmico, congelada, adquirida de industria
local. A agua de coco refrigerada foi adquirida da Recife Cocos ®, situada em
Recife, PE. A bebida mista de maracuja foi elaborada na proporcdo 1:9 (suco de
maracuja:adgua de coco refrigerada), imediatamente antes do processamento de

termossonicacgao.
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5.3.2 Bebida mista de agua de coco com Kiwi

Para elaboracdo da bebida mista de kiwi, foi comprado kiwi em mercado local
(Recife, PE). As frutas foram higienizadas e o suco foi obtido através da extracdo do
fruto em extrator de suco (Centrifuga Juicer Philips Walita 700w - Ri1863). A agua
de coco refrigerada utilizada foi adquirida da Recife Cocos ®, situada em Recife, PE.
A bebida foi elaborada na proporcdo 1:1 (suco integral de kiwi:dgua de coco

refrigerada), imediatamente antes do processamento de termossonicagéao.

5.4TERMOSSONICACAO

Para esta etapa, 150 mL de amostra das bebidas mistas foram colocados
em béqueres encamisados de 250 mL e submetidos ao tratamento de
termossonicacdo, de acordo com o planejamento experimental. Foi utilizado um
processador de ultrassom de 500 W (Unique® DES500, Brasil), com frequéncia de
20 kHz e sonda de 1,3 cm. A sonda de ultrassom foi submersa a uma profundidade
de 25 mm da superficie da amostra. A intensidade da energia ultrassénica dissipada
a partir da ponta da sonda foi calculada pela equacéo 2 (LI et al., 2004).

I=_P )
mr

Onde:
P = nivel de poténcia aplicada (W)

R = raio da ponteira de titdnio (cm)

A termossonicacao dos diferentes tratamentos foi realizada a 25, 31, 45, 59
e 65 °C e intensidade de poténcia de 75, 118, 224, 330 e 373 W/cm? por 10 min. A
temperatura foi mantida utilizando um sistema de banho ultratermostatizado
(SOLAB® SL 152) que foi ligado ao recipiente encamisado durante o processamento
da amostra. O processamento foi iniciado quando a temperatura definida foi atingida.
Todas as amostras foram imediatamente resfriadas a 4 °C+1 °C em banho de gelo
apos cada tratamento e armazenadas ao abrigo da luz, sendo mantidas a 4 °C+1 °C

até o momento da anélise.
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5.5ESTUDO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A extracdo e atividade da enzima polifenoloxidase foram realizadas de
acordo com a metodologia descrita por Wissermann & Lee (1980). Para a extracao,
20 mL da bebida foi misturada com o mesmo volume de tampéo fosfato de potéassio
(0,05 mol™ pH 7,0) contendo KCI 0,1 mol e 1 % (v/v) de polivinilpirrolidona. A mistura
foi centrifugada por 10 minutos, em centrifuga (Eppendorf, modelo 5403) a 11000
rpm e 4 °C. O sobrenadante foi usado como extrato enzimatico.

Para determinacdo da atividade enzimatica da PPO, foi preparado uma
mistura contendo 0,3 mL do extrato enzimatico e 1,85 mL de uma solucdo tampéo
de fosfato de potassio (0,1 mol, pH 6,0) contendo catecol (0,1 mol) e KCI (0,1 mol).
Essa mistura foi incubada a 30 °C durante 30 minutos e interrompida com a adi¢éao
de 0,8 mL de acido perclérico a 2 mol. Apés a sedimentacéo foi realizada leitura em
espectrofotometro (Varian, modelo Cary 50 Bio UV Visivel, Australia) a 395 nm. Uma
unidade de atividade enzimatica (1 UAE) foi definida como a quantidade de enzima
que provoca uma alteracdo de 0,001 na absorbancia por minuto. A atividade

enzimatica residual apés a aplicacao do ultrassom foi calculada pela equacéo 3:

A (%)=_As .100 3)
Ao
Onde:
As = Atividade da amostra apds aplicacdo do ultrassom; Ao = Atividade inicial da

amostra.

Para determinacdo da atividade da POD foi utilizado o mesmo extrato
enzimatico extraido para PPO. O extrato enziméatico (3 mL) foi misturado com 3,5 mL
de tampéo fosfato-citrato 0,1 M pH 5,0 contendo 1% (v/v) de guaiacol e 0,5 mL de
H.0, 3% (v/v). A mistura foi agitada e incubada a 30 °C por 5 minutos. A reacéo foi
interrompida pela adicdo de 1 mL de bissulfito de sédio 30% (v/v) e foi realizada
leitura em espectrofotdmetro a 470 nm (MATSUNO e URITANI, 1972). Uma unidade
de atividade enzimatica (1 UAE) foi definida como a quantidade de enzima que
provoca uma alteracdo de 0,001 na absorbéncia por minuto. A atividade enzimética

residual da POD ap0s a aplicacéo do ultrassom foi calculada pela equacgéo 3.
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5.6ESTUDO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

5.6.1 Teor de fendlicos totais

O conteudo de fendlicos totais foi determinado por espectrofotometria a 765
nm através do reagente Folin-Ciocalteau e curva padrdo de acido galico
(SINGLETON, 1999). Para determinacdo do teor de fendlicos totais na amostra, foi
realizada uma reacdo com 0,5 mL do composto fendlico, 2,5 mL do reagente de
Folin-Ciocalteu a 10% (v/v) (Sigma-Aldrich, Alemanha) e 2 mL de reagente de
carbonato de sodio a 4% (m/v). Essa mistura foi mantida ao abrigo da luz durante 2
horas a temperatura ambiente e depois foi realizada leitura em espectrofotdmetro a
765nm. Os resultados foram expressos como ug/mg de equivalentes ao acido galico

por 100 mL de amostra.

5.6.2 Teor de flavonoides totais

O teor de flavonodides das bebidas foi determinado usando o método AICl3
(LAMAISON & CARNET, 1990), onde 2 mL (v/v) da bebida foram misturados com 2
mL de solugdo metandlica de cloreto de aluminio a 2% (v/v). A mistura foi mantida
em repouso a temperatura ambiente por 15 minutos e a absorbancia foi medida a
410 nm. O teor de flavondides foi expresso em gramas de equivalente de quercetina
por 100 mL de bebida.

5.6.3 Teor de carotenoides

O teor total de carotenoides foi quantificado com base na metodologia de
Rodriguez-Amaya (2001), com extragcdo acetOnica, seguida por uma diluicdo e
separacdo em funil de decantacdo com éter de petroleo. ApGs a separacdo foi
realizado leitura em espectrofotbmetro medindo absorbancia a 470 nm. A analise foi
realizada ao abrigo da luz em temperatura ambiente no menor tempo possivel. O

teor de carotendides totais foi expresso em mg por 100 mL de amostra.
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5.6.4 Teor de vitamina C

O teor de vitamina C foi determinado de acordo com Strohecker & Henning
(1967). Amostras de 15 mL de cada ensaio foram diluidas em 100 mL de &cido
oxalico 0,5% (v/v) a 4 °C em baldo volumétrico e, em seguida, filtrada com papel de
filtro. Uma aliquota de 5 mL do filtrado foi titulado com indicador 2,6-diclorofenol-
indofenol (DFI) até o ponto de equivaléncia. O teor de vitamina C foi expresso como

mg de vitamina C por 100 mL de amostra da bebida.

5.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.7.1 Atividade antioxidante por % de inibi¢cdo do radical ABTS

A atividade de eliminacao do radical ABTS (2,2 - azinobis(3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico)) foi medida de acordo com Re et al. (1999). O radical ABTS
(ABTS") foi produzido pela reacdo do ABTS e persulfato de potassio 140 mM no
escuro e a temperatura ambiente por 16 h antes de ser usado. A solu¢cdo ABTS" foi
diluida com etanol até uma absorbancia de 0,70 + 0,210nm. Uma aliquota de 30 uL
da amostra foi colocada em tubo de ensaio e adicionados 3 mL da solucdo do
radical ABTS. A mistura foi homogeneizada em vortex e apds 6 minutos foi realizada
leitura da absorbancia a 734 nm. A porcentagem de inibicdo do radical ABTS foi
calculada usando a Equagéo 4.

