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O tamanho da sua vontade
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Va até o fim.

Vocé nunca vai estar sozinho”.
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RESUMO

A agua de coco ¢ considerada uma bebida peculiar, com sabor caracteristico e propriedades
terapéuticas, como a de promover reposi¢ao eletrolitica por ser rica em minerais, em especial
o potassio. Porém, apresenta susceptibilidade a atuagdo das enzimas polifenoloxidase (PFO) e
peroxidase (POD), associadas ao desenvolvimento de coloragdo rosea, sendo este um dos
problemas na sua conservagdo. A inativacdo enzimatica promovida por altas temperaturas € a
alternativa comumente encontrada, entretanto altera o sabor, de forma a justificar o emprego
das tecnologias que nao necessitam de altas temperaturas, como a alta pressdao. O presente
estudo teve por objetivos avaliar os efeitos de diferentes combinagdes da pressao (0,1 a 600
MPa); temperatura (10 a 80°C) e adi¢ao de acido ascorbico (0 a 20 mg/100 mL) sobre a
atividade das enzimas PFO e POD, a retencdo do acido ascérbico e a contaminagao
microbiologica decorrente da extragcdo e preparo da dgua de coco. Foram determinados pH,
solidos soluveis, acidez total titulavel, teor de acido ascorbico, cor instrumental, atividade
enzimatica da PFO e da POD, e, contagem de coliformes termotolerantes, Salmonella sp. e
bolores e leveduras. Foram obtidas as superficies de resposta com as equagdes ajustadas ao
modelo estatistico para a atividade residual da POD e teor residual de acido ascorbico. Os
resultados demonstraram que a adi¢do de acido ascorbico nas proporgdes de 10 e 20 mg/100
mL resultou em inibicdo para ambas enzimas estudadas, com atividade residual inferior a
10% em todos os ensaios, independente da pressdo e da temperatura. A inibicdo da POD
(atividade residual 4,61%) ocorreu sem a adicdo de acido ascorbico a pressdo atmosférica e
temperatura de 80°C; sob as mesmas condi¢des foi observada a completa inibigdo da PFO.
Nos niveis de pressdo investigados e sem adi¢cdo de acido ascorbico, a inibicdo maxima da
atividade da enzima PFO foi 59,54%, pela combinacdo da méaxima pressdo (600 MPa) e
maxima temperatura (80°C), porém com atividade da POD superior a atividade inicial,
indicando a ativacdo desta enzima. As altas pressoes, em todas as temperaturas investigadas,
foram suficientes para eliminar a contaminagdo da agua de coco, que consistiu somente de
bolores e leveduras, com auséncia de coliformes termotolerantes e Salmonella sp. Concluiu-se
que nos niveis de pressdo e temperatura investigados, a adicdo de acido ascorbico foi
indispensavel para permitir os efeitos benéficos da utilizagdio de alta pressdo.
Satisfatoriamente, no ponto central (300 MPa, 45°C, 10 mg acido ascoérbico/100 mL) foi
observada a total inibicdo da enzima PFO e inibicdo média de 98,58% da POD.

Palavras-chave: Agua de coco. Peroxidase. Polifenoloxidase. Alta Pressdo. Acido ascorbico.



ABSTRACT

Coconut water is considered a peculiar drink with distinctive taste and therapeutic properties,
such as an electrolyte replacer by being rich in minerals, especially potassium, however,
shows susceptibility to the enzymes polyphenol oxidase enzyme (PFO) and peroxidase
(POD), associated with the development of pink color, which is one of the problems for its
conservation. Enzymatic inactivation by high temperatures is the alternative commonly found,
however affecting taste, which justifies the use of other technologies that do not require high
temperatures, such as high pressure. This study aimed to evaluate the effects of different
combinations of pressure (0.1 to 600 MPa), temperature (10 to 80°C) and addition of ascorbic
acid (0 to 20 mg/100ml) on the enzyme activity of PFO and POD, retention of ascorbic acid
and microbial contamination which occurs during the extraction and preparation of coconut
water. An experimental design was proposed to determine pH, soluble solids, titratable
acidity, ascorbic acid content, instrumental color, enzymatic activity of PFO and POD, and
thermo tolerant coliforms, Salmonella sp. and molds and yeasts counts. The response surfaces
with adjusted equations to the statistical model for the residual POD activity and residual
ascorbic acid were obtained. The results showed that the addition of ascorbic acid at 10 and
20 mg/100 ml resulted in the inhibition of both enzymes studied, with a residual activity less
than 10% in all experiments regardless of pressure and temperature. Inhibition of POD
(4.61% residual activity) was obtained without the addition of ascorbic acid at atmospheric
pressure and 80°C; under the same conditions it was found complete inhibition of PFO. In the
pressure levels studied and without ascorbic acid, the maximum inhibition of PFO enzyme
activity was 59.54% for the combination of maximum pressure (600 MPa) and maximum
temperature (80°C), but with POD activity higher than the initial activity, indicating the
activation of this enzyme. The high pressures at all temperatures investigated were sufficient
to eliminate the microbial contamination of the coconut water, which consisted only of molds
and yeasts with the absence of thermo tolerant coliforms and Salmonella sp. It follows that at
the pressure and temperature levels investigated, the addition of ascorbic acid was essential to
benefit from the effects of high pressure at low temperatures. Satisfactorily, at the center point
(300 MPa, 45°C, 10 mg ascorbic acid/100 ml), a complete inhibition was observed for PFO
and an average inhibition of 98.58% for POD.

Keywords: Coconut water. Peroxidase. Polyphenol oxidase. High pressure. Ascorbic acid.
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1 INTRODUCAO

A busca por alimentos saudaveis com caracteristicas de alimentos frescos e sem alto
valor calorico é crescente, tendo a agua de coco ganhado destaque neste contexto,
especialmente por suas propriedades de reidratagdo e reposicdo de eletrdlitos. Ademais, pode
ser utilizada em areas que vao além da nutricdo, como medicina e biotecnologia, onde ¢
utilizada como meio de cultura para virus e bactérias, para obten¢do de vacinas e para células

vegetais, como embrides e pdlen (CARVALHO et al., 2006).

A 4gua de coco tem suas caracteristicas mantidas e se apresenta naturalmente estéril
dentro do fruto, sua embalagem natural. Devido ao peso e volume do fruto, o transporte do
coco inteiro por longas distancias acarreta maior custo e, por conseguinte, a agua de coco in
natura ¢ um alimento encontrado com mais facilidade em locais proximos as areas costeiras.
Esses fatores, associados as rapidas alteragdes que ocorrem a partir da abertura do fruto,
viabilizam a industrializacao da dgua de coco (CALVETTE, 2007; ROSA; ABREU, 2000). O
maior desafio para sua industrializagdo ¢ manter as caracteristicas sensoriais € nutricionais
mais proximas as do fruto in natura, com vida de prateleira suficiente para comercializagao e
consumo.

Uma das principais causas da rapida deterioracdo da agua de coco ¢ a atividade
enzimatica das oxidorredutases, como polifenoloxidase e peroxidase. Para a inativagao das
enzimas e destruicado de microrganismos que podem ser incorporados durante a manipulagao
do produto, a esterilizagdo, como o processamento a ultra alta temperatura (da sigla em inglés
UHT), ¢ uma das formas mais usuais de conservacdo da agua de coco, com uso de
embalagens herméticas, adicdo de acucares e agentes quimicos de preservacdo. Este método
permite a estocagem a temperatura ambiente (ROSA; ABREU, 2000).

Sabe-se que altas temperaturas podem causar grandes alteragdes de sabor nos produtos
e que os consumidores se preocupam bastante com os beneficios oferecidos a saude. Por essa
razao, torna-se vantajosa a utilizacdo de métodos que utilizem temperaturas mais brandas e
ndo sejam adicionados os agentes quimicos de preservagao.

Tecnologias emergentes como utilizagdo de membranas (microfiltragdo e
ultrafiltracdo) e tratamento sob alta pressdo também tém sido propostas, isoladamente ou

associados a outros tratamentos. Dentre eles, pode-se citar a associacdo com acido ascorbico
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que, em dosagem controlada, tem-se mostrado eficiente na inibi¢do das enzimas, com a
vantagem de ser um composto antioxidante, com beneficios para saude humana.

Com a presente pesquisa, espera-se contribuir para o estudo dos efeitos de parametros
de processo: alta pressdo, temperatura e adicdo de acido ascorbico, isoladamente ou
combinados em intensidades moderadas, sobre a qualidade fisico-quimica da agua de coco,
buscando obter um produto com qualidade, associado a utilizagdo de métodos menos severos

de conservacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar os efeitos do tratamento da agua de coco por alta pressdo associada a

temperaturas moderadas e com a adi¢cdo do antioxidante acido ascorbico.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar as caracteristicas fisico-quimicas (pH, solidos soltiveis e acidez titulavel)
e contagem microbiologica, além da cor e atividade enzimatica da polifenoloxidase e da
peroxidase na dgua de coco, antes € apds 0s processamentos por altas pressoes, temperatura e

adicao de acido ascorbico.

- Determinar a faixa dos pardmetros pressao, temperatura ¢ dosagem de acido
ascorbico mais eficiente para reducdo de carga microbiana, manutencdo de caracteristicas

fisico-quimicas e inativa¢do/inibi¢ao enzimatica.

- Determinar a concentragcdo de acido ascorbico, antes e apds os tratamentos, para
verificacao de degradagcdo do composto e quais as condigdes de processo mais eficientes para

evitar sua degradagao.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Agua de Coco

O coqueiro ¢ uma palmeira de cultivo extenso e importante pois, além de apresentar
todas as partes aproveitdveis (tronco e raiz sdo utilizados para fabricar materiais de
constru¢do), o fruto ¢ matéria-prima para a producdo de diversos alimentos como leite de
coco, coco ralado e dgua de coco (ROSA; ABREU, 2000). Segundo Cabral et al (2005), o

coqueiro ¢ uma das mais importantes palmeiras cultivadas no Brasil.

Entre 2011 e 2016, mais de 350 milhdes de reais serdo aplicados na cadeia do coco no
Brasil, e o foco principal desse investimento sera a agua de coco, conforme dados do
Sindicato Nacional dos Produtores de Coco do Brasil (SINDCOCO, 2013). Segundo a
consultoria Nielsen (2015), em pesquisa realizada referente aos anos de 2014 e 2015, o
consumo de dgua de coco aumentou em 18,8%, estando em 9° lugar entre os produtos com
maior aumento no consumo, em 6° entre os alimentos, sendo ainda o terceiro maior

crescimento na categoria “bebidas ndo alcodlicas™.

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2009), agua de coco ¢ definida como “bebida ndo diluida, ndo fermentada, obtida da parte
liquida do fruto do coqueiro (Cocos nucifera L.), por meio de processo tecnoldgico
adequado”.

Segundo Prades et al. (2012), as pesquisas sobre agua de coco ocorrem nas seguintes
proporcdes: utilizacdes especificas (10%), composicdo bioquimica (50%) e técnicas de
preservacao (40%).

Carvalho et al. (2006) cita que a variedade deve ser escolhida de acordo com a
finalidade da producdo, sendo a variedade “ando” mais utilizada comercialmente para
obtencdo de 4gua de coco. A andlise sensorial realizada com agua de coco de frutos da
variedade andao verde e ando vermelho colhidos com 7 ¢ 8 meses de maturagdo confirmou a
maior aceitagdo e preferéncia da variedade ando verde colhidos no oitavo més de maturagdo
(AROUCHA, 2014).

Segundo Rosa e Abreu (2000), o periodo recomendado para a colheita ¢ do quinto ao
sétimo més, sendo geralmente a época em que a adgua de coco também se encontra com
maximo teor de acUcares e mais saborosa. A partir dai, ha redu¢do nestes valores até o

completo amadurecimento do fruto, no 12° més, quando geralmente se descarta a agua e
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utiliza-se o albumen so6lido para fabricacdo de coco ralado, 6leo e leite de coco. Nesse estadio
de maturagdo, o sabor ¢ salgado se comparado ao sabor da dgua de coco com oito meses de
maturacdo (TAN, 2014).

As fases de crescimento e maturacdo do fruto do coqueiro envolvem formacdo de
tecidos e mudangas fisico-quimicas, bioquimicas e sensoriais, que irdo desenvolver as
caracteristicas da dgua de coco, sendo estas influenciadas por diversos fatores como variedade
do fruto, formas de cultivo, localizagdo, clima, tipo de solo, insolagcdo e época do ano. Com
relacdo ao rendimento, cada fruto possui 25% do seu peso em agua, com o maior volume de
4gua geralmente encontrado quando o fruto atinge de 6 a 7 meses (ARAGAO et al., 2002;
CABRAL et al., 2005).

Segundo Prades et al. (2012), a agua de coco apresenta como constituintes aglicares
(sacarose, glucose e frutose); minerais (ferro, sodio, potéssio, entre outros) representando 0,4
a 1% do volume de liquido, que garantem as propriedades isotonicas da agua de coco;
vitaminas C (20 a 40 mg/L), B3 (0,64 pg/mL de acido nicotinico) e B5 (0,52 pg/mL de acido
pantotenico); aminoacidos (alanina, arginina, cisteina e serina) e varios compostos que
contribuem para o aroma, como nonanal, nonanol e heptanal. Segundo estudo realizado por
Da Fonseca et al. (2009), a 4gua de coco ¢ constituida por aproximadamente 70% em ésteres e
cetonas, mas também por aldeidos e alcoois, com cadeias curtas, responsaveis provavelmente
por caracteristicas sensoriais de sabor e aroma. Os principais constituintes identificados no
estudo de Da Fonseca et al. (2009) foram 4-hidroxi-4-metilpentano-2-ona, n-propiletanoato e
furfural. Rosa e Abreu (2000), em estudo com 4gua de coco de frutos da variedade Ando
verde colhidos com 7 meses de maturagdo, apresentou 27,51 kcal em 100 g e os seguintes
teores médios para os acUcares e minerais: sacarose (280 mg/100 mL); glucose (2378 mg/100
mL); frutose (2400 mg/100 mL); fésforo (7,40 mg/100 g); calcio (17,10 mg/100 g); magnésio
(4,77 mg/100 mLg); manganés (0, 52 mg/100 g); ferro (0,04 mg/100 g) e potéssio (156,86
mg/100 g).

A capacidade antioxidante da dgua de coco também tem sido estudada por alguns
autores. Da Fonseca et al. (2009), por exemplo, utilizando o método de sequestro dos radicais
livres (1,1-difenil-2-picrilhidrazila - DPPH), avaliaram a capacidade antioxidante de extratos
do oleo essencial da 4gua de coco em diferentes concentragdes (1,0; 0,5; 0,25 e 0,125 pg/mL)
e relataram que as amostras apresentaram potencial como possiveis fontes de

antioxidantes naturais (79,4% para uma concentrag¢do de 1,0 pg/mL; 76,6%, para 0,50 pg/mL;
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64,8% para 0,25 pg/mL; e, 41,2% para 0,125 pg/mL). Mantena e colaboradores (2003)
comprovaram que a capacidade antioxidante na agua de coco in natura é influenciada pelos
diversos tratamentos aos quais o produto pode ser submetido, tal como o tratamento térmico.
Ha, ainda, pesquisas que apontam efeitos antioxidante e anti carcinogénico e que o consumo

frequente de 4gua de coco fresca pode trazer efeitos antienvelhecimento para a pele

(PRADES et al., 2012).

3.2 Parametros de Qualidade de Agua de Coco

A 4gua de coco ndo ¢ como um suco de fruta comum, apresenta baixa acidez
combinada a um conteido balanceado de agucares e a presenca de minerais. Alguns dos
critérios de qualidade observados para escolha de uma cultivar ou até de um produtor para
producdo de dgua de coco sdo: rendimento (mL), pH, solidos soluveis totais (g/100 mL),
relacdo entre aglcares redutores e totais e teor de potassio e sodio. Outro aspecto de
importancia ¢ a relacdo entre volume de dgua de coco e peso total do fruto (% v/p), que deve
ser a maior possivel por influenciar o custo do transporte até a fibrica, o espaco necessario
para estocagem da matéria-prima e a prevengcdo de problemas para o meio ambiente
(PRADES et al.,, 2012).

De acordo com a Instru¢cdo Normativa n° 27, do MAPA - Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2009), agua de coco pode ser classificada em resfriada,
pasteurizada, congelada, concentrada, esterilizada, desidratada e reconstituida. Essa instrucao
normativa permite a adi¢ao de agucares, exclusivamente para corre¢ao e padronizacao do teor
de solidos soluveis (°Brix) do produto e vitaminas, conforme legislacdo especifica para
nutrientes essenciais.

O uso de aditivos em agua de coco ¢ regulado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
sanitaria (ANVISA) com base na Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC N° 8, de 06 de
marco de 2013, sendo permitida a utilizacdo de reguladores de acidez, antioxidantes,
sequestrantes e conservadores para dgua de coco e proibida para a mesma, adi¢do de corantes,
estabilizantes e aromatizantes (BRASIL, 2013).

Normalmente se utilizam para padronizacdo de 4gua de coco &cido citrico para
reducdo do pH, é4cido ascérbico como antioxidante e frutose para padronizagdo de teor de
solidos soluveis (ABREU, 2005). O MAPA (BRASIL, 2009) permite a adi¢do de aglicares em
quantidade ndo superior a 1 g/100 mL e, a ANVISA (BRASIL, 2013) permite a adi¢do de
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acido ascorbico (antioxidante) e acido citrico (regulador de acidez), ambos em quantidade
suficiente para obter o efeito desejado, desde que nao altere a identidade do produto. A Tabela
1 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas para dgua de coco, conforme a
legislacdo em vigéncia (BRASIL, 2009).

Segundo Silva e colaboradores (2010), o pH 6timo para o desenvolvimento de bolores e
leveduras € proximo a 5,0, embora tenham grande tolerancia, sendo pouco afetados por variagdes
de pH de 3,0 a 8,0. Bolores e leveduras apresentam crescimento raro em temperaturas de 45°C,
utilizadas como referéncia para bactérias termotolerantes, €, mesmo em temperaturas mesofilas
(35-37°C), seu crescimento € raro, ao contrario do que ocorre sob condi¢des de refrigeragdo. Sao

microrganismos com temperatura 6tima compreendida entre 25 e 28°C (SILVA et al., 2010).

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas para dgua de coco conforme
Instru¢ao Normativa n°27 (BRASIL, 2009).

Aguas de coco resfriada, Agua de coco Agua de coco Aguas de coco desidratada
Parametros pasteurizada e congelada esterilizada concentrada e reconstituida
fisico-quimicos
Minimo Maximo Minimo Maximo Minimo  Maximo Minimo Maximo
pH 43 45 4.6 54 - - 43 -
Solidos soluveis
- - - 4
(%Brix., a 20°C) 6,7 6,7 6,75 ) 6,7
Potéssio (mg/100mL) 140 230 140 230 210 - 140 230
Sodio (mgl100mL) 2 30 2 30 3 - 2 30
Caracteriticas Todas as aguas de coco
microbiologicas Minimo Maximo
Soma de bolores ¢ leveduras - 20 UFC/mL
.Escherlch1a coli ou ) | UFC/mL
coliformes termotolerantes
Salmonella sp. Ausente em 25 mL

Rios e Sobrinho (2012) avaliaram os indices de contaminagdo da dgua de coco por
coliformes totais e termotolerantes, e demonstraram por meio da comparagdo entre as amostras
do produtor e do vendedor que a contaminagdo ocorre nos pontos de venda, pois mesmo nos
frutos sem higienizacdo obtidos diretamente do produtor ndo foi detectada a contaminacdo, em
comparagdo com a média de 1221 NMP/mL, obtida de amostras de dois vendedores.