% de inibicdo = [(Abs controle — Abs amostra) / Abs controle] x 100 (4)

5.7.2 Atividade antioxidante por % de inibi¢cdo do radical DPPH

A atividade de eliminacdo do radical DPPH foi analisada segundo o método
de Blois (1958), utilizando o radical estavel DPPHe- (1,1-difenil-2-picrilhidrazila), com
adaptacdes para a analise em microplacas. Resumidamente, adicionou-se 40 uL de
bebida a 250 pL de solugdo metandlica de DPPH a 0,004% (v/v). A mistura foi
incubada a temperatura ambiente durante 25 minutos ao abrigo da luz.

Simultaneamente, foi preparada uma solucéo controle (solu¢do de 0,004% (v/v) de
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metanol DPPH) e um branco (metanol). A absorbancia foi medida a 517 nm. A
porcentagem de atividade de remocao de radicais DPPH foi calculada usando a

Equacéao 4.

5.8 ESTUDO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

As analises fisico-quimicas foram realizadas de acordo com a
metodologia da AOAC (2012) em no maximo 8 horas apds a termossonicacdo. Para
andlise de sodlidos solUveis totais, expressos em °Brix,foi realizada leitura em
refratdmetro de bancada (JENA, modelo 375320, Aus) a temperatura de 20°C, apés
calibracdo com agua destilada de acordo com método 932.12 (AOAC, 2012). A
determinacao do pH foi feita com leitura direta das amostras em pHmetro digital
(MICRONAL, B474), ap6s calibragdo com solugcbes tampao pH 4,0 e pH 7,0,
segundo o método 981.12 (AOAC, 2012). Para analise de acidez total titulavel em
acido citrico, foi utilizado o método de titulacdo com solu¢cdo de NaOH 0,1mol até
atingir o ponto de equivaléncia, com resultado expresso em percentual de acido
citrico, seguindo o método 920.149 (AOAC, 2012).

5.9 DIFERENCA TOTAL DE COR (TCD)

A analise de cor da bebida foi determinada utilizando um colorimetro (Minolta,
CR400, Japéao) previamente calibrado. Os instrumentos de reflectancia determinam
trés parametros de cor: L* (luminosidade ou brilho), a* (vermelho / verde) e b*
(amarelo / azul). Os valores numéricos de L*, a* e b* foram convertidos em TCD
(total color difference), o que indica a magnitude da mudanca de cor apds o
tratamento, usando a equacgéo 5. O valor de referéncia para o TCD foi a bebida n&o

termossonicada. As medicdes de cor foram realizadas em quintuplicata.

TeD = (U - L) +(a"—a f +(b" -] f 5)
Onde:
TCD é a diferenca total de cor;
Lo* e L* sdo as luminosidades das amostras antes e apds a termossonicacgao,

respectivamente;
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a.* e a* sdo as intensidades das cores vermelha (valor positivo) e verde (valor
negativo) das amostras antes e ap0s a termossonicacédo, respectivamente;
b,* e b* sdo as intensidades das cores amarela (valor positivo) e azul (valor

negativo) das amostras antes e ap0os a termossonicacao, respectivamente.

5.10 ESTUDO DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA E ENZIMATICA

As amostras controle e termossonicadas das bebidas mistas foram testadas
quanto a parametros fisico-quimicos (pH, acidez total titulavel, sélidos soluveis) e
enzimatico (atividade residual de PPO e POD) durante o periodo de 28 dias de
armazenamento sob refrigeracdo a 4 °C (PRATI et al., 2004), com intervalos de 7
dias entre as analises, realizadas em triplicata, a fim de verificar se haveria alteracao
nas caracteristicas fisico-quimicas e na atividade residual enzimatica da bebida
termossonicada no decorrer do periodo de armazenamento. Os resultados obtidos

foram avaliados utilizando teste T (student) ao nivel de 95% de confianca (p<0,05).



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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Os resultados das respostas atividade enzimatica, compostos bioativos,

atividade antioxidante e diferenca total de cor, de acordo com o delineamento

experimental proposto, estdo descritos nas Tabelas 3 e 4 para bebidas mistas de

maracuja com agua de coco e kiwi com agua de coco, respectivamente.

Tabela 3 — Delineamento experimental e valores da média das respostas apés a
termossonicacéo em bebida mista de maracuja com agua de coco
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Controle - - 100 100 2,39 1,02 8,21 18,59 44,09 87,27 -
1 118 31 5,17 56,41 2,45 2,63 10,12 26,31 34,17 99,85 4,66
2 330 31 5,08 55,80 2,29 1,16 8,48 26,13 32,33 93,92 8,46
3 118 59 5,67 90,03 2,37 1,39 8,66 27,36 41,21 89,72 5,65
4 330 59 6,21 88,44 2,51 2,47 826 42,63 25,39 86,60 6,31
5 224 45 82,37 48,32 2,32 3,33 8,92 3508 37,96 83,06 8,55
6 224 45 83,22 48,56 2,32 3,65 9,31 34,86 39,74 82,10 7,98
7 224 45 82,21 49,21 2,30 3,59 9,12 35,36 36,42 82,28 8,62
8 75 45 82,13 49,02 2,39 2,93 8,90 20,35 39,27 81,75 5,63
9 373 45 82,94 49,01 2,40 4,13 8,66 43,86 28,25 77,08 5,82
10 224 25 6,18 48,71 2,32 5,15 10,09 25,09 46,29 69,60 5,74
11 224 65 6,15 91,05 2,51 3,90 10,44 42,63 43,34 61,65 8,00

Fonte propria
TCD = Variacao total de cor
PPO = Polifenoloxidase
POD = Peroxidase
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Tabela 4 — Delineamento experimental e valores da média das respostas apés a
termossonicagdo em bebida mista de kiwi com agua de coco
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Controle - - 100 100 2,11 113,86 19,11 93,41 96,54 -

1 118 31 59,27 1,02 1,92 115,94 33,77 95,38 97,99 18,49
2 330 31 73,28 1,67 1,98 112,48 26,22 74,34 91,69 19,56
3 118 59 78,74  2.46 2,07 109,02 28,88 84,01 96,90 19,30
4 330 59 99,34 4,27 2,02 141,69 40,44 94,86 91,53 17,07
5 224 45 98,30 92,86 1,90 104,68 33,33 68,42 92,69 20,25
6 224 45 99,05 93,25 2,17 104,84 32,88 69,37 92,65 19,70
7 224 45 99,02 92,87 2,09 103,44 33,33 68,94 92,65 19,42
8 75 45 62,77 91,61 1,94 11494 31,55 75,12 92,53 17,95
9 373 45 95,00 94,87 1,92 104,88 37,33 93,76 95,19 16,92
10 224 25 58,85 3,96 1,83 121,60 28,88 95,20 90,60 18,77
11 224 65 91,70 8,08 2,05 122,99 32,44 81,63 94,76 18,45

TCD = Variacéo total de cor
PPO = Polofenoloxidase
POD = Peroxidase

6.2 ATIVIDADE ENZIMATICA

Verificou-se 0 resultado da analise estatistica aplicada aos dados
experimentais da atividade residual (Agr) de PPO e POD em bebida mista de
maracujd com agua de coco e kiwi com agua de coco. Os termos lineares e
quadraticos de temperatura e intensidade de processamento foram significativos a
95% de confianga (p<0,05) e, portanto, considerados no modelo.

Verificou-se a significancia da regressédo (p<0,05) através do teste F, na
analise de variancia (ANOVA) (Apéndices A e B). Os modelos codificados propostos
para representar a atividade residual de polifenoloxidase e peroxidase em bebida
mista de maracuja com agua de coco e kiwi com agua de coco apos a
termossonicacao, dentro dos limites de intensidade de poténcia (i) e temperatura de
processamento (T) estudados, bem como os coeficientes de determinacéo (R?

foram considerados preditivos e estdo apresentados na Tabela 5.



49

Tabela 5 — Modelos codificados para atividade residual de polifenoloxidase e peroxidase em bebida
mista de maracuja com agua de coco e kiwi com agua de coco apés a termossonicacao

Coeficiente de
determinacéo (R?)

Modelo codificado

Agr PPO bebida mista Y = 48,64 + 08982
com maracuja 3,49i°+15,79T+13,99T? :

Agr POD bebida mista _ 2 5

com maracuja Y =82,75—-9,81i“— 48,22T 0,8160
Ag PPO bebida mista Y = 98,78 + 10,3i — 9,83 + 0.9641
com kiwi 11,517 - 11,64T2+ 1,64iT ’

Ar POD bebida mista Y =93,17 + 0,88i — 11,79i° + 07991
com kiwi 1,23T — 55,66T> :

A Figura 9 mostra as superficies de resposta e curvas de nivel, gerados
através dos modelos propostos para atividade residual de POD em bebida mista de

maracuja com agua de coco (a) e de kiwi com agua de coco (b).