Pode haver uma carga microbiana natural no coco, que, ao ter contato com o solo,
folhagens e pela exposi¢do ao vento, pode ser contaminado por patdégenos, como Salmonella

spp., Listeria monocytogenes; E. coli enteropatogénica, esporos de Clostridium botulinum, C.



20

perfringes, Bacillus cereus, bolores toxigénicos, protozodrios, dentre outros (SCHMIDT et.
al., 2004 citado por RIOS; SOBRINHO, 2012).

Rosa e Abreu (2000) apresentam caracteristicas fisico-quimicas, pH, acidez e s6lidos
soluveis (Tabela 2) para agua de coco, obtida da variedade ando-verde, colhidos com 7 meses

de maturacao.

Tabela 2 - Caracterizagao fisico-quimica da 4gua de coco com 7 meses de maturagao

Parametro Valor
Acidez (mg de 4cido citrico/100 mL) 71,06
pH 4,91
Solidos totais (g/100 g) 5,84
Solidos solaveis (°Brix) 5,00

Fonte: (ROSA; ABREU, 2000).

Segundo Cecchi (2003), determinagdes de pH e acidez titulavel em alimentos sao
importantes, pois esses parametros estdo relacionados a deterioragdo, atividades de enzimas,
sabor, estadio de maturacao e manutencao da qualidade. Segundo Santos (2006), o aumento
da acidez na agua de coco torna-a menos palatavel.

Os solidos soluveis, expressos geralmente em °Brix, indicam a quantidade dos so6lidos
que se encontram dissolvidos na por¢ao aquosa do fruto. O avango na maturagdo faz com que
o teor de solidos soluveis aumente. Além disso, a relagao entre sélidos soliveis e acidez
titulavel € uma forma bastante utilizada para a avaliacao do sabor, pois representa o equilibrio
entre esses dois componentes (CHITARRA; CHITARRA, 1990).

Aroucha et al. (2014), em um estudo sobre a influéncia do estadio de maturacao nas
caracteristicas de dgua de coco proveniente de frutos das variedades ando verde e ando
vermelho com sete e oito meses de maturagdo, observaram que a variedade ando verde
apresentou do sétimo para o oitavo més aumento no pH (de 4,96 para 5,35), reducdo na acidez
(de 89 para 65 mg de 4cido citrico/100 mL) e pequena variagdo para so6lidos soluveis (5,34
para 5,40 °Brix).

Costa et al. (2005) processaram frutos de coqueiros-andes verde colhidos com 6-7
meses de maturagdo, por meio de processo 4ot fill. Na padronizacdo da dgua de coco desse
processo, foram adicionados &cido citrico, para promover o abaixamento do pH até 4,5 e
elevar a acidez a 0,11 g/100 mL; frutose, para padronizar os s6lidos soliveis totais em 7°Brix;

acido ascorbico, com fungdo antioxidativa; e ainda agentes quimicos de preservagao
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(benzoato de sodio e metabissulfito de s6dio). A agua de coco produzida e denominada “Hot
fill experimental” foi comparada com quatro amostras de dgua de coco de marcas comerciais
produzidas por métodos diferentes de conservagdo (refrigeracdo, congelamento,
processamento asséptico e processo /ot fill). Entre as cinco amostras, os autores observaram
variacao de acidez total titulavel de 60 a 120 mg de acido citrico/100 mL; variacao do teor de
solidos solaveis de 7,00 a 7,30 °Brix e do pH de 4,32 e 4,93.

A cor € outro parametro que influencia bastante na aceitacdo de um produto. Sdo
encontradas dificuldades em manter os alimentos com coloragdo atrativa e proxima a do
alimento natural devido a degradacdo e alteragdes de cor que podem ser causadas por
processamento e estocagem (AZEREDO, 2012). A cor ¢ percebida de formas diferentes,
subdivididas em niveis fisico, psicofisico, psicométrico e visual. O modelo CIE, criado pela
Comissao Internacional de Iluminacao (CIE — “Comission Intertionale de I’Eclairage”),
baseado na percepcdo das cores pelo sistema visual humano, avangou o estudo da
colorimetria, permitindo a padroniza¢ao da determinacgdo instrumental da cor (LOPES, 2009;
MACDOUGALL, 2002). Com base no modelo CIELab, no qual a cor ¢ descrita pelas
coordenadas L*, que representa a claridade, variando de escuro (0) a claro (100); a*, que
representa a tonalidade variando do verde (-) ao vermelho (+); e b", que representa a
tonalidade variando do azul (-) ao amarelo (+), € possivel definir a localizagdo em um espago
uniforme de qualquer cor. A partir dos valores correspondentes a essas coordenadas, podem
ser calculados parametros derivados, como a variagdo de cor (AE), que avalia a diferenca de
cor entre duas amostras, importante valor para o estudo da estabilidade de alimentos e
comparacao entre processos (LOPES, 2009; MACDOUGALL, 2002).

A 4gua de coco apresenta problemas de conservacdo desde a abertura do fruto.
Quando exposta ao ar, as enzimas presentes podem atuar causando o desenvolvimento de uma
coloracdo rosada (CABRAL et al., 2005).

Damar (2006) avaliou a cor de dgua de coco submetida a trés diferentes tratamentos,
utilizacdo de didxido de carbono em fase densa (34,5 MPa, 25°C, 13% CO,); pasteurizacdo a
74°C/15 segundos e “controle” (sem tratamento); todos seguidos de carbonatacdo, envase em
garrafas (750 mL) e estocagem sob refrigeragdo (4°C) por 9 semanas. Os valores para
claridade (L") variaram de 48 a 60 e ndo apresentaram grandes diferencas entre os tratamentos
e o tempo de estocagem. Para a coordenada b”, com valores de 1,5 a 3,5; foram observadas

. ~ * .
pequenas oscilagdes com o tempo e o tratamento. Os valores de a” estavam compreendidos



22

entre -1 e -2 nas 2 primeiras semanas, porém, na terceira ja se apresentaram positivos, exceto
13 99 . ‘ * .o .
pela amostra “controle”. Da quinta a nona semana, todos os valores de a  foram positivos
(indicando tonalidade résea), com destaque para a amostra “controle” que apresentou média
de 6,8; enquanto as amostras submetidas ao CO, em fase densa e pasteurizacdo térmica
apresentaram médias de 2,37 e 1,71; respectivamente. A autora observou que estes valores
eram esperados, considerando que todas as amostras de d4gua de coco se apresentaram com
coloragdo rosea ao final da estocagem e algumas amostras apresentaram coloragdo rosea logo

apods o primeiro dia de estocagem.

3.3 Enzimas Presentes na Agua de Coco

A estabilidade das delicadas estruturas das enzimas ¢ mantida por meio de diferentes
interagdes como pontes de hidrogénio, ligacdes de Van der Waals, ligagdes covalentes e
interagdes eletrostaticas na cadeia proteica (determinada pela sequéncia de aminoacidos) e
entre a cadeia proteica e o solvente ao redor. Tais interagdes podem ter seu equilibrio
perturbado por mudangas em fatores externos, como pH, pressao e temperatura, levando a um
possivel desdobramento e/ou desnaturacdo da cadeia de peptideos (HENDRICKX, 1998;
TAUSCHER, 1995, MESSENS et al., 1997 citados por CHAKRABORTY et al., 2014).

Segundo Einenmenger; Reyes-de-Corcuera (2009), as mudancas na velocidade de
reacgoes catalisadas por enzimas podem ser classificadas em modificagdes diretas na estrutura
enzimatica; modificacdes dos mecanismos de reacao e, em modificagdes nas propriedades
fisicas (pH, densidade, viscosidade), que afetam a estrutura enzimatica.

A atividade de uma enzima pode ser determinada a partir da medi¢ao da quantidade de
substrato consumido ou de produto formado na reacdo catalisada, embora haja aumento
proporcional do consumo de substrato em relagao a formagao de produto. Entre os métodos
utilizados estdo medidas de viscosidade, pH, condutividade, fluorescéncia e absorbancia,
sendo esta ultima amplamente utilizada, pois as transformagdes quimicas geradas na
conversdo de substratos em produtos catalisadas por enzimas geram mudangas nas
propriedades Opticas do sistema. Além disso, andlises espectrofotométricas sdo simples e
geram resultados rdpidos, além de requererem apenas um equipamento (JOHN, 1993;
MATHEWSON, 1998; TIPTON, 1993).

Polifenoloxidase (PFO) e peroxidase (POD) estdo entre as principais enzimas

responsaveis pela deterioragdo da agua de coco. Ambas catalisam a oxidacdo de compostos
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fen6licos naturalmente presentes, sendo os produtos dessas reagdes responsaveis por
alteragdes na cor e nas caracteristicas sensoriais e nutricionais (DUARTE et al., 2002;
ROSENTHAL et al, 2002). (Campos, 1993) investigou a atividade das enzimas
polifenoloxidase e peroxidase na agua de coco, variando o pH de 3,5 a 8,5. A atividade de
cada enzima (PFO e POD) ndo apresentou alteragdo em comparagdo a atividade inicial até pH
5,5 para o qual foi apresentada atividade relativa de 100 =1,0% para POD e 94,1 £1,0% para
PFO e, em pH 6,0, de 77,0 £0,2% para POD e 100,0 +0,3% para PFO, foram entdo
estabelecidos valores de pH otimo de 6,0 e 5,5, respectivamente, para as enzimas
polifenoloxidase e peroxidase. Para determinagdo da temperatura 6tima o autor (Campos,
1993) investigou temperaturas entre 5 e 70°C, temperatura na qual ndo foi observada
atividade enzimatica de PFO e POD na agua de coco. As temperaturas consideradas 6timas
foram 25°C para PFO e 35°C para POD, enquanto que a 5°C, as atividades enzimaticas
observadas em relagdo a atividade inicial foram 46,0 £1,5% para PFO e 39,0 +0,9% para
POD.

3.3.1 Peroxidase

As peroxidases sdo enzimas compreendidas no grupo das oxiredutases, bastante
relacionadas a qualidade de alimentos processados, especialmente devido a sua conhecida
disponibilidade e estabilidade. Podem estar presentes em animais, microrganismos e plantas
(ROBINSON, 1991; YUAN; JIANG, 2003). A peroxidase de vegetais ¢ classificada como
uma hemeproteina (possui grupo prostético heme-protoporfirina IV) glicosilada, monomérica,
com peso molecular de 45 a 50 kDa; e utiliza peroéxido de hidrogénio para oxidar uma série de
compostos organicos e inorganicos, como monofendis (guaiacol), difendis e acido ascorbico
(DAMORADAN et al., 2010; ROBINSON, 1991).

As reagdo catalisada pelas peroxidases consiste na oxidacdo de um substrato doador de
elétron (AH), cujo agente oxidativo ¢ geralmente o perdéxido de hidrogénio, resultando em
liberagdo de 4gua e de radicais livres (A"), que reagem ndo enzimaticamente, formando
diversos compostos, como o tetraguaiacol. Existe uma série de substratos (AH) naturalmente
presentes nos tecidos das plantas, facilmente oxidados por pequenas quantidades de H>O». Os
substratos tipicos incluem fendis aromaticos, acidos fendlicos, indois, aminas e sulfonatos
(ROBINSON, 1991). A Equacdo 1 apresenta a reacdo geral de oxirredugdo catalisada pela
enzima peroxidase (DAMORADAN et al., 2010).
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H>0; + 2AH (doador de elétron)—» 2H>0 + 2A" (1)

Quando o doador de elétron for o 4cido ascorbico, 2A" serd um mol de 4cido ascorbico
e um mol de acido dehidroascorbico e, quando AH for guaiacol (incolor), o produto serd o
tetraguaiacol (composto colorido), formado por meio da polimerizagio de 2A". A reagio entre
guaiacol e peroxido de hidrogénio catalisada pela peroxidase esta esquematizada na Figura 1,
sendo que o composto colorido formado (tetraguaiacol) serve como base para a determinagao

colorimétrica da atividade da peroxidase (JOHN, 1993).

Figura 1 - Reagdo entre guaiacol e peréxido de hidrogénio catalisada por peroxidase.
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Fonte: (ZERAIK et al., 2008).

De acordo com Yua e Jiang (2003), os primeiros estudos de peroxidase consistiram da
associacdo de guaiacol as mudangas de cor em vegetais, que ocorriam quando se adicionava
perdxido de hidrogénio em um extrato vegetal, que, como se sabe, continha peroxidase.

A peroxidase pode existir em cinco estados de oxidagdo e catalisar uma quantidade
indefinida de reagdes, caracteristicas que a tornam uma enzima cuja versatilidade ndo foi
superada. Ademais, as peroxidases existem sob a forma de diversas isoenzimas (ROBINSON,
1991). Segundo Damoradan et al. (2010), as isoformas podem ser classificadas em acidas,
neutras ou alcalinas com base no ponto isoelétrico. A peroxidase mais amplamente estudada,
por possuir caracteristicas aplicaveis as demais, ¢ a peroxidase-C neutra de raiz de rabano ou
Horseradish peroxidase (HRP), cuja nomenclatura oficial (EC 1.11.1.7, doador: H20:
oxidorredutase) ¢ definida pela Comissdo de Enzimas (EC) da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB, do nome em inglés “International Union of

Biochemists and Molecular Biologists).
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O pH otimo das peroxidases depende sempre do substrato e estd geralmente
compreendido entre 4,0 e 6,0 para peroxidase de plantas. A temperatura 6tima varia entre 40 e
55°C, porém a estabilidade térmica ¢é elevada, caracteristica geralmente atribuida a
propriedades como o grupo prostético heme, as pontes dissulfeto e a presenca de dois moles
de Ca®" que participam das pontes salinas. O aumento da forca idnica e a redugdo do pH em
intervalos de 3 a 7 causam a redugdo da estabilidade térmica, porém, em intervalos de pH de
5,5 a 8,0, ha a regeneragdo da peroxidase apds processamento térmico por curtos periodos,
como em branqueamento. Aquecimentos por periodos maiores evitam a regeneragdao devido a
reagdes covalentes ¢ mudangas conformacionais mais extensas, mas ainda assim, as
peroxidases sdo um problema, pois o grupo heme liberado na inativagdo pode participar das
reacOes oxidativas ndo enzimaticas, processo relacionado a causa de sabores indesejaveis nos
vegetais enlatados (DAMORADAN et al., 2010).

O estudo da presencga de enzimas em agua de coco teve em Campos (1993) um dos
trabalhos pioneiros, que estudou a influéncia de diferentes tratamentos térmicos e quimicos
(como acido citrico e ascorbico em diferentes concentragdes), determinando os niveis em que
a reducao maxima da atividade enzimdtica de polifenoloxidase e peroxidase pudesse ser
alcancada sem alteracdo da aceitacdo sensorial, por meio de escala hedonica, com pontuagao
de 1 a 7, para o grau de perda de sabor em relagdao a amostra in natura. Estudos de cinética da
inativagao enzimatica da peroxidase (FONTAN, 2012) também foram realizados indicando
forte resisténcia térmica desta enzima, porém estudos cinéticos envolvendo as duas enzimas
encontraram maior resisténcia térmica da polifenoloxidase (MURASAKI, 2005; TAN, 2014).
Por outro lado, a enzima peroxidase apresentou maior resisténcia ao processo de

homogeneizagdo a alta pressdo quando comparada a polifenoloxidase (DOSUALDO, 2005).

3.3.2 Polifenoloxidase

As polifenoloxidases (PFO), principais enzimas responsaveis pelo escurecimento
enzimatico em frutas, catalisam a oxidagdo dos fendis naturalmente presentes formando
quinonas (TORALLES et al., 2008).

Polifenoloxidase ¢ uma enzima do grupo das oxiredutases, contendo cobre como
grupo prostético, inicialmente descoberta em cogumelos em 1856. O termo polifenoloxidade ¢
genérico, tendo recebido diversas outras denomina¢des como cresolase, catecol

oxidase/catecolase, o-difenol oxidase e tirosinase (DAMORADAN et al, 2010). A
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variabilidade com respeito & nomenclatura deve-se, em grande parte, & mistura da acdo
catalitica deste grupo de enzimas, podendo ser encontradas em plantas (cresolase), animais
(tirosinase) e microrganismos (lacase) e usar diferentes substratos, os quais determinam sua
forma de atuacdo (ANISZEWSK et al, 2008 citado por VANZELA et al., 2014).

As monofenoloxidases, comumente representadas pelas cresolases, atuam por meio da
hidroxilacdo de monofendis (p-cresol) a difendis (catecol). Os difendis sdo entdo oxidados e
formam-se as quinonas (atividade catecolase). As enzimas que realizam essas duas reagdes
(tirosinase) sdao as mais importantes, visto que algumas (lacase) apenas oxidam os difendis as
quinonas correspondentes. Por sua vez, as quinonas condensam-se € reagem nao
enzimaticamente com outros compostos, como aminoacidos ou compostos fendlicos, para
produzir polimeros escuros (CARVALHO et al, 2006; DAMORADAN et al, 2010,
VANZELA et al., 2014; VAMOS-VIGYAZO, 1981 citado por TORALLES et al., 2008). As
etapas do mecanismo de a¢dao da polifenoloxidase estdo representadas esquematicamente na

Figura 2.

Figura 2 - Mecanismo quimico para acao da polifenoloxidase
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Fonte: (ESCURECIMENTO, 2015)

O substrato (catecol) estd presente nos vacuolos enquanto a enzima (catecolase) esta
no citoplasma, sendo sua agdo catalitica desencadeada, geralmente devido a danos mecanicos
nos vegetais, que a expdem ao contato com oxigénio e substratos (WEEMAES et al., 1998;
VANZELA et al, 2014). Na agua de coco, o contato com o oxigénio se inicia a partir da
abertura do fruto, pois a 4gua de coco possui enzimas e substratos, além de entrarem em
contato com as fibras provenientes da casca que possuem taninos, podendo ocorrer reagdes
indesejaveis (ROSA, ABREU; 2000).

Weemaes et al. (1998) extrairam polifenoloxidase de macas, abacates, uvas, peras e

ameixas para a caracterizacdo e avaliacdo da cinética de inativagdo térmica, considerando
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temperaturas entre 60 ¢ 85°C. A maior atividade de polifenoloxidase foi observada para
abacate, seguidas de atividade de ameixas, macas, uvas e peras. Para todos os extratos, a
maxima atividade da polifenoloxidase ocorreu em pH neutro (pH 6-7). Cinética de primeira
ordem para a inativacdo térmica foi observada em todos os extratos, sendo a resisténcia da
polifenoloxidase a inativagdo térmica dependente de sua origem, a exemplo da
polifenoloxidase de uva, mais sensivel ao calor. Para abacate e ameixa, os autores

encontraram isoenzimas, com pontos isoelétricos, respectivamente, entre 4,6 e 4,7; e entre 4,8

e5,2.

3.3.3 Aspectos tecnologicos para inativacao de enzimas

\

Visando a obteng¢do de produtos saudaveis, seguros € com qualidade sensorial,
diversos estudos tém sido realizados buscando encontrar as melhores técnicas para inativagao
das enzimas presentes em frutas e produtos de frutas, pois estas sdo as principais responsaveis
por sua vida util reduzida, como no caso da agua de coco, que pode apresentar escurecimento

imediatamente apos a extracio (MAGALHAES, 2005; FONTAN, 2012).

As condi¢des utilizadas para cada processo quando se objetiva inativagdo enzimatica
dependem do tipo de produto. A primeira consideracao deve ser sobre as condigdes dtimas em
que as enzimas atuam, principalmente pH e temperatura. O pH depende do substrato e para as
enzimas consideradas pode variar entre 4,0 e 7,0; a temperatura 6tima de agao da peroxidase e
da polifenoloxidase varia de 25 a 55°C, mas a inativagdo completa pode requerer exposicao
por varios minutos a 80-100°C, principalmente devido a estabilidade térmica da peroxidase,
que pode ainda ter o contato entre enzima e substrato facilitado pelo aumento da temperatura
(DAMORADAN et al, 2010). Fontan e colaboradores (2012) estudaram a resisténcia da
peroxidase a tratamentos térmicos, verificando que para a inativacdao da peroxidase de agua de
coco a energia de ativagdo foi de 332,3 kJ/mol na faixa de temperatura estudada (75 a 95°C).
Demonstraram, ademais, que o aumento da temperatura, de 75 para 95°C, acarretou na
reducdo do tempo necessdrio para a inibicdo enzimatica em 90%, respectivamente, de 833,3
para 1,63 minutos.

O escurecimento enzimatico pode ser prevenido pelo uso de diversas técnicas, como
tratamento térmico (amplamente utilizado em sucos de frutas), remocdo de oxigénio,
acidificacdo (quando aceitavel para o produto e suas caracteristicas sensoriais), utilizagdo de

acido ascorbico e sulfitos. Também se utilizam quitosana, ciclodextrinas e polivinil
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pirrolidona (PVP) com o intuito de complexar compostos fendlicos, limitando a

disponibilidade de substrato (DAMORADAN et al., 2010; RAMIREZ et al., 2003).

3.4 Métodos de Conservacédo da Agua de Coco

Entre os métodos mais comuns para conservacdo de agua de coco encontram-se a
pasteurizacgdo, a esterilizagdo, o resfriamento e o congelamento, porém o desenvolvimento de
técnicas que mantenham as caracteristicas nutricionais e sensoriais na industrializacao da agua
de coco revela grande importancia para garantir o mercado (CARVALHO et al., 2006). Com
o objetivo de reduzir a dependéncia do calor como método de conservagdao, novos processos
tém sido propostos visando manter as caracteristicas proximas as dos alimentos naturais e
vida de prateleira suficiente para distribui¢do e armazenamento doméstico antes do consumo,
como aquecimento dielétrico, processamento com alta pressdo, ultrassom, embalagem em

atmosfera modificada, microfiltracdo, embalagem ativa e ozoénio (FELLOWS, 2006).

3.4.1 Resfriamento

Por definicdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2009), agua de coco resfriada ¢ o “produto envasilhado logo depois de ser extraido e, sem
descontinuidade, submetido a um processo adequado de resfriamento”. Para obtengao de agua
de coco refrigerada, apos as etapas basicas como extragao (manual ou com dispositivos a
vacuo), filtracdo (para remover residuos principalmente provenientes da casca) e pré-
resfriamento (2 temperaturas entre 5 e 10°C), o envase ¢ realizado em garrafas plésticas de
polipropileno ou PET (polietileno tereftalato), seguido da armazenagem sob refrigeracao (4 a
8°C). Nestas condicdes, a vida de prateleira deste produto ¢ de cerca de 3 a 5 dias (CABRAL
et al., 2005).

3.4.2 Congelamento

O congelamento, geralmente realizado em camaras frigorificas a -20/-18°C, por 8 a 12
horas, permite um aumento na vida de prateleira da dgua de coco para 3 a 6 meses, devido a
sua capacidade de reduzir a velocidade das reacdes, retardando a atuacdo de enzimas
naturalmente presentes, e o crescimento de possiveis microrganismos provenientes de

condi¢des inadequadas durante o tratamento. Para garantir maior seguran¢a ao produto, a
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pasteurizagdo tem sido recomendada associada ao congelamento, visto que este apenas retarda
as reacoes (ROSA; ABREU, 2000).

Em estudo realizado por Naozuka (2004) sobre influéncia de processos de
conservagdo na distribuicdo de espécies elementares em dgua de coco, amostras de agua de
coco foram submetidas a congelamento a —30°C, estocadas por 0, 30 e 120 dias; e, para tais
periodos, foram analisadas com rela¢do aos seguintes elementos minerais: Al, Ca, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na e Zn. A autora observou diferencas com relacdo a distribui¢do de todos os
elementos apos 30 e 120 dias de estocagem sob congelamento, com aumento de alguns
elementos (Al, Cu e Fe) e reducdo dos demais. A possivel explicagdo para essas alteracdes foi
atribuida a ruptura das membranas celulares e desnaturacao de proteinas, com exposi¢ao dos
sitios ativos que podem interagir ou liberar elementos minerais (TRESSLER et al., 1968

citado por NAOZUKA, 2004).

3.4.3 Adicao de acido ascorbico

A adicao do acido ascérbico, comum na industria de processamento de frutas, ocorre
com diversos objetivos, entre eles, de restabelecer o valor nutricional perdido durante
processamento ¢ de melhorar a cor e a palatabilidade, por meio da prevencao ou inibigao do
escurecimento provocado pela oxidagao, seja ela provocada ou ndo por enzimas (TORALLES
et al., 2008). O potente efeito antioxidante do acido ascorbico decorre da acdo direta e
competitiva com o oxigénio que seria utilizado para demais reagdes oxidativas, como a
oxidacao enzimatica. O produto formado da oxidagdo do acido L-ascorbico ¢ o acido
dehidroascorbico (ARAUJO, 2006 citado por DAIUTO, 2011), com mecanismo apresentado

esquematicamente na Figura 3.

Figura 3 - Oxidagao do acido ascorbico a 4cido dehidroascorbico.
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Fonte: (FOGACA , 2014)
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O 4acido ascorbico ¢ muito susceptivel a oxidagdo, sendo esta catalisada por ions
metdlicos de transi¢do, como Cu?* e Fe**. O produto da degradacio do 4acido ascorbico, acido
dehidroascorbico (DHAA), apresenta atividade de vitamina C, sendo por isso determinado nas
analises de vitamina C mais gerais, como por titulagdo com 2,6-dicloroindofenol (DCFI). O
DHAA, no entanto, pode ser hidrolisado, ocorrendo formagado de 4cido 2,3 dicetoguldnico;
bem como pode sofrer oxidagdo e polimerizacdo, formando pigmentos escuros

(DAMORADAN et al., 2010).

A importancia da adicdo de acido ascérbico em agua de coco foi comprovada por
Campos (1993), que demonstrou a completa inibicdo das enzimas polifenoloxidase e
peroxidase presentes na agua de coco por meio de adicao de acido ascorbico (20 mg/100 mL),
sem alteracdo da aceitagdo sensorial (CAMPOS, 1993). Segundo a FAO (2000), citado por
Sousa (2006), para evitar o desenvolvimento de coloracdo rosea da dgua de coco submetida ao
processo de ultrafiltracao, recomenda-se a dosagem de 15 mg/100 mL.

Purkayastha et al. (2012) utilizaram o processo de microfiltracdo para agua de coco
associado com a adi¢do de &cido ascorbico e armazenamento a 4°C por 28 dias, e observaram
que as amostras com adi¢ao de acido ascorbico na propor¢ao de 25 mg/100 mL apresentaram
média de notas de 7,20 para a aceitagdo global, determinada por analise sensorial baseada em
escala heddnica de 9 pontos (de “desgostei extremamente” a “gostei extremamente”); a nota
obtida foi inferior a nota atribuida para a agua de coco sem adi¢cdo de acido ascorbico, para a
qual a média foi de 8,80. No entanto, por ndo ter sido observada diferenga estatisticamente
significativa, os autores consideraram que a aceitacdo sensorial ndo foi prejudicada e
mantiveram a dosagem de d4cido ascorbico em 25 mg/100mL, devido aos beneficios
proporcionados como o de ter sido possivel retardar por 21 dias a variacao de cor. Apesar dos
efeitos benéficos com relagdo a variacao de cor, a adicdo de acido ascorbico ndo apresentou
efeito para a estabilidade microbiologica da 4gua de coco.

Em pesquisa realizada por Abreu e Faria (2007), os resultados mostraram que a adigao
de 4cido ascorbico (20 mg/ 100 mL) contribuiu para o maior consumo do oxigénio dissolvido
em agua de coco, prevenindo reagdes oxidativas, inclusive as enzimadticas. Sem adi¢do de
acido ascorbico, a 4gua de coco, mesmo apds ter sido submetida ao tratamento térmico entre
138 e 144 °C por 10 segundos, apresentou coloracdo rosada. Abreu (2005) observou que para
agua de coco tratada em temperaturas de 135 a 144°C por 10 segundos e estocada a

temperatura ambiente durante 120 dias, a amostra na qual a degradacdo de acido ascorbico foi
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mais acentuada (de 130,29 para 1,84 mg de acido ascorbico/100 mL), também houve pequena
reducdo de pH (de 5,05 para 5,03) e aumento de acidez (de 59,86 para 64,66 mg de acido
citrico/100 mL), fendmenos os quais o autor relacionou com a formag¢do dos compostos

acidos (acidos oxalico, tartarico e furdico) resultantes da hidrolise do 4cido dehidroascérbico.

3.4.4 Tratamento térmico

O processamento térmico, um dos métodos de preservacdo mais utilizados devido a
sua capacidade de inativar microrganismos e enzimas (AGUIAR et al., 2012), exerce grande
influéncia sobre as caracteristicas sensoriais €, por essa razao, muito se tem pesquisado sobre
a cinética de inativacdo térmica, tanto enzimatica quanto microbiana, em busca de
determinacdo de niveis de temperatura e tempo que promovam o efeito microbiologico e
bioquimico desejado sem alterar o sabor do produto. O conhecimento das caracteristicas das
enzimas presentes € composicado do produto ¢ necessario para que sejam determinados
parametros adequados de tratamento térmico, evitando o aquecimento excessivo € aumento de
custo de producao (TAN, 2014).

Campos (1993) verificou que o tratamento térmico necessario para inativar as enzimas
presentes na adgua de coco afeta a qualidade sensorial do produto, visto que os valores de
tempo e temperatura encontrados pelo autor, sem comprometer a aceitagao sensorial do sabor,
nao foram suficientes para inibicdo enzimatica; a 90°C, a partir de 130 segundos de
tratamento houve reducdo significativa da aceitagdo sensorial, porém foram necessarios
tempos de 550 e 300 segundos para inativacdo das enzimas polifenoloxidase e peroxidase,
respectivamente, demonstrando a necessidade dos tratamentos auxiliares, como o quimico, a
exemplo da adi¢ao de acido ascorbico. No mesmo trabalho, a combina¢ao de tratamento
térmico (90°C/45 segundos) com adig¢do de acido ascorbico (10 mg/100 mL) e metabissulfito
de potassio (2,5 mg/100 mL) resultou em completa inibicdo enzimdtica de ambas enzimas,
além de haver mantido a aceitacdo sensorial em comparacdo a amostra de dgua de coco ndo
tratada.

Murasaki-Aliberti e colaboradores (2009) avaliaram a cinética de inativagdo térmica
para polifenoloxidase e peroxidase de agua de coco variando a temperatura em trés niveis (75,
80 e 85°C), com oito tempos de retengcdo diferentes (20, 40, 60, 80, 100, 200, 350 e 500
segundos). A 4gua de coco ndo processada apresentou atividade para peroxidase variando de

4,97 107a 2,34 .10° U s mL"! °Brix™! e para polifenoloxidase, de 5,61 .107a 1,32 .10° U s™!
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mL"! °Brix!; com teor de sélidos soltiveis médio de 4,4 +1,2°Brix. Para cada uma das
enzimas estudadas, os autores encontraram duas isoenzimas, sendo uma fragao termossensivel
e outra fragdo termorresistente. Para polifenoloxidase, o tempo de redug¢do decimal a
temperatura de referéncia (Dss,o°c) foi de 6,0 segundos na fracdo termossensivel (88%), com
aumento para 11,32 minutos na fracdo (12%) termorresistente. Os autores (MURASAKI-
ALIBERTI et al., 2009) encontraram menor termorresisténcia para a enzima peroxidase da
agua de coco, para a qual a fracdo termossensivel representou 95% do total da enzima, com
Dss,9°c de 8,6 segundos e a fragdo termorresistente (5%), apresentou Dgeoec de 26,3 minutos.
Diante dos parametros cinéticos obtidos, os autores consideraram que, a 86,9°C e pequeno
tempo de retengdo (maximo 8,6 segundos), foi possivel inibir pelo menos 90% das enzimas
presentes na agua de coco.

Murasaki (2005) estudou o efeito do processamento térmico continuo a 90°C e
diferentes tempos de retencao (80, 120, 180 e 200 segundos) sobre a atividade residual das
enzimas polifenoloxidase e peroxidase de agua de coco, posteriormente estocada em duas
condicdes diferentes, sob refrigeragdao (10°C) e sob congelamento (-30°C). A maxima inibigao
enzimatica observada foi 90 e 97%, respectivamente, para polifenoloxidase e peroxidase, a
90°C/200 segundos. A autora sugere a enzima polifenoloxidase como indicador da eficiéncia
do processamento da agua de coco, pois foram observadas tanto a maior resisténcia ao
processamento térmico quanto a menor estabilidade durante a estocagem sob congelamento.

No estudo de Murasaki (2005), a coloragdo rosada foi observada no 3°dia de
estocagem sob refrigeracdo da dgua de coco processada a 90°C/120 segundos, com atividade
da polifenoloxidase de 74% e da peroxidase de 136%, relativas a atividade inicial. As
amostras de agua de coco submetidas a processamento térmico continuo a 90°C por 200
segundos e estocadas sob refrigeracdo em garrafas ndo completamente cheias, apresentaram
coloragdo rosada a partir do 6° dia de estocagem; enquanto que em garrafas completamente
cheias a coloragdo rosada ndo foi observada até o 22° dia de estocagem.

Ao analisar as diferentes formas de conservagdo de 4gua de coco, sugere-se a
esterilizagdo como a forma mais adequada de processamento para estocagem a temperatura
ambiente, visto que o pH natural possibilita crescimento de esporos bacterianos anaerdbios. O
processo UHT (ultra high temperature), no qual temperaturas na faixa de 140°C sdo
empregadas, em torno de 10 segundos, garante uma condi¢do de esterilidade comercial

(ROSA; ABREU, 2000; ABREU; FARIA, 2007). Por outro lado, deve-se ressaltar que,
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apesar da seguranca microbiologica e extensdo da vida util proporcionadas por processos
térmicos como o de esterilizagdo a ultra alta temperatura (UHT), esses também sao
relacionados a alteragdes indesejaveis em propriedades nutricionais e sensoriais, como cor,
aroma, textura ¢ sabor. Estes efeitos tém atraido a atengdo dos fabricantes para que
mantenham as caracteristicas naturais de produtos como a agua de coco (DAMAR, 2006;
TAN, 2014). Neste contexto, o uso de métodos fisicos, como a aplicagdo da alta pressao,
apresenta grande potencial por atender a busca dos consumidores por produtos tratados em

condi¢des mais brandas (HENDRICKX; KNORR, 2001).

3.5 Alta Pressao

Embora tenha sido inicialmente investigada ha mais de um século, a utilizagdo do
processamento por alta pressdo no processamento de alimentos tem sido observada de forma
mais efetiva nos ultimos anos. Em 1990, inicialmente no Japao, passaram a ser
comercializados produtos processados por alta pressao, tecnologia que se mostrou bem aceita
pelos consumidores, com rapida expansao para Europa e Estados Unidos (LEWARD, 1995;
ROSENTHAL et al., 2014). Em maio de 2001, a Comissao Europeia autorizou o uso de
preparagdes de frutas pasteurizadas por tratamento sob alta pressdo apds a comprovagao por
parte da comissao de que o tratamento ndo trazia efeito negativo a satde da populagdao. A
primeira avaliagdo reportada por tal autoridade concluiu que o tratamento sob alta pressdo
(800 MPa por 6 minutos a 20°C) poderia ser seguramente utilizado, eventualmente
substituindo o processo de pasteurizagdo térmica geralmente empregado (CULLEN et al,
2012). Em 2010, a industria de alimentos reportou uma producao anual de mais de 200.000
toneladas de produtos submetidos a alta pressdo, em que produtos vegetais, sucos e bebidas
somam 45% (ORTEGA-RIVAS, 2012). Na Tabela 3 estdo dispostos alguns exemplos de

alimentos, os paises em que eram produzidos e ano em que foram langados.

Tabela 3 - Exemplos de alimentos processados por alta pressao

Pais Ano Produto
Japao 1993 Vinho de arroz
México 2000 Sucos citricos e smothies
Libano 2001 Sucos de frutas
Republica Tcheca 2004 Sucos de cenoura, maga, brocolis e beterraba
Estados Unidos 2005 Sucos de magd, morango e gengibre
Nova Zelandia 2009 Colostro

Fonte: (TORNELLO, 2011 citado por GUPTA; BALASUBRAMANIAM, 2011).
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Segundo Campos, F. et al. (2003), quando se emprega a tecnologia de alta pressdo,
dois métodos podem ser utilizados: o método continuo (direto), também denominado
homogeneizagdo (HAP-Homogeneizagdo a Alta Pressdo) ¢ o método por batelada,
denominado alta pressdo hidrostatica (APH), no qual um fluido transfere a pressdo ao
alimento previamente acondicionado, preferencialmente utilizando-se agua como meio de
transmissao de pressao.

A utilizagdo do método de alta pressdo hidrostatica concentra a maior parte dos
estudos e possui como grande vantagem o risco minimo de contamina¢ao pds-processamento,
uniformidade de tratamento em todo o alimento e facil limpeza por ndo haver contato direto
entre produto e equipamento. Como principais limitagdes, apresenta a pequena flexibilidade
para escolha da embalagem, que deve ser flexivel ou semi-rigida e, o elevado custo do
equipamento e processamento por batelada (FELLOWS, 2006).

Azeredo (2012) apresenta como uma das limitagdes ao uso de alta pressdo a maior
resisténcia dos esporos (alguns até 1200 MPa), estando o Clostridium botulinum entre os mais
resistentes ¢ pode apresentar ainda a limitacdo da atividade residual de enzimas, que pode
comprometer a qualidade e a vida util. No caso de pressdes que desnaturam proteinas, podem
ocorrer alteragdes desejaveis e/ou indesejaveis na textura em certos niveis de pressao. Essas
limitacdes incorrem na necessidade da utilizagdo de outros métodos combinados com a alta
pressao.

Por outro lado, a temperatura constante, o grau de ordenagdo das moléculas aumenta
com o aumento da pressdo, por esta razao deve-se considerar a possibilidade de reagdes
sinérgicas ou antagdnicas quando o processamento de alimentos combina pressio e
aquecimento, visto que uma vez alcangada, a pressdo desejada pode ser mantida por um longo
periodo de tempo sem necessidade de fornecer qualquer energia adicional (HEREMANS,
1995 citado por GUPTA, BALASUBRAMANIAN; 2011).