Figura 9 — Superficie de resposta e curva de nivel para atividade residual de peroxidase em bebida
mista de maracuja com agua de coco (a) e kiwi com 4gua de coco (b) apds a termossonicacao.
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A Figura 10 mostra a superficie de resposta e curva de nivel gerado através
do modelo proposto para atividade residual de PPO em bebida mista de maracuja
(a) e de kiwi (b), respectivamente.

Figura 10 — Superficie de resposta e curva de nivel para atividade residual de PPO em bebida mista
de maracuja com agua de coco (a) e kiwii com agua de coco (b) apds a termossonicacao.
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Fonte prépria

Polifenoloxidase e peroxidase sao enzimas presentes em vegetais e
responsaveis por alteragdes, como formacdo de pigmentos e odores, afetando sua
gualidade (O'DONNELL et al., 2010; ABID et al., 2014). Por ser uma enzima
termicamente estavel em frutas e vegetais, a POD tem sido utilizada como indice de
inativacdo enzimatica, assim sua inativacdo completa é de interesse para indUstria
de alimentos (MATSUIA et al., 2007, ARJMANDI et al., 2016). Embora um dos
métodos mais utilizados para inativacdo enzimatica e seguranga microbiologica em

sucos seja o térmico, como a pasteurizacdo, a combinacdo de calor e ultrassom
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pode ser uma boa alternativa para preservacado de nutrientes como, vitamina c e
compostos bioativos, com poucas alteragdes na cor ou sabor (DUNDAR et |, 2019).
Estudos mostram que a termossonicacdo tem sido mais eficaz na inativacao
enzimatica, quando comparado ao tratamento térmico ou do ultrassom isolados
(JABBAR et al., 2015; SULAIMAN et al., 2015; EVELYN & SILVA, 2016).

Observando as superficies de resposta obtidas para POD, tanto para a bebida
mista de maracuja (Figura 9a) como na de kiwi (Figura 9b), percebe-se um
comportamento semelhante na atividade enzimatica. Nota-se que a temperatura de
processamento teve grande influéncia na atuagdo das enzimas, visto que
independente da intensidade de poténcia houve reducdo da atividade enzimatica
mesmo em baixas temperaturas (25 °C — 31 °C). Essa reduc¢éo pode ser relacionada
ao efeito aditivo da cavitacdo associado ao calor (ZHANG et al., 2017; SULAIMAN et
al., 2015).

A enzima peroxidase foi mais sensivel aos efeitos da cavitacao, apresentando
atividade residual de 5% em bebida mista de maracuja e 1% em bebida mista de
kiwi, em baixa temperatura de processamento (31 °C) e baixa intensidade de
poténcia (118 W/cm?), quando comparada com a polifenoloxidase, que apresentou
reducdo de 55% na bebida mista de maracuja e 59% do de kiwi nas mesmas
condicgoes.

Cervantes-Elizarraras et al. (2017), encontraram baixos valores na atividade
residual de PPO em suco de amora utilizando a termossonicacdo em torno de 50°C
por 25 minutos. Contudo em seu experimento a temperatura mais alta configurou
maior inativacdo enzimatica. Netsanetshiferaw et al. (2009) encontraram reducéo
nas atividades de poligalacturonase e pectinametilesterase no uso da TS com
temperatura entre 50 a 57°C.

Através das superficies de resposta para PPO em bebida mista de kiwi,
(Figura 10b) percebe-se que em temperaturas entre 40°C a 55°C, ha uma maior
atividade residual dessa enzima, principalmente quando associado a alta
intensidade de poténcia. Ja, na bebida mista de maracuja (Figura 10a) a maior
atividade residual de PPO ocorreu em alta temperatura (acima de 55°C)
independente da intensidade de poténcia. Contudo, nas superficies de resposta da
POD tanto para bebida mista de kiwi como para de maracuja, nota-se que esse
aumento da atividade residual, acontece apenas em temperaturas entre 35°C a

55°C, apresentando menor atividade em temperaturas baixas (<35°C ou >55°).



52

O resultado desta pesquisa é similar ao de Anaya-Esparza et al. (2017) que
conseguiu uma reducdo para 19% PPOga a 54°C. Outros estudos também relatam o
efeito sinérgico de ultrassom e calor nas enzimas PPO e POD (CHENG et al., 2013;
ABID et al., 2014a; ABID et al., 2014b; SULAIMAN et al., 2015; EVELYN & SILVA,
2016; ZHANG et al., 2017).

Acredita-se que a inativacdo das enzimas € decorrente de um efeito sinérgico
entre calor e dano mecanicos causado pela cavitacdo, desnaturacdo por
polimerizacdo e mudanca da conformacao da estrutura terciaria da enzima, que esta
relacionada com a reducgdo da atividade enzimatica (ANAYA-ESPARZA et al, 2017;
AADIL et al., 2015). Estudos recentes que mostram que calor e ultrassom atuam
sinergicamente na inativacdo da enzima, ocasionando uma alteracdo na sua
conformacdo global, ou deixando-a mais sensivel aos efeitos do calor
(BALTACIOGLU et al., 2017; ROJAS et al., 2017; DUNDAR et al, 2019).

Assim, considera-se que o ultrassom apresenta potencial para acelerar a taxa
de esterilizacdo, levando menos tempo, reduzindo danos e intensidade do
tratamento térmico. As ondas ultrassonicas de alta intensidade conseguem romper
as células e desnaturar enzimas, trazendo como vantagem a minimiza¢éo de perda
de sabor, maior homogeneidade e economia de energia significativa (RANA et al.,
2017)

Os mecanismos de inativacdo sdo especificos para cada enzima e vao
depender da sua composicdo e conformacdo estrutural (BALTACIOGLU et al.,
2017). Além disso, calor, efeitos mecanicos e a presenca de radicais livres (RL)
produzidos pela sondlise de moléculas de agua, podem quebrar pontes de
hidrogénio e atacar locais especificos como ligacbes dissulfeto, que podem
desestabilizar a conformacédo da enzima. Esses RL também podem oxidar residuos
de aminoacidos como triptofano e cisteina, que também estdo envolvidos na
atividade catalitica e estabilidade de varias enzimas (TEREFE et al., 2009; CHENG
et al., 2013, ANAYA-ESPARZA et al., 2017).

Varios fatores podem interferir na eficiéncia da TS na inativacdo enzimética,
como o tipo de desruptor, sua geometria, frequéncia, volume do tratamento,
concentracdo enzimatica e concentracao de gas dissolvido na bebida. Presenca de
micro-organismos também pode afetar a eficiéncia da TS (ADEKUNTE et al., 2010;
O’'DONNELL et al., 2010; TIWARI et al., 2009b).
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As enzimas podem exibir diferentes comportamentos frente a TS e essas
diferencas sdo atribuidas principalmente a variedade de fruta, grau de maturacéo,
além da extracdo e método usado para quantificacdo da atividade enzimatica
(ROJAS et al., 2016).

Alguns grupos de pesquisa encontraram aumento da atividade da PPO, que
pode ser resultante da liberacdo de compostos fendlicos apds a sonicacdo em suco
de abacaxi e em suco de goiaba (COSTA et al., 2013; CHEN et al., 2013). Contudo,
esses estudos utilizaram o ultrassom isoladamente. As provaveis razfes para
diferentes resultados quanto a inativacdo de enzimas podem ser atribuidas a
diferencas entre condicbes experimetais, matriz alimentar e configuracbes do
sistema.

A maior vantagem do uso da termossonicacdo é que o uso do ultrassom
permite a inativacdo da enzima em menor tempo e temperatura (VERCET et al.,
2002). Cao et al. (2018) conseguiram inativar a PPO em baixa temperatura em suco
de bayberry, aumentando a intensidade de poténcia do ultrassom. Varios autores
utilizaram a TS como alternativa ao branqueamento para inativacdo enziméatica e
relataram menor impacto sobre os atributos sensoriais do que pelo branqueamento
com calor, e sugeriram que a TS pode ter melhor viabilidade do que o calor para
branqueamento na industria (CRUZ et al., 2008; GAMBOA-SANTOS et al., 2012).