Segundo Ortega-Rivas (2012), o processamento sob alta pressdo hidrostéatica pode ser
especificado por trés parametros, temperatura, pressao e tempo de retencdo ou exposi¢do, que
oferecem uma grande variabilidade para o delineamento do processo. A sequéncia da
operacdo de um equipamento de alta pressdo inicia-se com a introducdo do alimento (pré
acondicionado) a ser processado no vaso de pressdo, seguido de pressurizagdo do meio e do

produto até o valor desejado. Apds atingir a pressdo desejada, esta permanece por tempo pré-
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estabelecido, sofrendo, posteriormente, a despressurizagdo, que representa o final do ciclo
(GUPTA, BALASUBRAMANIAN; 2011).

Conforme observado esquematicamente na Figura 4, o processamento tem inicio sob
pressdo atmosférica (Ps), a uma temperatura inicial (Ts) que deve considerar o aumento de
temperatura (Tm) provocado durante o intervalo ou “come-up-time” (ts-t1) de pressurizagao
(Ps-P1). A pressdo de processo ¢ mantida (P1-P2) em temperatura preferencialmente constante
(Tm-T2) durante o tempo pré-estabelecido (ti-t2) ou “holding time”; apds esse periodo ocorre a
despressurizacdo (P»>-Pr) com temperatura final (Pr) inferior a observada durante o
processamento. A despressurizacao (“decompression’) ocorre mais rapidamente (t>-tf) do que
a pressurizacdo. Nos equipamentos comerciais tipicos, geralmente, a pressurizagdo ocorre a
uma taxa de 5 MPa/s e a despressurizagdo/descompressao acontece em torno de 20 MPa/s. A
diferenca entre a temperatura final (Ty) e a inicial (Ts) indica a perda de calor do processo,

considerando o curto intervalo da despressurizagio (BALASUBRAMANIAM et al., 2004).

Figura 4 - Esquema grafico para processamento a alta pressdo, envolvendo as variaveis
pressdo, temperatura e tempo.

Pressure
Temperature

[ | .
I 1 1 > Time

ts |come-up|t, |Holding t2‘ t; X
1 Decompression

Fonte: (BALASUBRAMANIAM et al., 2004).

O tempo de retengdo sob pressdo de um alimento depende do tipo de alimento, da

temperatura utilizada e do objetivo, como inativagdo enzimatica, destruicdo de
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microrganismos e alteracdes na textura. Produtos de frutas como geleias, caldas, sobremesas e
sucos, a 20°C, geralmente sdo processados a pressdes de 120 a 400 MPa, com tempos de
retengdo de 2 (para suco de tangerina por exemplo) a 30 minutos (PALOU et al., 1999). Por
razdes econdmicas ¢ para minimizar os efeitos da temperatura na qualidade dos alimentos, o
tempo recomendado ¢ de até¢ 10 minutos (GUPTA, BALASUBRAMANIAM; 2011).

Segundo Campos, F. et al. (2003), sdo considerados dois principios para o estudo da

alta pressao hidrostatica: principio de Le Chatelier e o principio isostatico.

- principio de Le Chatelier: estabelece que, quando um sistema em estado de equilibrio
dindmico for perturbado por alguma forca externa, ele serd deslocado para uma nova posi¢ao
de equilibrio para minimizar o efeito desta forca. Em se tratando de pressdes elevadas, que
favorecem mudangas que reduzem o volume geral do sistema ou vice versa, estas alteram o
equilibrio das reagdes na dire¢do do menor volume (CHEFTEL, 1995 citado por CAMPOS,
F. et al, 2003; COELHO, 2002; ORTEGA-RIVAS, 2012). No caso de biopolimeros, o
desdobramento de suas cadeias d& origem a um volume livre, o qual espera-se que seja

reduzido com o aumento da pressio (HEREMANS et al., 1999).

— principio isostatico: ha uma distribuicdo uniforme e quase instantdnea da pressao no
material ou produto pré-acondicionado sendo processado. Essa distribui¢ao ou pressurizacao
independe da forma e do volume da amostra, o que ndo ocorre em tratamentos térmicos
(CHEFTEL, 1995 citado por CAMPOS, F. et al., 2003; DARROS-BARBOSA, 2003). Os
efeitos da temperatura ocorrem através de um aumento de energia cinética, que depende da
forma e composi¢ao do produto, bem como através do volume livre; assim, ha mais facilidade
em interpretar os efeitos da pressdo do que os efeitos da temperatura. A energia armazenada
na compressao de uma dada quantidade de 4dgua liquida a 1000 MPa, por exemplo, ¢ muito

menor do que no aquecimento a 100°C (HEREMANS et al., 1999).

H4, ainda, uma terceira consideracdo sobre o processamento em altas pressodes, o
aquecimento causado pela compressdo ou aquecimento adiabatico, efeito explicado pela
Primeira Lei da Termodindmica, que consiste em variacdo de temperatura provocada pelo
aumento da energia interna em um sistema fechado (representado pela camara de
compressao). O aquecimento adiabatico da dgua varia de 2 a 5°C a cada aumento de 100 MPa

na pressdo (HEREMANS et al., 1999). O aquecimento adiabatico ¢ um efeito inevitavel no
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processamento a alta pressdo e, por esse motivo, pode ser utilizado como coadjuvante para
inativacdo enzimatica e para a destrui¢do de microrganismos (BUZRUL et al., 2008).
Segundo Buzrul et al. (2008), para se determinar o aquecimento associado com a
compressdo de uma amostra pré-acondicionada, a medida da temperatura do liquido no
interior da embalagem pode resultar em diferentes valores de aquecimento devido a
compressao da amostra na embalagem e do fluido de transmissao de pressdo, considerando as
diferentes propriedades fisicas dos dois liquidos. Porém, os fluidos alimenticios estudados
pelo autor (suco de laranja e leite) apresentam elevado contetido de 4gua e o comportamento
térmico sob pressdo foi bastante similar ao da &agua, sugerindo que as propriedades
termodinamicas da dgua podem ser usadas com boa aproximag¢ao para se estimar o aumento

de temperatura de alimentos com alto teor de agua.

3.5.1 Efeitos da alta pressdo sobre enzimas

O conhecimento mais aprofundado dos efeitos da alta pressdo nas moléculas de
proteina pode auxiliar a compreensao sobre seus efeitos na inativacdo enzimatica. A estrutura
biologicamente ativa de uma determinada proteina se mantém estdvel em condigdes
especificas de temperatura, pressao e composicao de solvente; fora dessas condi¢des, pode
ocorrer desdobramento ou desnaturacao, que podem, ainda, dar lugar a uma agregacao ou
formacao de gel (HEREMANS et al., 1999).

Da mesma forma que sdo encontrados diversos microrganismos € enzimas
termorresistentes, também existem as barorresistentes (HENDRICKX et al, 1998). Os
estudos sobre enzimas barofilicas aumentaram apds descoberta do vulcao de Galapagos ha
aproximadamente quarenta anos, pois nesse vulcao foram encontrados ecossistemas inteiros
em condi¢des extremas (até 120 MPa, 2 a 100°C, auséncia de luz solar e escassez de
nutrientes organicos). Foram, entdo, possibilitadas descobertas de diversas aplicacdes de alta
pressdo na modificagdo e indugdo de enzimas (ABE; HORIKOSHI, 2001; EISENMENGER;
REYES-DE-CORCUERA, 2009).

Sob alta pressdo, a atividade das enzimas pode sofrer inativagdo ou ativagdo,
dependendo da pressao aplicada e das propriedades dos alimentos. Embora o alto potencial da
tecnologia de alta pressdo tenha sido comprovado no contexto da inativagdo de enzimas em
sucos e purés de frutas, prever ou generalizar o grau de inativagdo de uma enzima ¢ muito

dificil (BERMUDEZ-AGUIRRE; BARBOSA-CANOVAS, 2011). Segundo os autores, nao
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ha uma teoria geral que explique o fendmeno da inativagdo ou ativagdo enzimatica. O que se
sabe € que, com a utilizagdo de alta pressdo, ocorrem modificagdes nas membranas celulares e
na intera¢do enzima-substrato, que podem aumentar a estabilidade das enzimas.

Sob o ponto de vista termodindmico, a pressdo afeta as reacdes catalisadas por
enzimas alterando as constantes de equilibrio e de velocidade (LUDIKHUYZE et al., 2003) e,
na maioria dos casos, o efeito da pressdo nas taxas de reacdo obedece ao principio de Le
Chatelier. A Equagdo 2 descreve o efeito da pressao sobre a constante de velocidade de reagao

(EYRING; MAGEE, 1942 citado por EISENMENGER; REYES-DE-CORCUERA, 2009).

-

AVZ
Inky= ———P+Ink, 2)

onde: ko € a constante de velocidade de reacao na pressao de referéncia (Po); P ¢ a pressao, T,
a temperatura absoluta; R, a constante de gases ideais ¢ AV? é o volume de ativa¢do (que
representa a dependéncia da taxa de reacdo com a pressao) e k ¢ a constante de velocidade de
reacao.

Comparada a catélise quimica, para a reacdo enzimatica ¢ mais dificil fornecer um
significado preciso para o volume de ativagao, pois a pressao influencia diversos fatores que
incluem a conformacdo enzimatica, interagdes enzimaticas (interagdes idnicas, com o0 meio,
com outras proteinas e com a agua). Dependendo da reacdo ou modificacdo conformacional
da enzima (que sdo dependentes da faixa pressdo-temperatura), o AV? pode ser positivo,
negativo ou eventualmente desprezivel (MICHELS; CLARK, 1992 citado por
EISENMENGER; REYES-DE-CORCUERA, 2009).

Proteinas desnaturadas por pressdo e por temperatura apresentam diferengas que nao
se aplicam apenas a conformacdo das cadeias polipeptidicas, mas também as interagdes
intermoleculares; as proteinas desnaturadas por temperatura apresentam extensivas pontes de
hidrogénio, que por sua vez ndo sdo observadas na maioria das proteinas desnaturadas por
pressio (HEREMANS et al, 1999). Considerando a habilidade dos grupos funcionais das
proteinas em interagir com a agua, em um estagio inicial da inativagdo térmica, a proteina
perderia algumas moléculas de 4gua essenciais e passaria por um rearranjo estrutural. Sob alta
pressdo, esse processo seria dificultado por meio do fortalecimento da hidratagdo, que
protegeria a estrutura da proteina, prevenindo a inativagdo (MOZHAEV et al., 1996 citado
por EISENMENGER, REYES-DE-CORCUERA, 2009). Em resumo, conforme exposto por
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Heremans et al. (1999), em altas temperaturas, a pressdo pode estabilizar a proteina contra a
desnaturagdo térmica e, em baixas temperaturas, o aumento da temperatura pode estabilizar a
proteina contra a desnaturagdo causada pela pressao.

O rompimento de membranas ¢ um mecanismo também sugerido para explicar o efeito
da alta pressdo que provoca desnaturacdo de proteinas e destruicdo de microrganismos
(CAMPOS, F. et al., 2003). A aplicagdo da pressdao pode induzir a desnaturacao, reversivel ou
irreversivelmente, com desdobramento parcial ou completo da estrutura nativa da
enzima. Essa a¢do, eventualmente, conduz a alteracdes na atividade enzimadtica, visto que a
especificidade da enzima esta relacionada a estrutura de seu sitio ativo (CHAKRABORTY et
al., 2014).

A alta pressdo causa dissociagdo i0nica das moléculas de 4gua, consequentemente
reduzindo o pH, e sabe-se que este parametro influencia fendmenos como crescimento de
microrganismos, ativacdo enzimatica e gelatinizacdo (CHEFTEL, 1995; HOOVER et al.,
1989, citado por GUPTA, BALASUBRAMANIAM; 2011).

Nao apenas o nivel de pressdo do processamento, mas também o tempo de
pressurizagdo e de processamento podem influenciar a atividade enzimatica, conforme
demonstrado por Chakraborty et al. (2015) em um estudo sobre cinética de inativagdao de
polifenoloxidase e peroxidase em puré de abacaxi, utilizando pressdes de 200 a 600 MPa,
temperaturas de 30 a 70°C e tempos de 1 segundo a 20 minutos. A maxima inibi¢dao térmica
alcancada foi de 51,4% para polifenoloxidase e 53,3% para peroxidase, a 70°C/20 minutos. A
elevacao da pressdao at¢ 600 MPa, a 70°C/20 minutos, reduziu a atividade residual das
enzimas a niveis proximos a 20% e manteve maior estabilidade de flavonoides e do acido
ascorbico. Os autores demonstraram que a estabilidade das enzimas ¢ afetada pela
despressurizagdo e pelo tempo de alcance (CUT, da sigla em inglés ‘“come-up-time”) da
temperatura. Segundo Chakraborty et al. (2015), o aumento no tempo de pressurizagdo
aumenta a extensdo da inativacdo, visto que o tempo de exposicdo da enzima ao estresse
causado ¢ maior. O aquecimento causado pela compressdo auxilia a exposi¢do/abertura da
conformag¢do enzimatica iniciada pela pressdo, o que pode resultar em um efeito sinergistico
de pressdo e temperatura na inativagdo enzimatica.

Em ordem crescente de dificuldade de inativagdo, sdo apresentadas as seguintes
enzimas: lipoxigenase, lactoperoxidase, pectinaesterase, lipase, fosfatase, catalase,

polifenoloxidase e peroxidase (RASTOGI et al, 2007 citado por GUPTA;
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BALASUBRAMANIAM, 2012). Estudos sugerem que, em decorréncia da alta pressdo, a
atividade de enzimas monoméricas (massa molecular entre 13 e 50 kDa) seja estimulada
enquanto para as oligoméricas (80-100 kDa) ha uma inibicio (DAMORADAN et al., 2010;
PENNISTON, 1971 citado por EISENMENGER, REYES-DE-CORCUERA, 2009). As
polifenoloxidases sdo oligoméricas e as peroxidases monoméricas, conforme comprovou o
estudo realizado por Duarte e colaboradores (1999) para determinagdo do peso molecular das
enzimas oxidativas presentes na agua de coco, obtendo o peso molecular de 73,8 kDa para a
polifenoloxidase e, para a peroxidase, o valor estimado foi de 49,2 kDa. O peso molecular da
peroxidase de agua de coco foi também confirmado por Calvette (2007), apds purificacdo e
caracterizacdao da enzima, que apresentou peso molecular entre 41 e 42 kDa.

Porém, hd enzimas diméricas e tetraméricas reportadas como ativadas por pressao
(MORILD, 1981 citado por EISENMENGER, REYES-DE-CORCUERA, 2009), como a
polifenoloxidase de cogumelo reportada em estudo realizado por Gomes; Ledward (1996),
com atividade residual de 140% (em relacdo a amostra ndo tratada), decorrente do tratamento
a 400 MPa por 10 minutos e, mesmo apos 800 MPa por 10 minutos, apresentou 60% de
atividade residual. Essa fraca influéncia da pressao sobre a polifenoloxidase de cogumelo,
com peso molecular de 119,5 kDa, foi recentemente confirmada por Yi et al. (2015), em
estudo com pressdes variando de 100 a 1600 MPa durante um minuto a 20°C, no qual foi
obtida atividade residual proxima a 80% para pressdo de 800 MPa. A menor atividade
residual (0,8%) foi alcancada apds a utilizagdo da maxima pressio (1600 MPa). O
aquecimento adiabatico em pressoes superiores a 1000 MPa foi considerado o principal fator
da inativacao.

Calvette (2007) estudou os efeitos do processamento de dgua de coco a alta pressdo
sobre as enzimas polifenoloxidase e peroxidase, variando a pressao em quatro niveis (0,1;
300; 500 e 800 MPa); a temperatura, em trés niveis (20, 40 e 60°C) e o tempo, também em
trés niveis (30, 60 e 90 minutos). O uso de alta pressdo a temperatura ambiente foi ineficaz
para inativagdo de ambas enzimas. A inativacdo total da peroxidase (POD) ocorreu
submetendo o produto a 800 MPa e 50°C, durante 30 min; e, para polifenoloxidase, as
mesmas condi¢gdes de temperatura e pressao foram aplicadas, porém o tempo necessario foi de

90 minutos para a inativagao total.
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3.5.2 Efeitos da alta pressdo sobre nutrientes e caracteristicas fisico-quimicas

Sanchez-Moreno et al. (2009) destacam haver efeitos positivos de tratamentos sob alta
pressdo para manuten¢ao do contetido de nutrientes, sendo a vitamina C (&cido ascorbico e
dehidroascorbico) frequentemente estudada para avaliar o efeito da alta pressdo sobre
nutrientes. A utilizacdo de pressdes de 400 a 900 MPa em fatias de peras resultou em uma
retencdo maxima de 82% do acido ascorbico presente no ensaio a 900 MPa/20°C/5-10
minutos (QUAGLIA et al., 1996 citado por SANCHEZ-MORENO et al. 2009).

Em tratamento sob alta pressdo (400-600 MPa/l5 min/20°C), a capacidade
antioxidante, o teor de acido ascorbico e de carotenoides em purés de tomate e cenoura foram
mais preservados se comparados ao tratamento térmico (70°C/2 minutos) (PATRAS et al,
2009 citado por GUPTA; BALASUBRAMANIAM, 2011).

Em pesquisa realizada por Keenan et al. (2012) com bebidas do tipo smoothies de
frutas (morango, maca, laranja e banana), foram avaliados dois tratamentos a alta pressao
(450 MPa/5 minutos/20°C e 600 MPa/10 minutos/20°C) e um tratamento térmico (70°C/10
minutos). Os resultados indicaram que o teor de fendlicos totais (mg acido galico/100g) para
os periodos de estocagem de 0,5 a 5 horas foi maior para o tratamento a 450 MPa em
comparacao com os demais tratamentos (amostra controle, amostra processada a 600 MPa e
amostra submetida a tratamento térmico), demonstrando maior degradacao dos compostos
fenolicos em decorréncia do tratamento térmico e da maior pressao. Segundo Dornenburg;
Knorr (1998) citado por Bermudez-Aguirre e Barbosa-Canovas (2011), a alta pressao
promove permeabilizagdo da célula podendo ocasionar em escurecimento enzimatico quando
o estresse promovido na célula for suficiente para liberar compostos fenolicos, os autores
reforcam que a concentracdo de compostos fendlicos apresenta maior influéncia sobre o

escurecimento enzimatico do que a propria concentragdo de enzima polifenoloxidase,

3.5.3 Efeitos da alta pressdo sobre microrganismos

O efeito da alta pressdao sobre os microrganismos ¢ comparavel ao da pasteurizagdo
térmica e ambos sdo capazes de promover maior vida Util aos alimentos quando estes sdo
mantidos sob refrigeracdo (DE HEIJ, 2003).

A capacidade da alta pressio em destruir microrganismos foi inicialmente

demonstrada ha mais de 100 anos; e poucos anos depois a estabilidade microbiologica de
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leite, carne e produtos de frutas foi alcancada por meio da utilizagdo de alta pressao (ROGER,
1895, HITE et al., 1899, 1914 citados por DARROS-BARBOSA, 2003).