6.3ESTUDO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

O resultado da analise estatistica aplicado aos dados experimentais do teor
de fendlicos totais e vitamina C foi avaliado (Apéndice C) e mostra que termos
lineares e quadraticos de temperatura e intensidade de processamento foram
significativos a 95% de confiangca (p<0,05) e, portanto, considerados no modelo.
Observou-se a significancia da regressédo a 95% de confianga (p<0,05) através do
teste F de analise de variancia (ANOVA). O modelo apresentou regressao
significativa ao nivel de 95% de confianga. Os modelos codificados propostos para
representar o teor de fenolicos e de vitamina C nas bebidas, sdo descritos pelas
equacdes apresentadas na tabela 6.

Tanto na bebida de maracuja como na de kiwi, os valores de coeficiente de
regressao lineares e quadréticos e da interacdo de carotenoides totais e flavonoides,

bem como de compostos fendlicos totais para bebida mista de kiwi, ndo foram
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significativos estatisticamente em um nivel de confiangca de 95%. Assim, a

metodologia de superficie de resposta ndo foi aplicada para analisar os dados
experimentais de tais respostas.

Tabela 6 — Modelos codificados para teor de compostos bioativos em bebida mista de maracuja com
agua de coco e kiwi com agua de coco ap0s a termossonicacéo

. Coeficiente de
Modelo codificado determinacdo (R?)

Fendlicos totais em _ 2

bebida mista com Y= 2’3’10;12’24657%0“ * 0,9676

maracuja

Vitamina C em bebida Y = 35,10 + 6,04i — 2,10i° + 0.9102

mista com maracuja 5,30T — 1,22T2 + 3,86iT '

Vitamina C em bebida Y = 33,18 + 1,52i + 0,57i* + 0.9698

mista com Kiwi 1,79T — 1,32T2 + 4,77iT ’

Fonte prépria
A Figura 11 apresenta a superficie de resposta e curva de nivel,

respectivamente, gerado através do modelo proposto para teor de fendlicos totais
em bebida mista de maracuja.

Figura 11 - Superficie de resposta e curva de nivel para teor de fendlicos totais em bebida mista de
maracuja e agua de coco apds a termossonicacgao
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Fonte propria.

Compostos bioativos como carotenoides sdo importantes pigmentos naturais
gue nado s6 ddo uma cor caracteristica aos vegetais, como também contribuem para
a atividade antioxidante total, sendo sua ingestdo associada a menor risco do
desenvolvimento de hipertensdo e diabetes tipo 2 (CASSIDY et al., 2010; MURAKI
et al., 2013).

Ao observar a superficie de resposta para teor de fendlicos totais na bebida

mista de maracuja (Figura 11), percebe-se maior retencdo desses compostos
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quando ha uma interacdo de alta temperatura e alta intensidade de poténcia, assim
como no estudo de Dundar et al. (2019).

Outros estudos também mostraram aumento no teor de fendlicos totais
(ADIAMO et al., 2017), flavonoides e compostos bioativos (ADIAMO et al., 2017;
AGUILAR et al., 2017; HASHEMI et al., 2018) na termossonicacao acima de 52 °C
em sucos de frutas. Este mecanismo é influenciado pelo tipo de equipamento e
condicdo de processamento. Este aumento pode estar erlacionado coma ruptura das
estruturas intracelulares, causado pela cavitagdo e consequente liberacdo dos
compostos intacelulares.

A cavitacdo provoca quebra da parede celular do vegetal devido a mudanca
de pressdo e pela forca de cisalhamento que afeta a ligacdo dos compostos
fendlicos aumentando sua disponibilidade no liquido (ADIAMO et al, 2018). Assim, 0
contetdo molecular ndo aumenta e sim, a capacidade de extracdo, aumentando 0s
valores obtidos nos ensaios. Alguns autores relataram que a temperatura, amplitude
e tempo de processamento podem influenciar na perda de fendis, flavondides,
flavondis, antocianinas e licopeno (RAWSON et al., 2011; SHAHEER et al., 2014).

O colapso de bolhas durante a cavitacao leva a formacéo de radicais livres,
como o radical hidroxila. Esses radicais podem associar-se aos anéis aromaticos
dos fendlicos, aumentando assim a contagem desses compostos. Esses RL também
podem ser consumidos pelos compostos antioxidantes, como vitamina C,
carotenoides e outros compostos bioativos presentes na bebida, diminuindo assim a
concentracéo de antioxidantes (TIWARI et al., 2010; DUBROVIC et al.,2011; AADIL
et al., 2013; CAO et al, 2018).

Os flavonoides e carotenoides também sao polifendis importantes, com acao
benéfica a saude, pois esta associado a prevencdo de doencas cardiovasculares
(FALLER & FIALHO, 2009). Na analise de flavonoides totais e carotenoides, 0s
coeficientes de regressdo quadraticos, lineares e da interagdo ndo foram
estatisticamente significativos em um nivel de confiangca de 95%. Assim a
metodologia de superficie de resposta ndo foi aplicada para analisar os dados
experimentais dessas respostas.

Observou-se aumento no teor de flavonoides e de carotenoides em todos os
ensaios na bebida mista de maracuja. Segundo Abid et al. (2014), a sonicacdo pode
aumentar o teor de carotendides totais, causando ruptura mecéanica da parede

celular, aumentando a contagem de carotendides livres. Na bebida mista de kiwi,
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alguns ensaios mostraram menor valor no teor de flavonoides. Foi encontrado
aumento de flavonoides tanto em alta temperatura (65 °C/224 W) como em
temperatura mais baixa (25 °C/224 W). O menor aumento do teor de flavonoides foi
no ensaio 4 (330 W/59 °C), indicando que altas temperaturas associado a alta
intensidade de poténcia pode levar a uma menor retencdo desse composto.
Saeeduddin et al. (2015) apresentaram aumento nos valores de vitamina C,
fendlicos totais e flavonoides em suco de pera tratado com TS a 25 °C. Também
perceberam que a TS apresentou resultados similares quanto a inativacao
enzimatica e reteve maior concentracdo de vitamina C e compostos fendlicos,
quando comparado a pasteuriza¢do convencional utilizando calor.

Durante a pasteurizacdo térmica, 0s compostos bioativos podem sofrer
isomerizacdo devido a temperaturas elevadas. Algumas formas cis apresentam
melhor eficiéncia de extracdo devido a maior solubilidade quando comparado com
as formas isoméricas (JABBAR et al.,, 2014). Com temperatura entre 52-58°C,
Martinez-Flores et al. (2015) conseguiram melhorar a estabilidade dos compostos
fendlicos e aumento da atividade antioxidante em suco de cenoura, concluindo que a
aplicacdo da termossonicacdo em condi¢des 6timas do processo podem melhorar as
propriedades benéficas do suco quando comparado com o método convencional.

O maior aumento do teor de carotenoides foi encontrado no tratamento 10,
em gque foi utilizada intensidade de poténcia de 224 W e 25 °C. O tratamento 8 (75
W/45 °C) apresentou um aumento (2,93 pg/mL), mostrando que mesmo em
poténcias baixas, a termossonicacao influenciou o comportamento deste composto.
Compostos fendlicos, carotendides e outros compostos bioativos sdo antioxidantes
naturais que desempenham uma importante funcéo biolégica de eliminar os radicais
livres, que s&o prejudiciais & salde humana e causam estresse oxidativo. E
importante levar em consideracdo que o comportamento de compostos bioativos em
matrizes alimentares, quando submetidas a termossonicagéo, apresenta resultados
da interacdo entre intensidade de poténcia e temperatura. Esses resultados
possuem fundamentagdes tedricas que ora obedecem ao padrdo de comportamento
de eliminacdo de oxigénio presente na matriz alimentar, como em Sucos,
interrompendo a cadeia de formacdo de radicais livres, dentre outras reacdes
quimicas; ora obedecem ao padrdo de comportamento de geracdo de oxigénio ou
outros compostos oxidaveis, gerando reac¢des bioquimicas que favorecem o

decréscimo desses compostos bioativos em diferentes matrizes alimentares.
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A Figura 12 apresenta a superficie de resposta e curva de nivel,
respectivamente, gerado através do modelo proposto para teor de vitamina C em
bebida mista de maracuja (a) e em bebida mista de kiwi (b).