Os mecanismos de agdo da alta pressdo na inativacdo de microrganismos sao
classificados em alteragdes nas membranas celulares, em efeitos nos processos bioquimicos e
fisiologicos e em efeitos nos mecanismos genéticos (ORTEGA-RIVAS, 2012).

Estudos demonstraram que a alta pressdo causa alteracdes na permeabilidade da
membrana celular, acompanhadas de uma redu¢do do seu volume interno. Assim, a utilizagao
do processo isostatico promove reducdes de até 6 ciclos logaritmicos, a 410 MPa por 2
minutos, dependendo da natureza do microrganismo, sendo as leveduras particularmente
sensiveis a alta pressao (BIGNON, 1997, citado por CAMPOS, F. et al., 2003).

Para estudar o efeito da alta pressao sobre microrganismos, no trabalho de Fonberg-
Broczek et al (1999) foram inoculadas solucdes salinas tamponadas com diversos
microrganismos, isoladamente, com populagdo inicial de 10° a 107 UFC/ mL. O tratamento a
500 MPa/10 minutos/20°C causou completa redugdo (6 a 7 ciclos logaritmicos) em
Salmonella, Escherichia coli, Proteus mirabilis e Saccharomyces cerevisiae. Para esporos de
Bacillus cereus, foi necessario o aumento de temperatura e pressdao, uma vez que tratamentos
a 800 MPa/10 minutos/20°C e 1000 MPa/10 minutos/20°C somente reduziram a populagdo de
microrganismos em um ciclo logaritmico. A completa redu¢ao da carga microbiana foi
alcangada a 800 MPa/50°C/10 minutos.

Dosualdo (2007) avaliou o efeito do processo de homogeneizagdo a alta pressdo na
reducdo da carga microbiana de 4gua de coco, por meio de inoculagdo de culturas bacterianas
(Lactobacillus fructivorans) até niveis maximos entre 10° e 10'° UFC/mL; e de inoculagio de
leveduras (Saccaromyces cerevisiae) até um nivel entre 107 e 103 UFC/mL; as faixas
estudadas de pH (4,5 a 6,0) e pressdo (100 a 300 MPa) apresentaram, segundo o autor, alta
eficiéncia na eliminagdo de leveduras, com reducdes de mais de 5 ciclos logaritmicos para
leveduras, em pressdes entre 200 e 300 MPa e pH entre 4,5 a 6,0. Para as bactérias, foram
obtidas contagens inferiores a 1 UCF/mL para os tratamentos em pressoes de 250 e 300 MPa,
indicando praticamente total destrui¢ao.

Para investigar o efeito da alta pressdo sobre a flora microbiana natural da polpa de
abacaxi, Marcellini (2006) realizou varios ensaios variando a pressdo (300, 400 e 500 MPa), a
temperatura (25, 30 e 35°C) e o tempo (5, 10 e 15 minutos), nos quais verificou que os

parametros utilizados foram capazes de eliminar os microrganismos deteriorantes a niveis nao
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detectaveis nos maiores tempos, temperatura e pressdao ou aceitaveis em condigdes
intermediarias (300 MPa/25°C/5 min e 300 MPa/35°C/5 min). Nos testes de aceitacdo
realizados, as amostras de suco obtidas a partir da polpa “in natura” e a partir da polpa tratada
por alta pressdo apresentaram média de aceitagdo significativamente (p<0,05) superior as
amostras comerciais e sem diferenca (p>0,05) entre si.

Chen et al. (2015), a partir de um delineamento composto central com trés niveis de
pressao (300, 400 e 500 MPa), temperatura (45, 55 e 65°C) e tempo (10, 15 e 20 minutos),
foram realizados 17 ensaios visando avaliar a melhor condicdo para destruicio do
microrganismo Bacillus subtilis inoculado em suco de meldo, com uma contagem inicial de
1,25 .107 a 2,86 .107 UFC/mL. A melhor condi¢do encontrada de acordo com o modelo de
superficie de resposta foi a reducdo de seis ciclos logaritmicos a 464 MPa/54,61°C/12,8
minutos.

De modo geral, os alimentos acidos (pH<4,5) sdo os mais indicados ao processamento
por alta pressdao devido a inibicao da germinagdo de esporos bacterianos resistentes a alta
pressao (FARR, 1990 citado por CAMPOS, F. et al., 2003). Para processamento de alimentos
fluidos como sucos de frutas e bebidas, geralmente com alta acidez e atividade de agua, a
temperatura ambiente ou sob resfriamento, podem ser aplicadas pressoes entre 400 e 600 MPa
por 10 minutos visando a reducdo da carga microbiana e eliminacdo de microrganismos
patogénicos (CHEFTEL, 1995; HOOVER et al, 1989, citados por GUPTA,
BALASUBRAMANIAM; 2011).

No entanto, segundo Bermudez-Aguirre; Barbosa-Cénovas (2011), um dos maiores
desafios em aplicagdo de alta pressao ¢ a esterilizagao de alimentos de baixa acidez (pH > 4.,5)
por meio da combinagdo entre elevagao da pressao (600-800 MPa) e temperaturas moderadas
(30-90°C), em curtos tempos de processamento (inferiores a 5 min). Esse tipo de
processamento, aprovado pela FDA em 2009 para esterilizagdo comercial, foi denominado
“pressure-assisted thermal sterilization - PATS”, ou “esterilizacdo térmica assistida por

pressdo”.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-prima e Extracéo de Agua de Coco

Cocos (Cocos nucifera L.) da variedade ando verde foram adquiridos em uma
propriedade rural situada em Cedral, regido de Sdo José do Rio Preto, colhidos com 6 a 7
meses, periodo de maturacdo recomendado para obtencdo de agua de coco com maior
rendimento e teor de acticares (ROSA; ABREU, 2000). A colheita dos frutos foi realizada no
dia da aquisicdo dos mesmos, em margo de 2015. A selecao dos frutos foi realizada ainda na
propriedade, enquanto a colheita era acompanhada, selecionando-se os frutos sem injUrias,
livres de manchas escuras e, mantendo-se o pedunculo e o calice floral, estruturas que,
segundo Resende et al. (2002) formam barreira natural contra a entrada de fungos e bactérias.
Outros frutos foram utilizados em estudos preliminares coletados em outras condicdes.

Os frutos foram transportados até a planta piloto do Departamento de Engenharia e
Tecnologia de alimentos do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (Unesp — Sao
José do Rio Preto) e armazenados em camara fria (4 a 8°C) por 24 horas antes da extragao.

A Figura 5 representa o fluxograma com as etapas envolvidas para obtengdo de agua
de coco. As etapas de lavagem, extragdo e filtracdo foram realizadas conforme recomendado
por Rosa e Abreu (2000). A lavagem iniciou-se pela retirada de so6lidos grosseiros em agua
corrente, seguida da imersao dos cocos em agua clorada com concentracao de 100 ppm de
cloro ativo, por 15 minutos, e enxague em agua potavel. Ao final da etapa de lavagem, os
cocos foram deixados em bancada limpa e sanitizada com alcool 70°GL para secar até¢ o
momento da extracao.

Para a extragdo da 4gua de coco, primeiramente o calice floral foi retirado
manualmente, com faca, e os frutos perfurados com o auxilio de um furador manual de ago
inoxidavel, introduzido na parte superior dos frutos. Apds a abertura, o coco foi vertido em
recipiente de aco inox dotado de filtro de nylon (50 um) para remog¢ado de particulas maiores,
eventualmente provenientes da casca. Este recipiente foi mantido em banho de gelo até a
extracdo de todos os frutos e formacao de um lote homogéneo.

O lote homogéneo de agua de coco foi subdividido em trés sub lotes: um lote com
agua de coco sem adi¢do de acido ascorbico, outro lote com adi¢do de 10 mg de éacido
ascorbico/100 mL e um terceiro lote com adi¢do de 20 mg de 4cido ascorbico/100 mL. As
amostras foram identificadas, conforme a quantidade de acido ascorbico (Acido ascorbico L

(+) PA, Dinamica, Diadema, SP) adicionado, envasadas em frascos plasticos, completamente
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cheios, evitando a presenga de ar, tampados, ¢ imediatamente submetidos ao congelamento
em camara a -18°C, na qual permaneceram por 24 horas. As amostras congeladas foram

retiradas dos frascos ¢ embaladas a vacuo, devidamente identificadas para os tratamentos.

Figura 5 - Fluxograma das etapas envolvidas para extragdo e processamento da agua de coco.
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4.2 Ensaio Preliminar - Efeito da Corregdo de pH

Visando determinar a procedéncia ou ndo da correcdo de pH com dacido citrico, foi
realizado um experimento preliminar com o objetivo de avaliar o efeito da correcdo de pH
para o valor maximo de 4,5; tal qual preconizado pela instrugdo normativa n°27 de 2009
(BRASIL 2009), enquanto a instru¢do normativa n° 39, de 2002, estabelecia um minimo de
4,3, porém sem valor maximo, para aguas de coco em geral.

Foram utilizados frutos adquiridos de produtor da regido (conforme item 4.1). Os
procedimentos de extracdo, homogeneizacdo e congelamento foram os mesmos descritos no
item 4.1 (Figura 5), com diferenca apenas para a subdivisio das amostras apos a
homogeneizagdo, em duas porgdes, sem correcdo de pH (também identificada como in
natura) ¢ com correcdo de pH (4,5) com acido citrico. As amostras de agua de coco
formuladas foram analisadas em termos de pH, solidos solaveis (°Brix), acidez titulavel (mg
de 4cido citrico/100mL) e atividade de polifenoloxidase (PFO) e de peroxidase (POD).

Os valores obtidos para pH, acidez tituldvel, teor de solidos soluveis e atividade
enzimatica residual de polifenoloxidase e peroxidase sdo apresentados na Tabela 4. Como era
esperado, os maiores valores de acidez e menores valores de pH foram observados nas
amostras com adicao de acido citrico para a correcdo de pH. Observou-se que a reducao do
pH nao causou inibicdo da atividade enzimatica da peroxidase, e para a polifenoloxidase

apresentou uma pequena reducao com relagdo a atividade da amostra in natura.

Tabela 4 - Parametros fisico-quimicos da dgua de coco do ensaio preliminar.

In natura pH corrigido

pH 5,02+0,01° 4,32 +0,03°

Acidez titulavel (g 4cido citrico/100 mL) 0,09 +£0,02° 0,10 £0,01°
Solidos soluveis (°Brix) 5,08 £0,14* 5,07 £0,11°

PFO (U/ mL) 2,06 +0,16* 1,24 +£0,10P

POD (U/ mL) 19,83 +£1,98* 24,43 +6,87%

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os
tratamentos ao nivel de 5% de significancia (Teste Tukey).

Com base nos resultados obtidos nos experimentos preliminares (Tabela 4), a eventual
corregdo do pH da agua de coco (para 4,5) com acido citrico ndo proporcionou efeitos
significativos quanto a atividade enzimatica. Campos (1993) observou atividade residual de

polifenoloxidase de 82,5% para dgua de coco com pH corrigido para 4,5 e de 91,2% para dgua
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de coco com pH corrigido para 5,0; a atividade residual da peroxidase foi de 82,5% para dgua
de coco com corre¢do do pH para 4,5 e de 91,3% para agua de coco com pH corrigido para

5,0.

Considerando o fraco efeito inibitorio do acido citrico sobre a atividade residual das
enzimas POD e PFO e que a correg¢do de pH esta geralmente associada a adi¢do de agucares
(correcdo do teor de solidos soluveis, conforme Tabela 1) para melhoria da aceitacao
sensorial, optou-se por avaliar somente os efeitos das varidveis pressao, temperatura e adigao

de ascorbico, sem a correcao do pH da agua de coco.

4.3 Tratamentos

As varidveis para os tratamentos propostos foram pressao, temperatura e dosagem de
acido ascorbico, em trés niveis cada. Os niveis de pressdo foram 0,1; 300 e 600 MPa para a
pressao; 10; 45 e 80°C para a temperatura e dosagem de 0; 10 e 20 mg de acido ascorbico/100

mL de dgua de coco.

4.3.1 Alta pressao

O processamento sob alta pressdo foi realizado no Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Unicamp, em equipamento (Figura 6) fabricado pela empresa Avure
Technologies Inc., modelo QFP 2L-700 (Columbus, Ohio, USA), com sistema
computadorizado para programacao e monitoramento do processo (Figura 8). O equipamento
¢ dotado de camara (Figura 7) de 2 litros de volume util, na qual foram inseridas as amostras
previamente acondicionadas (filme plastico sob vacuo) e imersas em 4agua, utilizada como
fluido de transmissdo de pressao. Foram monitoradas a pressdo e a temperatura, medida em
duas posi¢des (uma superior e outra intermediaria) no interior da cadmara, com frequéncia de
leitura a cada minuto.

O tempo sob condigdes de alta pressdao foi fixado em 10 minutos, estabelecido com
base em trabalhos anteriores realizados por Gupta; Balasubramaniam (2011), Keenan et al.
(2012) e Abid et al. (2014). Imediatamente apds o processamento sob alta pressdo, as
amostras foram rapidamente resfriadas em banho de gelo e posteriormente mantidas sob

congelamento (-18°C).



Figura 7 - Detalhe da cadmara de alta pressio aberta com as sondas para medicao
temperatura do fluido de transmissao de pressao.
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Para todos os tratamentos sob pressao foi considerado o aquecimento adiabatico,
buscando-se compensar a variagdo da temperatura devido a este efeito. A temperatura de
inicio de processamento foi calculada de forma que o produto se mantivesse nas condigcdes
pré-estabelecidas de pressdo e temperatura durante o tempo de exposicdo, sem a elevagao da
temperatura acima do valor desejado. Os ensaios nas pressdes mais elevadas precederam
aqueles com menores pressoes, para cada temperatura, considerando o acréscimo de
temperatura devido ao aquecimento adiabatico. A Equagdo 3 foi utilizada para predizer o
efeito do aquecimento adiabatico do liquido sob compressdao, em fungdo da concentracdao de

solidos soluveis e da variagdo de pressao (DARROS-BARBOSA, 2003).

AT = a,(AP)" exp(a,C") 3)

onde:

AT = variagao de temperatura (aquecimento adiabatico) em °C

AP = variacao de pressao (compressdao) em MPa

C = concentragdo em so6lidos soliveis da solucdo (%)

ai, a», as: coeficientes de regressao linear de acordo com a solugdo e temperatura de
referéncia (entrada)

n: 1, 2 ou 3, dependendo do soluto e da temperatura de referéncia.

Para a estimativa do comportamento da agua de coco sob compressao, foram
utilizados os valores de a e n (Tabela 5) para solu¢do de sacarose a 5% (média de s6lidos

soluveis da dgua de coco).

Tabela 5 - Valores dos coeficientes utilizados no calculo de aquecimento adiabatico.

T (°C) ai a a3 n
10 0,01988 1,02791 -4,30 .10 3
20 0,03246 0,97297 -1,83 .10 2
30 0,04743 0,93205 -1,44 .10 2

A Tabela 6 apresenta os resultados calculados para aquecimento adiabatico. Para
temperaturas iniciais de 10 a 30°C utilizou-se a Equagdo 3; acima de 30°C, baseou-se em
graficos apresentados para aquecimento adiabatico para dgua pura (Harvey et al., 1996), a
partir das pressodes aplicadas nos ensaios. As amostras foram condicionadas e as temperaturas
iniciais consideradas para os ensaios, para cada condi¢do de pressdo e temperatura sdo

apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 6 - Previsdo para aumento de temperatura devido ao aquecimento adiabatico.

Temperatura Variagdo de Aumento total Temperatura Taxa de
de referéncia Pressdo  de temperatura final aquecimento
(°O) (MPa) (°0) O (°C/ 100 MPa)
10 300 7,0 17,0 23
600 143 243 24
20 300 8,3 283 2.8
600 164 364 2,7
10 300 9,7 39,7 32
600 184 484 3,1
40 300 10,2 50,2 34
600 204 604 34
50 300 11,1 61,1 3,7
600 22,8 72,8 3.8
60 300 114 714 3.8
600 24,0 84,0 4,0

Tabela 7 - Temperaturas de condicionamento antes do processamento a alta pressao.

Pressdode Temperatura do  Temperatura

Operagdo delineamento inicial determinada

(MPa) °C) °C)
10 0as

300 45 30a35

80 65a70

10 -5a0

600 45 25a30

80 55a 60

4.3.2 Temperatura

A faixa de temperatura do ensaio foi estabelecida de forma a abranger temperaturas da
ordem de refrigeragdo (10°C), com o objetivo de ndo se aproximar da temperatura ambiente,
na qual reagdes enzimaticas e microbiologicas poderiam ocorrer; e também temperaturas
proximas a de pasteuriza¢do, como a temperatura maxima de 80°C, recomendada também
como maxima para o equipamento para os ensaios sob alta pressao.

Além de ndo sobrecarregar o equipamento, a temperatura também foi determinada
baseando-se em estudos anteriores de inativagdo térmica das enzimas polifenoloxidase e
peroxidase da 4gua de coco, nos quais a temperatura de 90°C foi recomendada (CAMPOS,

1993; MURASAKI, 2005). Outros critérios utilizados foram no sentido de se empregar uma
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faixa mais ampla do que 20 a 60°C, utilizada por Calvette (2007) em seu estudo de alta
pressdo isostatica aplicada em agua de coco, e para seguir sugestdo de Dosualdo (2007), no

sentido de combinar alta pressdo e temperaturas mais elevadas.

4.3.3 Acido Ascorbico

A determinagao das faixas utilizadas para dosagem de acido ascorbico se deu a partir
de estudos anteriores que demonstraram a inibi¢do enzimatica por meio de dosagens de 20
mg/100 mL de acido ascorbico (CAMPOS, 1993; ABREU, 2005). Este valor foi

recomendado por Campos et al. (1996) para que ndo haja alteracao na aceitagao sensorial.

4.4 Delineamento Experimental

As Tabelas 8 e 9 apresentam os parametros dos tratamentos utilizados com base em
um delineamento experimental Composto Cubico de Face Centrada com 3 repeticdes do
ponto central (MONTGOMERY,1996). A sequéncia para realizagdo dos tratamentos foi em
ordem crescente de temperatura, devido ao periodo de tempo necessario para o resfriamento
inicial do fluido de transmissdo de pressdo, no caso iniciado pela temperatura mais baixa

(10°C).

Tabela 8 - Faixa dos valores codificados e reais para as variaveis do planejamento

experimental.
Variavel Nivel
Real Codificada -1 0 1
Pressao (MPa) X 0,1 300 600
Temperatura (°C) X 10 45 80

Acido Ascérbico (mg/ 100 mL) X3 0 10 20
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Tabela 9 - Delineamento experimental proposto para processamento de dgua de coco.

. Variaveis Codificadas Variaveis Reais
Sequéncia
Ensaio da Pressao Temperatura Acido Ascorbico
realizagio  * - %% (MPa) ©C) (mg/ 100mL)
1 1° -1 -1 -1 0,1 10 0
2 4° -1 1 -1 0,1 80 0
3 7° 1 -1 -1 600 10 0
4 15° 1 1 -1 600 80 0
5 2° -1 -1 1 0,1 10 20
6 5° -1 1 1 0,1 80 20
7 6° 1 -1 1 600 10 20
8 16° 1 1 1 600 80 20
9 8° 0 -1 0 300 10 10
10 3° -1 0 0 0,1 45 10
11 17° 0 1 0 300 80 10
12 9° 1 0 0 600 45 10
13 14° 0 0 1 300 45 20
14 10° 0 0 -1 300 45 0
15 11° 0 0 0 300 45 10
16 12° 0 0 0 300 45 10
17 13° 0 0 0 300 45 10

4.5 Andlises fisico-quimicas e microbioldgicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata, antes e apds os tratamentos.
As amostras eram descongeladas, homogeneizadas transferidas para um béquer de 100 mL,

sendo mantidas em banho de gelo até o0 momento das andlises.

4.5.1 pH

As medidas de pH foram realizadas diretamente, em medidor de pH de bancada,
modelo TEC-11 (Tecnal, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). O pHmetro foi calibrado com
solucdes-tampdo pH 4,0 e 7,0. As analises foram realizadas de acordo com a metodologia do

Instituto Adolfo Lutz (2008), em temperatura ambiente (25°C).
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4.5.2 Sélidos soluveis

O teor de solidos soluveis foi medido por meio de refratdmetro digital, modelo
HI96801 (HANNA instruments, USA), com compensagdo automatica de temperatura para a
faixa de 10 a 40°C. A calibragdo foi realizada com agua destilada e o resultado da leitura
realizada em temperatura ambiente foi expresso em °Brix a 20°C (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008).

4.5.3 Acidez total titulavel

A acidez titulavel foi determinada por titulagdo de 10 mL de amostra acrescida de 100
mL de agua destilada e indicador fenolftaleina, com NaOH 0,1 N. Apds o aparecimento de
coloragdo rosea persistente por 30 segundos, era realizada a leitura do volume gasto de
NaOH. O calculo foi realizado conforme a Equagdo 4 e o resultado expresso como mg acido

citrico por 100 mL (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

VFMPM

b 100 = mg de acido citrico/ 100 mL 4)
n

onde:

V= volume de hidroxido de sédio gasto na titulagio em mL

M = molaridade da solugdo de hidroxido de sodio (0,1 M)

P = volume de amostra em mL (10 mL)

PM = peso molecular do 4cido correspondente em g (para acido citrico PM = 192 g/ mol)
n = numero de hidrogénios ionizaveis (para acido citrico n = 3)

F = fator de correc¢ao da solugdo de hidroxido de sodio (F = 1,00267)

4.5.4 Acido Ascérbico

O teor de acido ascorbico foi determinado com dois objetivos, para caracterizagdo da
agua de coco a ser processada e para verificagdo da degradagdo do 4cido ascorbico durante o
processo. A determinagdo foi realizada pelo método titulométrico (AOAC, 1997) que se
baseia na redugdo de 2,6-diclorofenolindofenol-sddio (DCFI) pelo acido ascérbico. O DCFI
em meio basico ou neutro € azul, em meio acido € rosa e sua forma reduzida é incolor. O
ponto final de titulagdo ¢ detectado pela viragem da solug¢do, de incolor para rosa, quando a
primeira gota de solucdo do DCFI ¢ introduzida no sistema, com todo acido ascérbico ja
consumido. As etapas para a analise do 4cido ascoérbico foram realizadas com base na

metodologia n°22 descrita pelo MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
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(BRASIL, 2005), conforme a sequéncia abaixo, com célculo do teor de 4cido ascorbico (AA)
conforme a Equagao 5.
5n'

AA = ey 100 =mg de acido ascoérbico por100 mL de amostra &)
n

onde:

AA = Teor de 4cido ascorbico em mg/ 100 mL

n’ = Volume de DCFI gastos na titulacdo da amostra (mL)
n = Volume de DCFI gastos na padronizag¢dao (mL)

P = Volume de amostra utilizado (20 mL)

A Equagao 6 foi utilizada para determinar o teor de acido ascoérbico residual apds cada

tratamento, com base no teor de acido ascorbico inicial, e, expresso em porcentagem.

A‘qrasiduﬁl _..51}1
o

onde:

AA = Teor de 4cido ascorbico apds tratamento (mg/100 mL)

AAo = Teor de acido ascorbico da amostra inicial (mg/100 mL), em funcdo do nivel da
dosagem de 4cido ascorbico do ensaio, sendo AAo (0 mg/100 mL) = 2,65 +0,54; AAo (10
mg/100 mL) = 10,04 +0,80 e, AAo (20 mg/100 mL) = 21,97 +1,07.

4.5.5 Cor instrumental

A determinagdo da cor foi realizada em colorimetro Hunter Lab, modelo CX 2318
(Hunter Lab, Virginia, EUA), com angulo de observacdo de 10° e iluminante D 65. Foram
medidos os pardmetros L*, que representa a claridade numa escala de 0 (preto) a 100 (branco);
a" que representa a escala de tonalidades de vermelho (+) a verde (-), e, b" de amarelo (+) a
azul (-). Os parAmetros L", a” e b" foram medidos por meio da técnica estabelecida pela CIE
(Comission Internationale de I’Eclairage) na qual um perfil cromético do material analisado
pode ser obtido a partir dos estimulos causados pelas trés cores primarias (azul, vermelho e
amarelo). A partir das leituras de L*, a” e b” foram calculados a varia¢ido global de cor (AE),
conforme Equacao 7.

Para a determinagdo, aproximadamente 20 mL de amostra foram adicionados ao copo
transparente de 2,5 polegadas de diametro, com disco de cerdmica fixado em anel de
borracha, de forma que o liquido (4gua de coco) estivesse totalmente coberto. Utilizou-se

tampa preta para cobrir o copo contendo a amostra. Foram utilizados padrdes de cor preto e



55

. ~ e e A . * * * e
branco para calibragdo. Como valores iniciais de referéncia (L, ; a, ; b, ) foram utilizadas as

médias dos parametros da amostra inicial de referéncia (controle).

AE =LY +(aa” ) +(a0") )

AL = (L* -L )= (L" amostra — L inicial de referéncia)
Aa” = (a* —a, ): (a” amostra — a” inicial de referéncia)

Ab" = (b* —b, )= (b" amostra — b" inicial de referéncia)

4.5.6 Atividade das enzimas polifenoloxidase e peroxidase

A determinacdo da atividade das enzimas polifenoloxidase (PFO) e peroxidase (POD)
seguiu metodologia proposta por Campos (1996), modificada por Abreu e Faria (2007) e, com
adaptacdes para a presente pesquisa. Para andlise das amostras de agua de coco recém-
extraidas, essas foram mantidas refrigeradas (4-6°C) at¢é o momento de realizacdo das
analises. As amostras de agua de coco apoOs os tratamentos foram mantidas a -18°C,
descongeladas e mantidas em banho de gelo até o momento da andlise. As leituras de
absorbancia foram realizadas em espectrofotometro dotado de um controlador de temperatura

Peltier (Figura 9), modelo UV mini 1240 (Shimadzu, Quioto, Japao).

Figura 9 - Espectrofotdometro acoplado ao Peltier

A temperatura e o pH 6timos foram baseados no trabalho realizado por Campos
(1993), sendo temperatura de 25°C e pH 6,0 para polifenoloxidase; e temperatura de 35°C e
pH 5,5 para peroxidase.

Para a determinagdo da atividade da polifenoloxidase, em uma cubeta de 5 mL foram

adicionados 2,3 mL de solu¢do tampao fosfato (0,2 M) com pH 6,0 e termostatizada em
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banho a 25°C. Em seguida, foi adicionado 1 mL da amostra de 4gua de coco e 0,7 mL de
solugdo catecol (0,2 M). Em seguida, a cubeta foi colocada no espectrofotometro acoplado a
um controlador de temperatura Peltier para estabilizagdo da temperatura a 25°C. As leituras
de absorbancia foram realizadas em comprimento de onda de 425 nm a cada minuto durante
10 minutos.

Para andlise da atividade da peroxidase, adicionou-se 2,3 mL de solucdo tampao
fosfato (0,2 M) com pH 5,5 a uma cubeta de 5 mL submetida ao banho termostatizado em
35°C. Em seguida, foram adicionados a cubeta 1 mL de amostra de agua de coco, 0,5 mL de
solu¢do alcoodlica de guaiacol 0,5% e 0,2 mL de perdxido de hidrogénio 0,1%. A cubeta foi
colocada no espectrofotdmetro, com controlador de temperatura Peltier para estabiliza¢ao da
temperatura a 35°C, com as leituras realizadas a 470 nm a cada minuto durante 10 minutos.

Em ambos os casos, o branco consistiu na substituicdo da dgua de coco pelo mesmo
volume em agua destilada, com leitura da absorbancia no tempo zero e aos 10 minutos.

Foram preparadas no dia da andlise as solucdes de catecol (Pirocatecol PA 99%,
Vetec, Duque de Caxias, RJ) 0,2 M, guaiacol (Guaiacol puro, Dindmica, Diadema, SP) 0,5%
e peroxido de hidrogénio (Perdxido de hidrogénio 35%-130 vol PA) 0,1%, considerando
possivel degradagdo com o tempo. Precaucdes foram tomadas durante a analise, como manter
estes substratos sob refrigeracao e protegé-los da exposicao a luz.

A principal modificagao com relagao a metodologia utilizada por Abreu e Faria (2007)
consistiu na utilizacdo do controlador de temperatura Peltier, que possibilitou a leitura da
absorbancia a cada minuto, mantendo a amostra na temperatura desejada na camara de leitura
do espectrofotometro, sem necessidade de retornar a amostra ao banho termostatico entre as
leituras. Como a solu¢do tampdo possui maior volume de reacdo, esta foi colocada
primeiramente no banho termostatico para que a 4gua de coco permanecesse 0 menor tempo
possivel na temperatura 6tima (25°C para PFO e 35°C para POD) antes da adicdo dos demais
reagentes, considerando que a agua de coco naturalmente contém compostos fendlicos, os
quais podem ser utilizados como substratos pelas enzimas presentes (KWIATKOWSKI,
2011).

A atividade enzimatica foi expressa em [Unidade mL™], sendo uma Unidade a
atividade equivalente a quantidade de enzima capaz de proporcionar o aumento de 0,001 na

absorbancia por minuto por mL de amostra, calculada conforme a Equagao 8:
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( amostra - amastra) - (AFb

(0,001)(¢)

Atividade enzimatica =

ranco Albranco) (8)

onde:

AF.... = absorbancia final da amostra (10 minutos).
AlL...= absorbancia inicial da amostra (0 minuto).
AF...= absorbancia do branco aos (10 minutos).
Al..= absorbancia inicial do branco (0 minuto).

t = tempo total = 10 minutos.

A atividade relativa ou residual foi definida como a atividade enzimatica da amostra
apds o tratamento, dividida pela atividade da dgua de coco ndo processada, como mostra a

Equagdo 9, baseada nas pesquisas de Dosualdo (2007), Calvette (2007) e Abid (2014).

% AE="E 100 )

inicial

onde:

%AE: Atividade residual da enzima (%).

AEiniciai: Atividade enzimatica antes do tratamento.
AEsnai: Atividade enzimatica apos o tratamento.

4.5.7 Microbioldgicas

Conforme recomendado pelo Ministério da Agricultura, Pecuédria e Abastecimento
(BRASIL, 2009), as analises microbioldgicas para a agua de coco envolvem a contagem de
bolores e leveduras, coliformes termotolerantes ou Escherichia coli e Salmonella sp. As
analises foram realizadas por métodos rapidos, em duplicata, utilizando placas prontas,
Compact Dry (Verus Madasa, Sao Paulo, SP), nas amostras antes e apds os tratamentos.

Para a contagem de Escherichia coli utilizou-se as placas EC. Inoculou-se 1 mL da
amostra diretamente na placa, sem diluicdo. As placas foram incubadas em posicao invertida,
em estufa termostatizada a 45°C, para avaliar a presenca de coliformes termotolerantes
(COMPACT, 2009).

A andlise de Salmonella sp. foi realizada em duas etapas. Primeiramente, realizou-se o
pré-enriquecimento da amostra com Agua Peptonada Tamponada (BWP), na proporgdo de 25
mL de amostra em 225 mL de caldo de pré-enriquecimento. A amostra enriquecida foi
incubada a 37°C por 24 horas. A inoculacdo em placa com o meio especifico seguiu duas

etapas, conforme recomendado pelo fabricante, inoculando-se 0,1 mL de amostra pré-
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enriquecida & 1 cm da borda da placa e em seguida 1 mL de agua estéril na regido oposta a
regido em que a amostra foi aplicada. As placas foram incubadas a 42°C por 24 horas, em
posicdo invertida, em estufa termostatizada (COMPACT, 2009).

Para andlise de bolores e leveduras, inoculou-se 1 mL de amostra em placa com meio
de cultura especifico (YM, Compact, 2009) e estas foram incubadas em posi¢do normal, a

30°C, por trés dias.

4.6 Analises Estatisticas

Para a andlise estatistica foi utilizado o software Statistica versao 7.0 (StatSoft Inc.,
Oklahoma, EUA) para determinar os efeitos significativos ao nivel de confianga de 95% e as

o ajuste das respostas dos efeitos ao modelo proposto (Equagao 10).

Para avaliar o ajuste do modelo foi realizada andlise de variancia (ANOVA) e
determinados os coeficientes de regressdo, sendo o modelo considerado adequado, para
descrever as respostas estudadas, se a falta de ajuste ndo fosse significativa (p>0,05). A
Equacgao 10 representa a regressao multipla que descreve os efeitos lineares, quadraticos e as
interagdes consideradas para avaliar a influéncia das varidveis independentes sobre a variavel
dependente (resposta), expressa pela cor instrumental, atividade enzimatica (para a

peroxidade e para a polifenoloxidase) e teor de acido ascorbico.

v = fo + F(P) + Bo(T) + Ba(AA) + B13 (P?) + S0 (T?) + fa3(4AA7)

+ Brz (PYT) + Bus (P (AA)+ Bas (TI(AA) + & (10)

onde:

y = resposta: cor instrumental, atividade enzimdtica, 4cido ascorbico residual
P = Pressao (0,1 a 600 MPa)

T = Temperatura (10 a 80°C)

AA = Dosagem de 4cido ascorbico (0 a 20 mg/100 mL)

B = coeficientes da regressao de ajuste do modelo

€ = erro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Condigdes Operacionais Obtidas para 0s Ensaios em Alta Pressio

As Figuras 10 e 11 apresentam os perfis, respectivamente, de pressao (300 e 600 MPa)
e de temperatura (10°C, 45°C e 80°C) em fung¢do do tempo. Observou-se excelente
estabilidade da pressdo de operagdo durante o periodo de exposi¢do a pressao desejada, em
todos os ensaios. O tempo médio para pressurizagdo foi de 1,32 minutos para os ensaios a 300
MPa e 2,37 minutos para os ensaios a 600 MPa. O maior tempo para pressurizagdo ocorreu
para o ensaio a 600 MPa/80°C (2,78 min) e o menor para 300 MPa/ 45°C (1,15 min). De
modo geral, o tempo total médio do processo (incluindo pressurizacdo e descompressao) foi

de 11,5 minutos para 300 MPa e 12,5 min a 600 MPa.

Figura 10 — Perfil de pressao em fungao do tempo para os tratamentos sob alta pressao.
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Figura 11 - Perfil de temperatura em funcdo do tempo de processo, para os tratamentos sob
alta pressao.
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As variaveis pressao e temperatura de processo foram coletadas e registradas em
funcdo do tempo para todos os ensaios realizados para permitir o monitoramento das
condicdes dos ensaios ¢ também permitir calcular as taxas de pressurizacdo ¢ de
descompressao e a taxa de aquecimento adiabatico. Em trabalho dos efeitos da alta pressao
combinada com temperatura sobre a estabilidade das enzimas peroxidade e polifenoloxidase
em polpa de abacaxi, Chakraborty et al., (2015) obtiveram resultados interessantes sobre a
perda de estabilidade destas enzimas em funcdo do periodo de pressurizagdo e também pelo
efeito do aquecimento adiabatico, dados que podem auxiliar na interpretagdo dos efeitos
observados sobre a inibi¢do enzimatica no presente estudo, analisada ao final deste capitulo.

A Tabela 10 apresenta as médias dos tempos e das taxas para pressurizacdo e
descompressao, além das taxas de aquecimento, considerando os ensaios realizados sob alta
pressdo, nos trés niveis de temperatura do delineamento. No presente estudo, a média para a
taxa de aquecimento adiabético foi de 2,8 +1,2°C/100 MPa, valor compreendido entre as

taxas de aquecimento estimadas. A temperatura média durante o processamento por altas
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pressdes também se manteve proxima aos valores estimados (Tabelas 6 e 7), entretanto
observou-se que a 600 MPa as temperaturas iniciais para os ensaios a 10 ¢ a 80°C foram

relativamente maiores do que as calculadas.

Tabela 10 - Resumo das condigdes operacionais do processo sob alta pressdo, em funcdo da
temperatura e do tempo.

P T AA g TP TD TA

Ordem EBSA0-\1pa) (°C) (mg/100mL) (min) (miny (MPa/imin) (MPa/min) (°C/100 MPa)

1 7 600 10 20 2,20 0,22 272,73  2769,23 2,05
2 3 600 10 0 2,30 0,18 260,87 327273 1,70
3 9 300 10 10 1,60 0,15 187,50  2000,00 0,58
4 12 600 45 10 1,80 0,22 333,33  2769,23 3,64
5 14 300 45 0 1,20 0,20 250,00  1500,00 2,80
6 15 300 45 10 1,20 0,17 250,00  1800,00 2,67
7 16 300 45 10 1,20 0,17 250,00  1800,00 2,73
8 17 300 45 10 1,27 0,15 236,84  2000,00 2,73
9 13 300 45 20 1,27 0,15 236,84  2000,00 2,73
10 4 600 80 0 2,78 0,22 215,59  2769,23 3,91
11 8 600 80 20 2,78 0,22 215,59  2769,23 3,91
12 11 300 80 10 1,38 0,20 216,92  1538,46 3,60

Notas: P = Pressao do delineamento; T = Temperatura do delineamento; AA = dosagem de
acido ascorbico; t, = tempo de pressurizacdo; tq = tempo de descompressdo; TP = taxa de
pressurizacdo; TD = taxa de descompressdao TA = Taxa de aquecimento adiabatico devido a
compressao.

A taxa de compressdo variou entre 3,8 MPa.s! ¢ 4,4 MPa.s™', respectivamente, para os
ensaios a 300 e 600 MPa; para os quais, as menores pressdes observadas foram de 297,2 MPa
e 596,6 MPa; e¢ as maiores pressoes foram de 301,4 MPa e 600,7 MPa, comprovando a
excelente estabilidade (Figura 10). Bisconsin Junior (2013) obteve taxa de compressao de 7,0
MPa.s"! e tempo de descompressio inferior a 10 segundos em estudo de tratamento de suco de
laranja sob alta pressdo. A taxa de pressurizagdo apresentada por Chakraborty et al. (2015) foi
de 5,0 MPa.s! e a descompressdo ocorreu em 10 segundos, valores proximos aos obtidos no
presente estudo, embora os autores tenham utilizado modelos diferentes de equipamentos.

Nos ensaios conduzidos a temperatura de 10°C, as amostras foram inseridas em
temperaturas proximas ao ponto de congelamento na camara de compressdo, para compensar
0 aquecimento adiabatico, e apds atingir a pressdo desejada (600 MPa) foi observada uma

leve reducdo da temperatura ao longo do processo (Figura 11), efeito atribuido a troca térmica
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entre a dgua de coco e o fluido de transmissdo de pressao. Apos a descompressdo, o liquido
retorna ao seu estado fisico e temperatura inicial, como observado no presente estudo, no qual
as amostras de agua de coco estavam congeladas no momento de sua retirada da camara de

compressao.