Figura 12 — Superficie de resposta e curva de nivel para teor de vitamina C em bebida mista de
maracuja com agua de coco (a) e kiwi com agua de coco (b) apds a termossonicacao
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Fonte prépria

Assim como na andlise de fendlicos, o teor de vitamina C aumentou com a
interacdo de poténcia e temperatura elevadas, para ambas as bebidas mistas
(Figura 12a e b). A bebida mista de kiwi mostrou ainda uma tendéncia de aumento
no teor de vitamina C em baixas temperaturas,

Martinez-Flores et al. (2015) encontraram retencdo de 100% de vitamina C
em suco de cenoura termossonicado. A retencao de vitamina C em suco de frutas é

um parametro de qualidade de vida de prateleira que diminui quando ele cai para
50% (MORALES-DE-LA-PENHA et al., 2011).
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Cervantes-Elizarraras et al. (2017) encontraram valores de vitamina C de 27-
32 mg/100 mL de suco, chegando a conclusdo que a interacdo entre tempo e
temperatura teria efeito significativo, visto que o aumento do tempo diminuia este
composto, enquanto que sua interacdo com a temperatura aumentava este
composto. Tiwari et al. (2009a) encontraram degradacéo de vitamina C menor que
5% quando utilizado 25 °C/0,81 WmL™/10 min em suco de laranja.

Estudos mostram tanto aumento como diminuicdo no valor de vitamina C
(KNORR et al., 2004; ASHOKKUMAR et al., 2008; ABID et al., 2014). Isso acontece
dependendo da matriz do alimento e das condicdes de processamento. Essa
oscilagcdo no comportamento do vitamina C indica que durante o processamento,
existem varios mecanismos agindo simultaneamente, destacando-se a remocao do
O, presente no suco, pela cavitagdo, aumentando a estabilidade de compostos
antioxidantes durante o armazenamento (SAEEDUDDIN et al., 2015) e a
degradacéo do vitamina C devido a sua reacao com radicais (H e OH) formados pela
sonolise da agua durante a cavitacdo (AGUILAR et al., 2017; DUNDAR et al., 2019).

6.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados da analise estatistica aplicados aos dados experimentais de
atividade antioxidante pelo sequestro do radical ABTS em bebida mista de maracuja
e agua de coco foram analisados (Apéndice D) e mostram que os coeficientes de
regressdo do fator temperatura linear e da intensidade de poténcia linear e
quadratico foram significativos a 95% de confianga (p < 0,05), portanto utilizado no
modelo. Verificou-se a significancia da regressao a 95% de confianga (p <0,05),
através do teste F, na analise de variancia (ANOVA). O modelo apresentou
regressao significativa ao nivel de 95% de confianca. Sendo assim, o modelo
ajustado para atividade antioxidante (ABTS) em bebida mista de maracuja foi
considerado preditivo.

O modelo codificado proposto para representar a atividade antioxidante
(ABTS) em bebida mista de maracauja e agua de coco ap0s a termossonicacao,
dentro dos limites de intensidade de poténcia (i) e temperatura de processamento

(T) estudado, é descrito pela equacéo 5:

Y = 37,70 — 4,22i — 3,54i* + 2,127 - 3,34 iT (5)
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A Figura 13 apresenta a superficie de resposta e curva de nivel,
respectivamente, gerado através do modelo proposto para atividade antioxidante
(ABTS) em bebida mista de maracuja.

Figura 13 — Superficie de resposta curva de nivel para atividade antioxidante (ABTS) em bebida
mista de maracuja e a4gua de coco apés a termossonicagdo
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Fonte prépria

Os valores de coeficiente de regressao lineares e quadraticos e da interacdo
para atividade antioxidante com radical DPPH nas bebidas mistas de maracuja e
kiwi, bem como com o radical ABTS para bebida mista de kiwi, ndo foram
significativos estatisticamente em um nivel de confianca de 95%. Assim, a
metodologia de superficie de resposta ndo foi aplicada para analisar os dados
experimentais de tais respostas.

Antioxidantes sdo substancias capazes de “sequestrar’ radicais livres em
sistemas biologicos que poderiam causar disfuncées, como o desenvolvimento de
doencas cronicas ndo degenerativas. Assim, € interessante manter ou aumentar a
capacidade antioxidante nos alimentos. Alguns autores descrevem a melhora da
capacidade antioxidante relacionada com o aumento global de compostos fendlicos
(AADIL, 2015; GAO & RUPASINGHE, 2012).

A termossonicacdo é visto como facilitador na extracdo de compostos
antioxidantes nas frutas, o que possivelmente leva ao aumento na meédia de
atividade antioxidante. O uso da termossonicacdo pode preservar ou aumentar a

capacidade antioxidante em sucos de frutas, seja pela liberagdo de compostos
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antioxidantes ligados as células ou por rea¢des quimicas, como a adi¢do de radicais
hidroxila produzidos durante a sonicagdo com o anel aromatico de compostos
fendlicos, levando ao aumento da contagem total de fendlicos (ODRIOZOLA-
SERRANO et al., 2008; BHAT et al., 2011; AADIL et al., 2013; AKHMAZILLAH et al.,
2013; SULAIMAN et al., 2017).

A capacidade antioxidante nos alimentos depende do conteudo de varios
compostos antioxidantes presentes no alimento, que apresentam diferentes
mecanismos de acdo. Assim, é importante utilizar varios métodos para determinar a
capacidade antioxidante in vitro dos alimentos (PEREZ-JIMENEZ et al., 2008)..

Verificando a superficie de resposta e curva de nivel para capacidade
antioxidante (ABTS) (Figura 13) percebe-se que ha uma tendéncia de aumento da
atividade antioxidante dependente da temperatura, porém, dentro da faixa de
intensidade de poténcia de 118 W-330 W.

A maior capacidade antioxidante através do radical DPPH foi encontrada no
ensaio 1 (118W/31°C). Este resultado coincide com o aumento de compostos
fendlicos e vitamina C na mesma condicao.

Pesquisas afirmam que a termossonicacdo aumenta a capacidade
antioxidante e isso pode ser atribuido a presenca de compostos fendélicos na bebida,
pois o teor de vitamina C e compostos fendlicos contribuem para a capacidade
antioxidante (GALATI et al., 2003; KUTI 2004; STINTZING et al., 2005; VIEIRA et al.,
2009, ADIAMO et al, 2017).

Na analise da capacidade antioxidante através do radical ABTS, apenas o
ensaio 10 (224 W/25 °C) apresentou aumento (46,29%) quando comparado a
amostra controle (44,09%). Nesta mesma condi¢cdo também houve aumento dos
compostos fendlicos e vitamina C, confirmando o que foi descrito acima. Tanto no
ensaio 1 como 10, onde houve aumento da capacidade antioxidante (DPPH e
ABTS), do teor de fenolicos e do vitamina C, foram utilizados baixas temperaturas
(25 °C e 31 °C) e intensidade de poténcia intermediaria (224W e 330W), sugerindo
gue essas condicdes séo suficientes para aumentar a qualidade funcional da bebida
(ADIAMO et al, 2017).

Estudo de Lafarga et al. (2019) também apresentou maior atividade
antioxidante tanto pelo método FRAP como pelo DPPH. Esse aumento pode ter sido
consequéncia do aumento de compostos antioxidantes no liquido, visto que o0s

compostos bioativos ficam mais disponiveis devido a cavitagdo. Outros estudos
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também comprovam que a termossonicacdo proporcionou melhor retencdo de
compostos bioativos (antioxidantes) quando comparado ao processamento térmico
(CHEN et al., 2015; ESCUDERO-LOPES, et al., 2016; KHANDPUR & COGATE,
2015, 2016; LAFARGA et al., 2019).

E importante enfatizar que os valores da atividade antioxidante variam
provavelmente devo a diferenca entre os métodos utilizados, visto que cada um
apresenta diluentes, concentracdo e antioxidante sintético e o comprimento de onda
diferente para realizacdo da analise.

Outros estudos mostram que o tratamento térmico isolado diminuiu
quantidade de compostos fendlicos e da capacidade antioxidante em sucos de
frutas, evidenciando a importancia do uso de baixas temperaturas de processamento
para evitar a perda de capacidade antioxidante e dos compostos bioativos
(AGUILAR-ROSAS et al., 2007; LO SCALZO et al., 2004; SULAIMAN et al., 2017).