Foram observadas maiores taxas de aquecimento adiabatico devido a compressdo para
0s ensaios em maiores temperaturas, com a menor taxa de aquecimento (0,8°C/100 MPa) para
o ensaio na temperatura de 10°C, enquanto que a maior taxa de aquecimento (3,9°C/100 MPa)
ocorreu no ensaio a maior temperatura (80°C). A taxa de aquecimento adiabatico devido a
compressao (2,8°C/100 MPa) da pressdao atmosférica at¢ 300 MPa, a uma taxa de
pressurizacdo de 260,8 MPa/minuto e temperatura inicial de 36°C, foi bastante proéxima a
obtida por Buzrul et al. (2008), que obtiveram 3,2 °C/100 MPa, para agua inicialmente a
35°C, com taxa de compressao de 200 MPa/min para a mesma pressurizagao (0,1 a 300 MPa).

Bisconsin Junior (2013) obteve um aumento de 2,8 a 3,5 °C/100 MPa, para suco de
laranja, em um delineamento experimental envolvendo pressdes de 100 a 600 MPa e
temperaturas entre 30 e 60°C, valores proximos aos obtidos na presente pesquisa,
considerando as diferentes temperaturas dos ensaios. No presente estudo, foi observado que
quanto maior a temperatura inicial, maior a taxa de elevacdo da temperatura a cada 100 MPa,
conforme observado também por Buzrul et al. (2008), para temperaturas iniciais de 5 a 35°C,
em um amplo estudo realizado para determinagdo das taxas de compressao e de aquecimento

adiabatico.

5.2 Resultados das Analises Microbioldgicas

A Tabela 11 apresenta os resultados das andlises microbiologicas para Sal/monella sp.,
coliformes termotolerantes e bolores e leveduras, em funcdo dos ensaios e das amostras
iniciais ndo tratadas. Nao foi observada a presenca de Salmonella sp. e coliformes
termotolerantes e, mesmo apods nao terem sido detectados na agua de coco in natura, foram
realizadas as andlises para todos os ensaios, a fim de confirmar a inocuidade das amostras de
agua de coco tratadas com relacdo a estes microrganismos.

Rios e Sobrinho (2012) em pesquisa experimental com dgua de coco, indicaram que
em havendo controle de higienizagdo dos frutos e das superficies que entram em contato com
0 coco, pode-se diminuir consideravelmente o indice de contaminag¢do de cocos armazenados
por cinco dias. Os resultados obtidos no presente estudo confirmaram essas indicagdes,

considerando que o periodo de armazenamento (24 horas) dos cocos sob refrigeracdo
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associado a higienizacdo dos frutos e dos utensilios permitiram que ndo fosse detectada a
presenca de coliformes ou Salmonella na d4gua de coco recém extraida e, consequentemente,
na agua de coco tratada, considerando que nao houve manipulac¢ao posterior a extragao.

A andlise de bolores e leveduras foi importante, primeiramente, para avaliar o efeito
da alta pressdo, mas também por ndo ter sido considerada em estudos anteriores com agua de
coco, para os quais (AMARAL et al.,, 2012; PURKAYASTHA et al., 2014) foi considerada
somente a detec¢ao e contagem de coliformes. Purkayastha e colaboradores (2014) avaliaram
a presenca de coliformes em agua de coco apos tratamento por microfiltracao, para a qual os
autores observaram crescimento exponencial para coliformes totais durante os 21 dias de
estocagem sob refrigeragdao e, auséncia de coliformes fecais durante todo o periodo de
estocagem.

Os resultados obtidos no presente estudo para bolores e leveduras, superiores a 20
UFC/mL, demonstraram contaminagdo inicial superior a apresentada por Sousa (2006), que
obteve 12,0 UFC/mL como contagem inicial, valor proximo ao apresentado por Costa e
colaboradores (2005) em agua de coco conservada por diferentes métodos (resfriamento,
congelamento e tratamento térmico). Esses autores obtiveram valores inferiores aos maximos
estabelecidos na legislacdo vigente, tanto para bolores e leveduras quanto para aerdbios
mesofilos, neste caso com contagens inferiores a 10 UFC/mL e contagens de coliformes
termotolerantes inferiores a 0,3 NMP/mL, além da auséncia de Salmonella sp.

Dosualdo (2007) observou que a carga microbiana da levedura Saccaromyces
cerevisiae inoculada (4,4 .10° UFC/mL) em 4gua de coco foi completamente eliminada em
pressdes de 250 a 300 MPa, com temperatura inicial de 10°C, em experimentos conduzidos
em equipamento de homogeneizacdo a alta pressdo.

Os resultados para bolores e leveduras (Tabela 11) para 4gua de coco in natura
indicam que a mesma se apresentava inadequada para comercializagdo e consumo, conforme
a legislagdo vigente (BRASIL, 2009), que estabelece o maximo aceitavel de 20 UFC/ mL.
Ademais, a adicao de acido ascorbico niao reduziu a contaminagdo, conforme resultados da
andlise estatistica (ANOVA), com valores p de 0,70. Entretanto, apds os tratamentos, somente
em dois dos dezessete ensaios foi observada a presenca de bolores e leveduras, ambos a
pressdo atmosférica (0,1 MPa) e temperatura de 10°C, com contagens microbiologicas de 26
+4,24 e de 9,19 +£0,30 UFC/mL, respectivamente, em amostras com dosagens de acido
ascorbico de 0 (Ensaio 1) e de 20 mg /100 mL (Ensaio 5).
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Os resultados indicaram a baixa sensibilidade térmica dos bolores e leveduras. Embora
ndo resistam a temperatura de 45°C, a influéncia da utilizagdo da alta pressdo sobre os
mesmos pode ser confirmada pelos ensaios a 10°C, nos quais, a pressdo atmosférica, houve
crescimento, enquanto que nos tratamentos a 300 e 600 MPa nenhuma colonia foi detectada.
Ademais, para a realiza¢do do ensaios a 600 MPa/45°C (Ensaio 12), o produto foi submetido

a temperaturas proximas a do ambiente e, mesmo assim, nao foi observado crescimento.

Tabela 11 - Contagem de Salmonella sp., Coliformes termotolerantes e Bolores e Leveduras
em agua de coco para os diferentes tratamentos e amostras nao tratadas.

Colift Bol
Salmonella sp. olrormes olores ¢

(Ausente em 25 mL) Termotolerantes  Leveduras

(UFC/mL)  (UFC/mL)

Amostra iicial

0 mg 4cido ascérbico/100 mL Ausente n.d 23,5 £10,61

10 mg 4cido ascorbico/100 mL Ausente nd 12,73 +0,40

20 mg 4cido ascorbico/100 mL Ausente n.d 27,00 £0,05

Ensaios
Ensaio Pressdo Temperatura AA Salmonella sp. Tegr?gtfglr;?;ztes ]i (i}:i?lsr:s
(MPa) (°0) (mg/ 100mL) (Ausente em 25 mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
1 0,1 10 0 Ausente n.d 26 +4,24

2 0,1 80 0 Ausente n.d n.d
3 600 10 0 Ausente n.d n.d
4 600 80 0 Ausente n.d n.d

5 0,1 10 20 Ausente n.d 30,50 £9,19
6 0,1 80 20 Ausente n.d n.d
7 600 10 20 Ausente n.d n.d
8 600 80 20 Ausente n.d n.d
9 300 10 10 Ausente n.d n.d
10 0,1 45 10 Ausente n.d n.d
11 300 80 10 Ausente n.d n.d
12 600 45 10 Ausente n.d n.d
13 300 45 20 Ausente n.d n.d
14 300 45 0 Ausente n.d n.d
15 300 45 10 Ausente n.d n.d
16 300 45 10 Ausente n.d n.d
17 300 45 10 Ausente n.d n.d

n.d: nao detectados

Embora a 4agua de coco apresente condigdes favoraveis ao desenvolvimento de
microrganismos, como alta atividade de dgua e presenga de nutrientes, no presente estudo foi

observado que com as devidas precaucdes higi€nico-sanitarias, como cuidados com higiene
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pessoal e manutencao da dgua de coco em baixa temperatura durante a extragdo, foi possivel
evitar a contaminacao de Salmonela sp. e coliformes termotolerantes, considerando ainda que
as enzimas apresentam maior resisténcia térmica para serem inativadas do que as células

vegetativas dos microrganismos investigados (HENDRICKX et al., 1998; FONTAN, 2012).

5.3 Resultados para Sélidos Soluveis, pH e Acidez Titulavel

A 4gua de coco recém extraida e sem a adi¢do de 4cido ascorbico apresentou pH 5,37
+0,03; acidez titulavel de 39,86 £2,82 mg acido citrico/100 mL e teor de s6lidos soliveis de
5,33 £0,06°Brix. A Tabela 12 apresenta os valores médios e o desvio padrao para pH, acidez
titulavel e solidos soltiveis da dgua de coco processada. A boa homogeneidade dos resultados
para os 17 ensaios realizados foi confirmada pelos baixos coeficientes de variagcdao (1,02%
para pH, 10,20% para acidez titulavel e 3,76% para so6lidos soluveis).

Para todos os ensaios realizados o pH manteve-se entre 5,33 e 5,42 nas amostras sem
adicao de acido ascorbico, sendo observada discreta redugdo do pH para as dosagens de acido
ascorbico de 10 e de 20 mg/100 mL, com variagao de pH entre 5,23 e 5,32. Tal qual esperado,
os cfeitos da adicdo do 4cido ascorbico foram mais relacionados com sua atividade
antioxidante ¢ nao como redutor de pH, por ser um dacido fraco, possuindo apenas um
hidrogénio ionizavel. Resultados semelhantes relacionados a discreta influéncia do &cido
ascorbico sobre o pH foram obtidos por Sousa (2006) em seu estudo com agua de coco
ultrafiltrada, no qual para as amostras in natura sem adigdo de acido ascoérbico o pH foi de
5,00 e as amostras com adi¢do de 20 mg de acido ascorbico/100 mL apresentaram pH 4,87.
Purkayastha e colaboradores (2012), em estudo com dgua de coco submetida a microfiltragado,
também ndo observaram redugdo significativa para o pH da 4gua de coco, inicialmente de
4,91 +0,09, e, reduzido para 4,84 +0,03 apds a adi¢dao de acido ascorbico na proporgao de 25
mg/100 mL, redugdo ndo significativa ao nivel de 5%, conforme demonstrado pelos autores.

Magalhdes e colaboradores (2005) trabalharam com frutos colhidos com
aproximadamente 7 meses, para os quais foram encontrados valores de pH (5,00) e teor de
solidos soluveis (4,78 °Brix) comparaveis aos obtidos no presente estudo para a dgua de coco
in natura (0 mg de acido ascorbico/100 mL). Tan et al. (2014) avaliaram propriedades de
agua de coco em funcdo do estddio de maturacdo em cocos colhidos entre 5 e 6 meses; 8 e 9
meses e com mais de 12 meses, tendo obtido valores médios de pH de 4,78 para 5 e 6 meses,
5,34 para 8 e 9 meses e 5,71 para mais de 12 meses; para solidos soliveis em fun¢do do

estadio de maturag¢do obtiveram, respectivamente, 5,6; 6,15 e 4,85°Brix. Kwiatkowski (2011),
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para 4dgua de coco de frutos colhidos no verdo com 7 meses de maturagdo, obteve pH de 5,23;
acidez titulavel de 78 mg 4cido citrico/100 mL e sélidos soluveis de 6,86°Brix. Considerando
que no presente estudo, os frutos apresentavam entre 6 ¢ 7 meses de maturagdo, os valores
para pH foram proximos e, para solidos soluveis, inferiores aos trabalhos de Tan et al. (2014)
e Kwiatkowski (2011). As comparagdes entre os estudos demonstraram que ha um padrio
médio para o pH, em torno de 5,0, sendo esta uma das peculiaridades da dgua de coco em
relacdo ao produtos derivados de frutas, a exemplo do suco de maga (ABID, 2014) e do puré
de abacaxi (CHAKRABORTY, 2015) para os quais o pH obtido, respectivamente, foi de 3,77
e 3,48, bastante inferiores ao da agua de coco. Considerando o alto pH da dgua de coco, foram
observados nos ensaios 4 e 14 valores limites para classificar a agua de coco como
esterilizada (Tabela 1), sendo ambos ensaios sem adi¢do de &cido ascorbico, demonstrando
que, mesmo para a esterilizacdo, € necessaria a utilizagdo de acidulante ou até mesmo de

acidos mais fracos, como o acido ascorbico, que promove discreta redugao no pH.

Tabela 12 — Resultados de pH, acidez titulavel e s6lidos soliveis para os tratamentos.

Ensaio Pressdo  Temperatura AA pH ’A'cidez’ T.itulével Solidos S.oh'lveis
(MPa) (°O) (mg/100 mL) (mg acido citrico/100 mL) (°Brix)
1 0,1 10 0 5,34 +0,02 43,01 2,31 5,73 £0,12
2 0,1 80 0 5,33 +0,01 37,87 £3,90 5,53 £0,06
3 600 10 0 5,35+0,01 44,08 +0,74 5,00 £0,00
4 600 80 0 5,42 +£0,07 45,36 +£0,74 5,50 £0,00
5 0,1 10 20 5,24 +0,01 48,57 £0,37 5,53 £0,06
6 0,1 80 20 5,26+0,01 48,57 £1,62 5,40 £0,00
7 600 10 20 5,32 +0,01 49,00 +1,34 5,20 +£0,00
8 600 80 20 5,27 +£0,02 53,71 £0,74 5,13 £0,06
9 300 10 10 5,23 +0,02 51,78 +0,74 5,40 £0,00
10 0,1 45 10 5,28 +£0,01 49,00 +£0,98 5,20 £0,00
11 300 80 10 5,26 +0,00 48,36 +1,96 5,30 £0,00
12 600 45 10 5,27 £0,01 52,42 +£0,98 5,40 £0,00
13 300 45 20 5,27 +0,01 53,28 £0,64 5,20 +£0,00
14 300 45 0 5,41 £0,05 40,65 +£1,62 5,80 0,00
15 300 45 10 5,30 +0,01 51,35 +0,64 5,33 £0,12
16 300 45 10 5,31 +0,00 49,11 +£6,81 5,27 £0,06
17 300 45 10 5,32 +0,01 43,65 +0,64 5,17 £0,06

A acidez titulavel para dgua de coco pode ser expressa de diferentes maneiras, em

unidades de volume (mL) de NaOH 0,1N/100 mL consumido (FARIA, 2005); em mg de
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acido citrico/100 mL (SOUSA, 2006; BENASSI, 2006), ¢ também em mg acido malico/100
mL (TAN, 2014). Esta ultima forma para expressar a acidez titulavel ¢ mais comumente
encontrada em trabalhos que foram realizados em outros paises. Nos trabalhos nacionais, a
expressdo da acidez em mg de acido citrico/100 mL atribui-se ao que se estabelece pela
legislacdo vigente até 2009 (BRASIL, 2002), a qual preconizava acidez titulavel de 0,03 a
0,18 g de acido citrico/100 mL. Na nova legislagdo (BRASIL, 2009) nenhuma exigéncia foi
feita com relagdo a acidez titulavel.

O teor de so6lidos soluveis da agua de coco in natura (5,33 £0,06) foi comparavel aos
valores observados por Benassi (2006) para agua de coco in natura de frutos colhidos com
idade entre 8 (5,13°Brix) e 8,5 meses (5,59°Brix). Benassi (2006) realizou estudo com agua
de coco a partir de frutos colhidos na regido de Bebedouro (SP), entre 5 e 12,5 meses e
observou que os teores de solidos soluveis aumentaram com a idade dos frutos, atingindo
valor maximo (6,94°Brix) em 10 meses, e, decrescendo apos este periodo.

A Tabela 13 apresenta os resultados da analise estatistica para avaliar os efeitos das
variaveis independentes (pressdo, temperatura ¢ dosagem de acido ascorbico) sobre pH,
acidez tituldvel e teor de solidos soliveis. Considerando os valores p para falta de ajuste e os
coeficientes de determinaciio (R?) obtidos, observa-se que tanto as variagdes do pH quanto da
acidez tituldvel foram adequadamente descritas pelo modelo proposto, embora com
coeficientes de determinacdo em torno de 0,60, valor considerado relativamente baixo;
entretanto, os efeitos da pressdo, da temperatura e da dosagem de acido ascorbico ndo foram
significativos (p>0,05) sobre a acidez titulavel da agua de coco.

Para o teor de solidos soluveis, a variagao (5,00 a 5,80°Brix) observada nao pode ser
explicada pelo modelo proposto (R? = 0,00226), apesar da falta de ajuste ndo significativa (p
> (,05). Entre os 17 ensaios realizados, o valor minimo (5,0°Brix) e o maximo (5,8°Brix)
foram observados para o mesmo nivel de dosagem (0 mg/100 mL) de 4cido ascorbico,
respectivamente, nos Ensaios 3 e 14, além de uma pequena oscilagcdo observada também entre
0s pontos centrais.

Embora o efeito da adicdo de &cido ascorbico ndo tenha sido significativo (p> 0,05)
sobre a acidez titulavel, observou-se que esta foi gradativa e discretamente elevada com a
elevacdo da dosagem de 4cido ascorbico, de 0, para 10 e para 20 mg/100 mL, variando,
respectivamente para cada dosagem de AA, de 37,87 a 45,36; 43,65 a 52,42 e 48,57 a 53,71
mg/100 mL.
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Observou-se que o efeito linear da pressdo e o efeito quadratico da temperatura foram
marginalmente significativos para pH, indicando fraca influéncia. Para melhor ajuste dos
dados obtidos para pH, foram ignorados os efeitos ndo significativos dos resultados da analise
de variancia (Tabela 13) e uma nova andlise foi realizada. A Tabela 14 apresenta os resultados
da ANOVA e, os coeficientes e valores p obtidos da analise de regressdo, considerando
somente os efeitos significativos sobre o pH. Observou-se que para o ajuste da equacdo de
regressdo, a varidvel temperatura nao foi significativa e, portanto, ndo deve ser considerada
para estimar o valor de pH, conforme demonstrado pelo coeficiente de regressao nulo (Tabela

14).

Tabela 13 — Resultados da ANOVA para os efeitos lineares, quadraticos e interagao nas
condicdes dos tratamentos sobre pH, acidez titulavel e s6lidos soluveis.

Acidez Titulavel Sélidos solaveis
pH (mg acido citrico/100 mL) (°Brix)
Valor p  Significdncia Valor p  Significancia  Valor p  Significncia
Pressdo 0,046521 * 0,296360 ns 0,133532 ns
(Pressﬁo)z 0,672892 ns 0,843215 ns 0,565458 ns
Temperatura 0,274453 ns 0,856607 ns 0,999952 ns
(Ternperatura)z 0,044606 * 0971317 ns 0,902852 ns
AA 0,006043 * 0,078129 ns 0,146712 ns
(A A)2 0,015611 * 0,317001 ns 0,273436 ns
Pressdo x Temperatura 0,672503 ns 0,425370 ns 0,213103 ns
Pressdo x AA 0,796475 ns 0,814222 ns 0,732772 ns
Temperatura x AA 0,093319 ns 0,524801 ns 0,360592 ns
Valor p para falta de ajuste 0,085600 0,858158 0312323
R? 0,596 0,59888 0,00226

AA: Acido ascorbico adicionado (0, 10 e 20 mg/100 mL);
(*): Valores diferem significativamente ao nivel de 5%.
(ns): ndo significativo.