6.5DIFERENCA TOTAL DE COR (TCD)

Os resultados da analise estatistica aplicados aos dados experimentais para
diferenca total de cor em bebida mista de maracuja e 4gua de coco foram estudados
e mostram que os coeficientes de regressdo do fator temperatura quadratica e da
intensidade de poténcia linear e quadratico foram significativos a 95% de confianca
(p = 0,05), portanto utilizado no modelo. Foi realizado teste de variancia (ANOVA)
onde verificou-se a significancia da regresséao a 95% de confianga (p <0,05), através
do teste F (Apéndice E).

O coeficiente de determinacdo (R?) para o modelo ajustado foi de 0,7762,
indicando que o modelo explicou aproximadamente 77% da variacdo dos dados
observados. O modelo apresentou regressdo significativa ao nivel de 95% de
confiangca. Sendo assim, o modelo ajustado para diferenca total de cor em bebida
mista de maracuja foi considerado preditivo.

O modelo codificado proposto para representar a diferenca total de cor em
bebida mista de maracauja e agua de coco apos a termossonicacao, dentro dos
limites de intensidade de poténcia (i) e temperatura de processamento (T) estudado,

é descrito pela equacéo 6:

Y = 8,38 + 0,59i — 1,34i* — 0,76T? — 0,78iT (6)
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A Figura 14 apresenta a superficie de resposta e curva de nivel,
respectivamente, gerado através do modelo proposto para diferenca total de cor em

bebida mista de maracuja

Figura 14 — Superficie de resposta curva de nivel para diferenga total de cor em bebida mista de
maracuja e agua de coco apdés a termossonicagao
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Fonte prépria

Os valores de coeficiente de regressao lineares e quadraticos e da interacao
da diferenca total de cor para bebida mista de kiwi ndo foram significativos
estatisticamente em um nivel de confianca de 95%. Assim, a metodologia de
superficie de resposta nao foi aplicada para analisar os dados experimentais dessa
resposta.

Apenas a bebida mista de maracuja apresentou valores de regressao
significativos estatisticamente. Verificando a superficie de resposta para diferenca
total de cor (figura 14), nota-se que houve mudanca de cor principalmente em alta
intensidade de poténcia (>330W) mesmo quando em baixa temperatura (25°C).
Apesar da bebida mista de maracuja apresentar valores de TCD >2,0, essa
diferenca de cor ndo foi perceptivel a olho nu. Estudo de Sulaiman et al. (2017)
mostrou que houve diferenca de cor entre suco de macga termossonicado a 40 °C e
termossonicado a 60 °C, sendo este ultimo responsavel por uma maior diferenca de
cor, comprovando que a temperatura exerce influéncia nesse parametro. Resultados
similares foram encontrados por Fonteles et al. (2012) e Abid et al. (2014a).

Na bebida mista de kiwi, os valores de TCD foram mais elevados que os do

maracuja. Essa diferenca foi perceptivel, pois a bebida perdeu a coloracdo verde
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brilhante caracteristico do kiwi e se apresentou mais opaco, ou verde musgo. Essa
diferenca entre as bebidas se deve provavelmente pela composicao diferente das
frutas e de pigmentos presentes nelas, e da acdo da cavitacdo nesses pigmentos.
Além disso, estudos como o de Zhang et al. (2017) mostra que a intensidade de
poténcia busca manter a cor original do produto, diferente do tratamento térmcio.

Os radicais hidroxila formados durante a cavitacdo, podem degradar ou
aumentar os compostos que causam alteracéo de cor. Também processamento com
maior intensidade de poténcia levou a uma diferenca total de cor significativa em
suco de melado (FONTELES et al., 2012), abacaxi (COSTA et al, 2013).

6.6 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

Os resultados da andlise fisico-quimica das bebidas mistas de maracuja e de

kiwi estdo apresentados nas tabelas 7 e 8.

Tabela 7 — Resultado das analises fisico-quimicas (pH e acidez total titulavel) para bebida mista de
maracuja controle e termossonicado.

pH Acidez*

Dias Controle Sonicado Controle Sonicado
0 3,87%+0,03 3,90° + 0,03 0,41% + 0,04 0,45%+ 0,02
7 3,90%+ 0,11 3,90° + 0,02 0,41% + 0,02 0,38"+ 0,01
14 3,96%+ 0,01 3,984+ 0,01 0,40% + 0,02 0,43a® + 0,03
21 3,62° + 0,02 3,91° + 0,01 0,40% + 0,02 0,47+ 0,03
28 3,84% + 0,05 3,65°+ 0,03 0,41% + 0,04 0,38° + 0,02

*Expresso em % de &cido citrico.
Valores em triplicata, expressos em média + desvio-padréo.
Letras minuUsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca em nivel de 5% de significancia.

Em relagé@o aos solidos soluveis, a bebida mista termossonicada de maracuja
no dia O apresentou valores de 6,50 + 0,00 °Brix, valor significativamente maior do
gque nos demais dias, que foi de 6,00 £+ 0,00, sem variacdo ao longo do
armazenamento.

A amostra controle da bebida mista de maracuja, apresentou reducéo
significativa do pH apenas no 21° dia de estocagem, enquanto a amostra
termossonicada manteve-se estavel quanto ao pH até o 7° dia de estocagem.

Quanto a acidez, a amostra controle ndo apresentou variagao significativa nos

valores, ja na amostra sonicada foi observada variagéo.
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Tabela 8 — Resultado das analises fisico-quimicas (pH e acidez total titulavel) para bebida mista de
Kiwi controle e termossonicado.

pH Acidez*

Dias Controle Sonicado Controle Sonicado
0 3,60% + 0,02 3,514+ 0,03 0,75% +£ 0,04 0,722 + 0,04
7 3,50° + 0,01 3,561+0,19 0,70% + 0,05 0,71%+ 0,02
14 3,50° + 0,02 3,522+ 0,02 0,732+ 0,04 0,68%+ 0,03
21 3,54° + 0,02 3,524+ 0,02 0,74%+ 0,04 0,69% + 0,04
28 3,61%+ 0,03 3,47%+ 0,03 0,70%+ 0,02 0,71%+ 0,03

*Expresso em % de acido citrico.
Valores em triplicata, expressos em média + desvio-padréo.
Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca em nivel de 5% de significancia

Em relacdo aos sdlidos soluveis, a bebida mista de kiwi termossonicada no
dia O apresentou valores de 10,00 + 0,00 °Brix, que se manteve sem variacao ao
longo do armazenamento.

A amostra controle apresentou reducao significativa do pH apenas a partir do
7° dia de estocagem, com excecdo do 28° dia, quando os valores foram
estatisticamente iguais ao dia 0. A amostra termossonicada manteve-se estavel
quando ao pH durante todo o periodo de estocagem.

Quanto a acidez, nenhuma das amostras apresentou variacao significativa
nos valores.

N&o houve diferenca no teor de solidos solaveis (°Brix) em nenhum das

bebidas mistas controle ou termossonicada durante os 28 dias de armazenamento.

6.7ESTUDO DA ESTABILIDADE E ENZIMATICA
Os valores de atividade residual de PPO e POD nas bebidas mistas de
maracuja e de kiwi durante o armazenamento estdo apresentados nas tabelas 9 e

10 respectivamente.

Tabela 9 — Variacdo das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) da bebida mista de
maracuja e agua de coco termossonicada durante o armazenamento refrigerado (4°Cx1°C).

Dias PPO* POD*
0 55,70 + 0,13 5,174+ 0,02
7 55,65% + 0,10 5,06% + 0,04
14 55,68% + 0,11 5,27%+ 0,03
21 55,75 + 0,10 5,41%+ 0,01
28 55,68% + 0,08 5,05%+ 0,02

*Valores expressos em % de atividade residual em relacéo a bebida néo sonicada.
Valores em triplicata, expressos em média + desvio-padréo.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca em nivel de 5% de significancia.
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N&o foram observadas variacdes significativas nos valores para ambas as

enzimas.

Tabela 10 — Variagdo das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) da bebida mista de
kiwi e dgua de coco termossonicadas durante o armazenamento refrigerado (4°C+1°C).

Dias PPO* POD*
0 59,23% + 0,28 1,01° + 0,02
7 59,162 + 0,23 1,66% + 0,01
14 59,162 + 0,20 1,28° + 0,02
21 59,252 + 0,22 1,66 + 0,03
28 59,03% + 0,24 1,20 + 0,02

*Valores expressos em % de atividade residual em relacéo a bebida néo sonicada.
Valores em triplicata, expressos em média + desvio-padréo.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca em nivel de 5% de significancia.

Para peroxidase, houve aumento significativo na atividade residual em
relacdo ao dia 0 ao longo dos dias de armazenamento. Nos demais dias, houve
variagdo significativa nos valores, porém mantiveram-se mais elevados do que no
dia O.

As analises de pH, sodlidos soluveis e acidez total titulavel ndo apresentaram
diferenca significativa quanto comparados com amostras controle e
termossonicadas. O pH é um indicador de controle de qualidade do suco. A bebida
mista de maracuja e 4gua de coco controle (sem termossonicacdo) apresentou pH
em torno de 3,8, e da bebida mista de kiwi foi 3,6 indicando um meio &cido. Todas
as dosagens de termossonicacdo nao apresentaram efeito no valor do pH da bebida
mista de kiwi logo apos o tratamento; esse efeito também foi encontrado em estudos
como os de Khandpur et al. (2016) na termossonicacdo de suco de cenoura.
Entretanto, a bebida mista de maracuja controle e termossonicado apresentou leve
reducdo no pH e no 28° dia voltou ao valor inicial.

A alta acidez da maioria dos sucos de frutas (pH<4,6) reduz as chances de
crescimento da maioria das bactérias patogénicas e a germinacao e crescimento de
esporos de bactérias deteriorantes (SILVA et, al., 2014)

Também ndo houve mudanga significativa no percentual de acidez total
titulavel na bebida mista de kiwi controle ou termossonicado no periodo de
armazenamento. Resultado similar foi reportado por Tiwari et al. (2010), que nao
encontrou alteracdo na acidez titulavel de suco de uva tratado com ultrassom

durante 10 dias.
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Chang e Chen (2012) investigaram o efeito do ultrassom de 20 kHz no
envelhecimento do vinho de arroz e observaram que o ultrassom nao foi capaz de

influenciar significativamente o pH vinho.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Apoés andlise realizada a partir do planejamento experimental, pode-se
verificar o comportamento de variaveis com relacdo a temperatura e intensidade de
poténcia. Percebeu-se que tanto a temperatura como a intensidade de poténcia
pode interferir nos parametros de qualidade avaliados como reducéo da atividade
enzimatica, manutencdo de compostos bioativos e na atividade antioxidante dos
alimentos.

Obteve-se uma condicdo otimizada de processamento (118 W/cm? e 31 °C)
com boas respostas para caracteristicas das bebidas.

Neste ensaio houve grande reducdo da atividade residual das enzimas
polifenoloxidase e peroxidase. Esta condi¢cdo de processamento também evidenciou
uma boa retencdo de compostos bioativos, levando ao aumento da atividade
antioxidante, colocando esta bebida com caracteristicas funcionais.

N&o houve influéncia significativa da termossonicacdo nos valores de pH,
acidez e sélidos soluveis. Os valores de atividade residual enzimatica nas bebidas
termossonicadas foram mantidos durante os 28 dias de armazenamento. A alteracéo
de cor nas bebidas termossonicadas nao foi perceptivel a olho nu.

Assim, considera-se que a termossonicagdo, em condi¢cdes adequadas de
processamento, € uma tecnologia eficiente em substituicdo aos processamentos
térmicos tradicionais, para reducdo da atividade enzimatica e manutencdo dos
compostos bioativos em bebida mistas de agua de coco com maracuja e agua de
coco com kiwi, trazendo como beneficio uma bebida menos susceptivel a alteracdes
enzimaticas e com caracteristicas funcionais, valorizando sua qualidade nutricional,
além de ser uma tecnologia amiga do ambiente, com baixo gasto de energia.

Contudo novas pesquisas sao necessarias para melhor compreensdo do
comportamento dos constituintes alimentares relacionado com as condi¢cdes de

processamento.
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APENDICE A — RESULTADO DA ANALISE ESTATISTICA APLICADO AOS
DADOS EXPERIMENTAIS DA ATIVIDADE RESIDUAL DA POLIFENOLOXIDASE
E PEROXIDASE EM BLEND DE MARACUJA COM AGUA DE COCO

Coeficiente de regressao, erro, coeficiente t e grau de significancia estatistica (p), para cada
fator no modelo codificado para atividade residual de PPO no blend de agua de coco e
maracuja apos a termossonicacao

Fatores Coeficientia de Erro padréo t(2) Signific_éncia
regressao estatistica (p)
Intens. de pot (L) -0,27585 0,163903 -1,6830 0,234409
Intens. de pot (Q) 3,49520 0,195579 17,8710 0,003116
Temperatura (L) 15,79159 0,163903 96,3471 0,000108
Temperatura (Q) 13,99128 0,195579 71,5377 0,000195
Intens de pot x -0,24422 0,231449 11,0552 0,401990

temperatura

Andlise de variancia (Anova) do modelo ajustado para atividade residual de polifenoloxidase
em blend de maracuja

SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado
Regressdao 3088,568 3 1029,522 20,58 4,35
Residuo 350,027 7 50,0038
F. Ajuste 350,456 5
Erro puro 0,429 2
Total 3438,595 10

*Valores Tabelados de F a p < 0,05.
SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade, MQ = média quadratica

Coeficiente de regressao, erro, coeficiente t e grau de significAncia estatistica (p), para cada
fator no modelo codificado para atividade residual de POD no blend de 4gua de coco e
maracuja apos a termossonicacao

Fatores Coef|C|ent~e de Erro padréo 1(2) Slgn[flqan0|a
regressao estatistica (p)
Intens. de pot (L) 0,2011 0,192427 1,045 0,405763
Intens. de pot (Q) -9,8140 0,229615 -42,741 0,000547
Temperatura (L) 0,2003 0,192427 1,041 0,407283
Temperatura (Q) -48,2265 0,229615 -210,032 0,000023

Intens de pot x

0,01562 0,271727 0,575 0,623496
temperatura

: Analise de variancia (Anova) do modelo ajustado para atividade residual de
peroxidase do blend de maracuja.

SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado
Regressdo 13138,49 2 6569,24 17,74 4,46
Residuo 2962,62 8 370,25
F. Ajuste 2962,03 6
Erro puro 0,59 2
Total 16101,11 10

*Valores Tabelados de F a p < 0,05.
SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrética
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DADOS EXPERIMENTAIS DA ATIVIDADE RESIDUAL DA POLIFENOLOXIDASE
E PEROXIDASE EM BLEND DE KIWI COM AGUA DE COCO

Coeficiente de regresséo, erro, coeficiente t e grau de significAncia estatistica (p), para cada
fator no modelo codificado para atividade residual de PPO no blend de 4gua de coco e kiwi

apos a termossonicacao

Fatores Coeficient? de Erro padréo 1(2) Signific_éncia
regressao estatistica (p)
Intens. de pot (L) 10,0363 0,151285 66,3408 0,000227
Intens. de pot (Q) -9,8301 0,180522 -54,4536 0,000337
Temperatura (L) 11,5147 0,151285 76,1125 0,000173
Temperatura (Q) -11,6498 0,180522 -64,5338 0,000240
Intens de pot x 1,6468 0,213630 7,7086 0,016415

temperatura

Analise de variancia (Anova) do modelo ajustado para atividade residual de polifenoloxidase

do blend de kiwi.

SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado
Regressao 2891,644 5 578,3288 266,53 5,05
Residuo 10,849 5 2,1698
F. Ajuste 10,848 3
Erro puro 0,365 2
Total 2902,493 10

*Valores Tabelados de F a p < 0,05.

SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade, MQ = média quadratica

Coeficiente de regresséo, erro, coeficiente t e grau de significAncia estatistica (p), para cada
fator no modelo codificado para atividade residual de POD no blend de dgua de coco e kiwi

apoés a termossonicacao

Coeficiente de ~ Significancia

Fatores regressao Erro padrao (@) estatistica (p)
Intens. de pot (L) 0,8858 0,079060 11,204 0,007873
Intens. de pot (Q) -11,7954 0,094339 -125,032 0,000064
Temperatura (L) 1,2355 0,079060 15,627 0,004070
Temperatura (Q) -55,6640 0,094339 -590,040 0,000003
Intens de pot x 0,29131 0,111642 2,609 0,120820

temperatura

Analise de variancia (Anova) do modelo ajustado para atividade residual de peroxidase do

blend de kiwi.
SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado
Regressdo 17495,18 4 4373,795 5,96 4,53
Residuo 4396,37 6 732,728
F. Ajuste 4396,27 4
Erro puro 0,10 2
Total 21891,55 10

*Valores Tabelados de F a p < 0,05.

SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrética
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Coeficiente de regressao, erro, coeficiente t e grau de significancia estatistica (p), para cada fator no
modelo codificado para teor de polifendis totais em blend de maracuja e agua de coco apos

a termossonicacao

Fatores Coeficient? de Erro padréo 1(2) Signi,fic_éncia
regressao estatistica (p)
Intens. de pot (L) -0,001885 0,002365 -0,7970 0,509034
Intens. de pot (Q) 0,042469 0,002822 15,0490 0,004387
Temperatura (L) 0,053068 0,002365 22,4388 0,001980
Temperatura (Q) 0,050837 0,002822 18,0140 0,003067
Intens de pot x 0,074043 0,003340 22,1707 0,002028

temperatura

Andlise de variancia (Anova) do modelo ajustado para teor de polifendis totais em
blend de maracuja

SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado
Regressdo 0,063552 4 0,015888 44,31 4,53
Residuo 0,002151 6 0,0003585
F. Ajuste 0,002062 4
Erro puro 0,000089 2
Total 0,065703 10

*Valores Tabelados de F a p < 0,05.

SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade, MQ = média quadratica

Tabela de coeficiente de regressao, erro, coeficiente t e grau de significancia estatistica (p)
para cada fator do modelo codificado para o teor de vitamina C no blend de maracuja e agua
de coco apos a termossonicacao

Coeficiente de

Significancia

Fatores ~ Erro padrao t(2) o
regressao estatistica (p)
Intens. de pot (L) 6,04788 0,088732 68,1587 0,000215
Intens. de pot (Q) -2,10527 0,105881 -19,8834 0,002520
Temperatura (L) 5,30095 0,088732 59,7409 0,000280
Temperatura (Q) -1,22252 0,105881 -11,5462 0,007418
Intens de pot x 3,862550 0,125300 30,8261 0,001051

temperatura

Andlise de variancia (Anova) do modelo ajustado para teor de vitamina C em blend de

maracuja
SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado
Regressdo 602,6504 5 120,5300 10,13 5,05
Residuo 59,4577 5 11,8915
F. Ajuste 59,3321 3
Erro puro 0,1256 2
Total 662,1081 10

*Valores Tabelados de F a p < 0,05.

SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade, MQ = média quadratica
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Tabela de coeficiente de regressao, erro, coeficiente t e grau de significancia estatistica (p)
para cada fator do modelo codificado para o teor de vitamina C no blend de kiwi e 4gua de

coco apos a termossonicacao

Fatores Coeficient? de Erro padréo 1(2) Signi,fic_éncia
regressao estatistica (p)
Intens. de pot (L) 1,52451 0,091993 16,5721 0,003621
Intens. de pot (Q) 0,57833 0,109771 5,2685 0,034190
Temperatura (L) 1,79905 0,091993 19,5564 0,002604
Temperatura (Q) -1,32299 0,109771 -12,0522 0,006814
Intens de pot x 4,77750 0,129904 36,772 0,000739

temperatura

Analise de variancia (Anova) do modelo ajustado para teor de vitamina C em blend de kiwi

SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado
Regressdo 152,1426 5 30,4285 32,37 5,05
Residuo 4,6999 5 0,09399
F. Ajuste 4,5649 3
Erro puro 0,1350 2
Total 155,8425 10

*Valores Tabelados de F a p < 0,05.
SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrética
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APENDICE D - RESULTADO DA ANALISE ESTATISTICA APLICADO AOS
DADOS EXPERIMENTAIS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM BLEND DE
MARACUJA COM AGUA DE COCO E KIWI COM AGUA DE COCO

Tabela de coeficiente de regresséo, erro, coeficiente t e grau de significancia estatistica (p)
para cada fator do modelo codificado para atividade antioxidante (ABTS) no blend de
maracuja e agua de coco apos a termossonicacao

Fatores Coeficient? de Erro padréo 1(2) Signific_éncia
regressao estatistica (p)
Intens. de pot (L) -4,22193 0,206736 -20,4219 0,002389
Intens. de pot (Q) -3,54495 0,246689 -14,3701 0,004808
Temperatura (L) -0,55542 0,206736 -2,6866 0,115109
Temperatura (Q) 2,12025 0,246689 8,5948 0,013268
Intens de pot x -3,34647 0,291933 11,4631 0,007524

temperatura

Analise de variancia (Anova) do modelo ajustado para atividade antioxidante (ABTS) em

blend de maracuja

SQ MQ Fcalculado Ftabelado
Regressao 318,2259 4 79,5564 6,45 4,53
Residuo 73,9643 6 12,3273
F. Ajuste 73,2825 4
Erro puro 0,6818 2
Total 392,1902 10

*Valores Tabelados de F a p < 0,05.
SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade, MQ = média quadratica



91

APENDICE E - RESULTADO DA ANALISE ESTATISTICA APLICADO AOS
DADOS EXPERIMENTAIS DE DIFERENCA TOTAL DE COR EM BEBIDA MISTA
DE MARACUJA COM AGUA DE COCO E KIWI COM AGUA DE COCO

Tabela de coeficiente de regressao, erro, coeficiente t e grau de significancia estatistica (p) para cada
fator do modelo codificado para diferenca total de cor no blend de maracuja e agua de coco apos a
termossonicacao

Fatores Coeficientia de Erro padréo 1(2) Signific_éncia
regressao estatistica (p)
Intens. de pot (L) 0,59530 0,125110 475821 0,,041442
Intens. de pot (Q) -1,34172 0,149289 -8,98739 0,012155
Temperatura (L) 0,25600 0,125110 2,04618 0,177362
Temperatura (Q) -0,76513 0,149289 -5,12519 0,036025

Intens de pot x

-0,78524 0,176669 -4,44467 0,047074
temperatura

Analise de variancia (Anova) do modelo ajustado para diferenca total de cor em blend de maracuja
SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado
Regressao 16,23451 4 4,0586 4,54 4,53
Residuo 5,35359 6 0,8922
F. Ajuste 5,10389 4
Erro puro  0,24970 2

Total 21,58810 10
*Valores Tabelados de F a p < 0,05.
SQ = soma quadrdatica, GL = grau de liberdade, MQ = média quadratica




06/06/2019

92

ANEXO A - COMPROVANTE DE SUBMISSAO DE ARTIGO CIENTIFICO
(REVISTA LWT —= FOOD SCIENCE AND TECHNOLOGY (ELSEVIER))

Track your recent Co-Authored submission to LWT - daniely.dias.nutri@gmail.com - Gmail

Track your recent Co-Authored submission to LWT Caixa de entrada

LWT - Food Science & Technology <eesserver@eesmail.elsevier.com> 30 de mai de 2019 18:58 (ha 7 dias)
para eu

inglés portugués Traduzir mensagem Desativar para: inglés

*** Automated email sent by the system ***

Dear Dr. Daniely da Rocha Dias,
You have been listed as a Co-Author of the following submission:

Journal- LWT - Food Science and Technalogy

Title: Effect of thermosonication in coconut water and passion fruit juice blend

Corresponding Author: Tania Lucia Stamford

Co-Authors: Daniely da Rocha C Dias, PhD student; Alessandra S Araljo, undergraduate in chemistry; Patricia Viana de A Santos, undergraduate in
nutrition; Zilmar Meireles P Barros, PhD student; Viviane L Xavier, PhD student; Patricia M Azoubel, PhD;

To be kept informed of the status of your submission, register or log in (if you already have an Elsevier profile).

Register here: https://ees elsevier. com/lwt/default asp?acw=8&pa=preReqgijstration.asp&user=coauthor&fname=Daniely da
Rocha&lname=Dias&email=daniely.dias nufri@gmail.com

Or log in: https://ees elsevier.com/Iwt/default. asp?acw=&pg=login.asp&email=daniely.dias.nutri@gmail.com

If you did not co-author this submission, please do not follow the above link but instead contact the Corresponding Author of this submission

Thank you,

LWT - Food Science and Technology