Tabela 14 - Resultados da ANOVA e coeficientes de regressdo para fatores que apresentaram
efeitos significativos sobre pH da agua de coco.

Coeficiente de

Valor p (ANOVA) p (Regressdo)

regressao
Média 5,351567 0,000002
Pressdo 0,046522 0,000057 0,046525
(Temperatura)® 0,037174 0,000000 0,725908
AA 0,006043 -0,012597 0,009748
(AA) 0,014436 0,000387 0,023030
Valor p para falta de ajuste 0,136935
R’ 0,714 0,60957

AA: Acido ascorbico adicionado (0, 10 e 20 mg/100 mL).
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Observou-se que somente o coeficiente do efeito linear da varidvel dosagem de acido
ascorbico foi negativo (-0,0126), e, portanto, efetivo para a redug¢do do pH. A Equagdo 11
pode ser utilizada para predizer o pH em fungdo das variacdes dos parametros significativos

(pressao e dosagem de acido ascorbico).

pH = 5,351567 + 5,700.107%(P) — 1,260. 10™2(AA) + 3,870.107%({AA%) (11)

Com base na Equacdo 11 e na constante obtida (5,351567), observa-se pequena variagao
do pH da agua de coco, por esta razdo, embora com ajuste significativo, ndo foi necessario
determinar uma faixa de parametros que melhor se ajustasse ao pH desejado; ademais, entre
os niveis considerados no presente estudo, nenhuma das combinagdes possiveis para pressao,
temperatura ¢ dosagem de acido ascorbico, possibilitaria a reducao do pH a valor igual ou
inferior a 4,5; conforme exigido pela legislacao vigente (BRASIL, 2009).

De uma comparacao das caracteristicas fisico-quimicas (pH, acidez titulavel e teor de
solidos soluveis) observadas no presente estudo (Tabela 12) com as mesmas observadas em
estudos realizados por outros autores, observa-se que, para uma melhor interpretacdo das
variagdes entre os valores encontrados para pH, acidez titulavel e s6lidos soluveis, devem
também ser considerados outros fatores, como época de colheita, clima, regido, formas de
cultivo, tempo e temperatura da estocagem apos a colheita, além da metodologia analitica

empregada.

5.4 Resultados para Acido Ascorbico

A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos para o teor (mg/100 mL) de acido
ascorbico e o residual de acido ascorbico (%), calculado conforme Equacdo 5 e 6 (item 4.5.4),
respectivamente, em funcdo da dosagem nas proporgdes de 0; 10 e 20 mg/100 mL. Os teores
de 4cido ascorbico observados no presente estudo (1,74 a 2,65 mg/100 mL) para 4gua de coco
sem adi¢@o de dcido ascorbico foram relativamente proximos aos encontrados na literatura, a
exemplo de Benassi (2006), o qual apresentou valor maximo de 2,57 mg de &cido
ascorbico/100 mL para dgua de coco de frutos com dez meses de idade; enquanto para 7
meses o valor encontrado foi 1,78 mg de 4cido ascorbico/100mL. A composi¢do de nutrientes
e minerais sofre influéncia da variedade, do clima, da estacdo do ano e da forma de cultivo
(BENASSI, 2006).

Foi observada uma pequena variacdo e pequena degradacdo do acido ascérbico para o

presente estudo. A redugdo maxima foi de 34% no tratamento sem adi¢do de 4cido ascorbico,
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a 600 MPa/80°C (Tabela 13). Em outros casos foi observado um aumento do teor de acido
ascorbico, com o aumento maximo de 13% em relacdo ao teor inicial em um dos pontos
centrais do delineamento a 300 MPa, 45°C e dosagem de 10 mg 4cido ascorbico/100 mL. A
relativa estabilidade observada para o acido ascérbico pode ser atribuida as precaugdes
operacionais adotadas no presente estudo, como o enchimento completo das embalagens e uso
de vécuo, reduzindo a presenga de oxigénio e consequentemente minimizando a eventual
degradacao do acido ascorbico.

A retengdo do acido ascorbico para o nivel de dosagem de 20 mg/100 mL foi de 97%
com relacdo a dgua de coco in natura, maior do que a apresentada por Abreu (2005), o qual
obteve retencdo aproximada entre 72 e 79%, a partir da dosagem 20 mg/100 mL de &acido
ascorbico em amostras de agua de coco, inicialmente com 0,55 e 0,73 mg de acido
ascorbico/100 mL, para as quais o autor observou teores, respectivamente, de 14,86 a 16,33

mg de acido ascorbico/100 mL apds a adicdo considerada.

Tabela 15 - Teor de acido ascoérbico e porcentagem residual de acido ascorbico para os

tratamentos.
Ensaio Pressdo Temperatura AA Teor de acido ascorbico Acido ascorbico residual
(MPa) (°0) (mg/100mL) (mg/100 mL) (%)
1 0,1 10 0 2,65 +0,54 100,00 +£20,20
2 0,1 80 0 1,89 +0,54 71,43 £20,20
3 600 10 0 1,86 £0,59 70,00 £22,22
4 600 80 0 1,74 £0,75 65,71 £28,28
5 0,1 10 20 21,97 1,07 100,00 +4,88
6 0,1 80 20 21,21 +4.29 96,55 £19,51
7 600 10 20 19,70 +4,29 89,66 £19,51
8 600 80 20 19,70 £2,14 89,66 £9,75
9 300 10 10 10,61 £1,07 105,66 +£10,67
10 0,1 45 10 8,71 £0,54 86,79 +£5,34
11 300 80 10 10,98 +0,54 10943 +£5,34
12 600 45 10 9,09 £1,07 90,57 £10,67
13 300 45 20 22,73 £2,14 103,45 £9,75
14 300 45 0 2,08 0,27 78,57 £10,10
15 300 45 10 11,17 £0,80 111,32 +8,00
16 300 45 10 10,80 +0,80 107,55 £8,00
17 300 45 10 11,36 +1,07 113,21 £10,67

Os resultados do teor de acido ascorbico residual foram analisados pela ANOVA, a
95% de probabilidade, para o delineamento cubico de face centrada. A Tabela 16 apresenta os

efeitos das condigdes de processamento sobre o residual de acido ascorbico, com os
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coeficientes de regressdo obtidos para o ajuste ao modelo proposto e valores p. Os valores
para a relagdo Fealculado/Frabelado para a regressdo e para a falta de ajuste (Tabela 16)
demonstraram a validade do modelo proposto. O efeito na redugdo do ascorbico residual
causado pela elevagdo da pressdo de 0,1 para 600 MPa, em temperatura de 10°C, foi maior
para a agua de coco com a dosagem de acido ascorbico ao nivel 0 mg/100 mL (Ensaios 1 e 3 -
redugdo de 30%) do que para a agua de coco em dosagem de 20 mg/100 mL (Ensaios 5 e 7 -
redugdo de 10,44%); relacdo essa associada ao efeito negativo da alta pressdo, e ao efeito
positivo da dosagem de acido ascorbico (Tabela 16).

Ainda que nao tenha sido observada interagao significativa entre as varidveis pressao e
dosagem de AA, a reducao do acido ascorbico residual com a elevacao da pressao foi menor
para maiores dosagens de acido ascorbico. Para o efeito da temperatura, considerado
marginalmente significativo, foi obtido valor p de 0,07; préximo, portanto, do nivel de

significancia (0,05) considerado na analise estatistica.

Tabela 16 - Efeitos lineares, quadraticos e de interacdo das condigdes dos tratamentos sobre o
teor de acido ascorbico residual

Coeficiente de regressdo  Valor p (ANOVA) Significancia
Média 98,75230 *
Pressao 0,05650 0,032671 *
(Pressio)’ -0,00016 0,014797 *
Temperatura -0,63156 0,070260 ns
(Temperatura)® 0,00372 0,122615 ns
AA 2,62869 0,009343 *
(AA) -0,11982 0,020911 *
Pressdo x Temperatura 0,00033 0,076602 ns
Pressdo x AA 0,00077 0,151397 ns
Temperatura x AA 0,01050 0,068951 ns
Valor p para falta de ajuste 0,099303
R’ 0,744
Fcal/Ftab (Regressao) 1,67
Fcal/Ftab (Falta de ajuste) 0,48

AA: Acido ascorbico adicionado (0, 10 e 20 mg/100 mL);
(*): Valores diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia;
(ns): ndo significativo.

Com os fatores significativos (Tabela 16), foi realizada nova andlise de variancia
(ANOVA), a partir da qual foram obtidos valores de p (0,098) para falta de ajuste e valores de

R? (70%) que possibilitaram gerar a Equagdo 12. A Figura 12 apresenta a superficie de

resposta gerada pela Equacdo 12, para predizer o valor para residual do 4cido ascorbico (%)
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em funcgdo das variagdes da pressdo e da dosagem de acido ascorbico, a temperatura fixada
em 45°C (ponto central). Observou-se que em pressdes na faixa de 200 a 400 MPa e dosagem

de acido ascorbico entre 10 ¢ 20 mg/100 mL, ndo hé reducdo no teor de acido ascorbico

residual.

AA___.. . =79,499 +6,875.107%(P) — 1,419.107*(P?) + 3,023(44) 12
—1,044.1071(44%) +0

onde:

AAresianal = Acido ascorbico residual predito (%)
P = pressao (0,1 a 600 MPa)
AA = dosagem de acido ascorbico (0 a 20 mg/100 mL)

Figura 12: Superficie de resposta do modelo para predizer a porcentagem de acido ascorbico
residual, a 45°C, em funcdo da pressao e da dosagem de acido ascérbico.

7

8.

Z

1)

s I 100

B [ ]90
£ 80
I 70

Os efeitos quadraticos negativos (Equagdo 12) tanto para dosagem de dcido ascorbico
quanto para pressdo, indicam que houve uma faixa de pressdo e de dosagem de acido
ascorbico em que se observa um residual maximo, dentro dos limites considerados para estes

parametros, conforme representado pela curvatura com concavidade voltada para baixo
(Figura 12).
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Sousa (2006) observou redugdes de 6,7 a 9,15% no teor de 4cido ascorbico da dgua de
coco, em um estudo com ultrafiltragdo, para o qual a dosagem considerada foi de 20 mg de
acido ascorbico/100 mL; segundo a autora, essas redugdes ocorreram provavelmente devido a
uma aeracdo indesejavel em decorréncia da turbuléncia do processo. No presente estudo,
considerando o nivel de dosagem de 20 mg/100 mL, a maior redugdo (10,36%) observada
como efeito da elevagdo de pressdo (0,1 a 600 MPa) ocorreu para os Ensaios 5 ¢ 7, a 10°C;
enquanto que comparando os Ensaios 6 € 8, ambos a 80°C e dosagem de AA de 20 mg/100
mL, a reducao foi de 6,89% para a elevagao na pressao de 0,1 a 600 Mpa. Entretanto, para os
tratamentos a pressdao atmosférica (Ensaios 5 e 6), foi observado menor teor de AA residual a
80°C (Ensaio 6) do que a 10°C (Ensaio 5), ilustrando o discreto efeito negativo observado
para a temperatura (Tabelas 15 e 16).

Abid e colaboradores (2014) avaliaram o efeito da alta pressdo no teor de acido
ascorbico em suco de maca submetido as pressdes de 250, 350 e 450 MPa, durante 10
minutos € a temperatura ambiente. Foram observadas redugdes de 2,3 e 4,9%,
respectivamente, a 350 e 450 MPa, e nenhuma alteracdo a 250 MPa. Os autores também
observaram que para a combina¢do da alta pressdo com ultrassom (25 kHz/70%
amplitude/20°C/60 min), a retencdo de acido ascorbico foi ainda maior, pois o teor de acido
ascorbico aumentou em relacdo ao do suco de mag¢a nao processado.

O aumento detectado no teor de acido ascorbico em relacdo ao inicial para alguns
ensaios (Tabela 15 — Ensaios 9, 11 e 13) pode estar relacionado tanto a desvios analiticos
quanto a forma¢ao de acido dehidroascorbico, que também pode ser detectado na andlise
titulométrica realizada, e, ainda, relacionado a liberacao de acido ascorbico inicialmente nao
detectado. A oxidagao do acido ascorbico pela enzima peroxidase formando uma molécula de
acido ascorbico e uma molécula de 4cido dehidroascorbico (DAMORADAN et al., 2010)

pode ser uma das formas consideradas para explicar o aumento do teor de acido ascorbico.

5.5 Resultados para Cor

Foram observadas para a 4gua de coco ndo submetida (referéncia) aos tratamentos,
médias para a claridade (L,") de 73,59 +0,47; para o pardmetro a, de -0,60 £0,01 (tons
esverdeados); e o parametro b, de 2,73 0,16 (tons amarelados). A 4gua de coco in natura
apresentou valores para o parimetro a’(-0,60) e b’(2,73) comparaveis aos resultados
apresentados por Sousa (2006), o qual obteve médias de a* (-0,02) e b"(2,56) muito proximas

as do presente estudo. A Tabela 17 apresenta os resultados para os parametros de cor (L*, a" e
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b") em funcdo dos tratamentos, os valores p da falta de ajuste e o coeficiente de determinacio
(R?), para cada variavel investigada. Em nenhum dos casos houve falta de ajuste das respostas
a0 modelo, porém os coeficientes de determinacdo (R?) indicaram que as variagdes das
respostas para L*, b“ e AE ndo foram explicadas de forma satisfatoria pelo modelo proposto.
Os parametros de cor apresentaram pequena variagdo em relacdo aos tratamentos, com
claridade (L*) média variando de 72,82 a 74,15; parametro a" médio variando de -0,70 a -0,53
e parametro b” médio de 2,51 a 3,03, os quais compreendem as regides de tons esverdeados
(valores negativos para a*) e de tons amarelados (valores positivos para b"). Valores positivos
de Aa" [= (a* — a,*)] observados apenas nos ensaios 1, 2 e 3, foram considerados como a
tendéncia de alteracdo do pardmetro a” para a regido de tonalidade avermelhada. A maior
variacao total de cor (AE = 0,78 £0,04) foi observada para a dgua de coco ap0s ter sido tratada
sob pressdo de 300 MPa; temperatura de 80°C e dosagem de acido ascoérbico de 10 mg /100
mL (Ensaio 11); para a qual foi observada também a menor claridade (L" = 72,82 +0,04) entre

os 17 ensaios, inferior a da amostra inicial de referéncia.

Tabela 17 — Resultados de cor instrumental para 4gua de coco em funcao dos tratamentos e
resultados da andlise estatistica para ajuste do modelo.

Pressdo Temperatura AA . N *

Ensaio \pa) °C)  (mg/ 100mL) L a b Aa’ AE
1 0,10 10 0 73,05 £0,06 -0,53 £0,01 2,63 0,05 0,07 £0,01 0,55 +0,05
2 0,10 80 0 73,25 +£0,25 -0,57 £0,03 2,87 £0,04 0,03 +£0,03 0,43 +£0,16
3 600 10 0 72,85 +0,11 -0,59 +£0,01 2,51 £0,06 0,01 +£0,01 0,75 £0,13
4 600 80 0 731240,14  -058+0,03  279+011 0024003  048+0,14
5 0,10 10 20 73984010  -067+004  279+0,11  -007+004  046+0,17
6 0,10 80 20 74,02 £0,06 -0,68 £0,02 2,98 £0,13 -0,08 £0,02 0,46 +£0,06
7 600 10 20 73,97 +£0,04 -0,68 £0,02 2,79 £0,10 -0,08 £0,02 0,40 £0,02
8 600 80 20 73,64 £0,06 -0,67 £0,02 2,80 +£0,10 -0,07 £0,02 0,12 0,10
9 300 10 10 73,93 +0,04 -0,67 £0,03 2,79 £0,11 -0,07 £0,03 0,43 +£0,14
10 0,10 45 10 7378006  -064+004 303012  -004+004  024+0,11
1 300 80 10 72824004 0634004  2,62+008  -003+004 078 =004
12 600 45 10 73,33 £0,06 -0,63 £0,01 2,73 £0,08 -0,03 £0,01 0,29 +0,02
13 300 45 20 74,15 £0,10 -0,70 £0,01 2,85 +£0,06 -0,10 £0,01 0,58 +0,09
14 300 45 0 73,67 0,08 -0,65 +£0,06 2,74 £0,06 -0,05 +£0,06 0,14 +£0,00
15 300 45 10 73,30 +0,04 -0,67 £0,05 2,76 £0,11 -0,07 £0,05 0,30 +£0,03
16 300 45 10 7359 +0,14  -065+006 274011  -005+006  0,15=0,00
17 300 45 10 73954003  -067+004 280007  -007+004  038+0,05
Valor p para falta de ajuste 0,511 0,308 0,069 0,308 0,201
R’ 0,347 0,823 0,291 0,823 0,000

Notas: L™ claridade ; a": verde (-) a vermelho (+); b": azul (-) a amarelo (+); Aa": variagio para o
parimetro a"; AE: variacio total de cor devido aos tratamentos.
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Os resultados da analise de variancia realizada para os diversos efeitos das variaveis
(pressdo, temperatura ¢ dosagem de acido ascérbico) sobre a resposta para o parametro de cor

a" estdo apresentados na Tabela 18.

r1: A e A * ,
Tabela 18 - Andlise de variancia para as respostas do pardmetro a para a agua de coco em
funcdo dos tratamentos.

Fator valor p  Significancia
Meédia 0,000073 *
Pressao 0,260456 ns
(Pressdo)’ 0,052381 ns
Temperatura 0,833286 ns
(Temperatura)’ 0,179445 ns
AA 0,007997 *
(AA) 0,529664 ns
Pressdo x Temperatura  0,202302 ns
Pressao x AA 0,202302 ns
Temperatura x AA 0,506803 ns

AA' Acido ascorbico adicionado (0, 10 e 20 mg/100 mL);
(*) valores diferem significativamente ao nivel de 5%;
(ns): ndo significativo.

A dosagem de 4cido ascorbico apresentou efeito significativo para a coordenada a”. O
efeito quadratico da pressdo foi marginalmente significativo (valor p 0,052), indicando que
esta apresenta pequena influéncia sobre o parametro de cor a". Observa-se que quanto maior a
dosagem de 4cido ascorbico, menor o valor da coordenada a” e, portanto, mais distante da
tonalidade rosada para a agua de coco.

Purkayastha e colaboradores (2012) em trabalho com dgua de coco microfiltrada e
armazenada sob refrigeracdo obtiveram valores positivos para a* (0,094 sem adi¢do de acido
ascorbico e 0,033 com adicao de acido ascorbico) enquanto no presente estudo todos os
valores de a” foram negativos, mas para ambos, a adicdo de acido ascorbico reduziu os valores
que representam a coordenada a*, ou seja, a adi¢do de 4cido ascorbico pode inibir a formacio
da coloracdo rosea, usualmente atribuida a atividade enzimatica, entretanto seria necessario
um estudo de estocagem para confirmar a efetividade do 4cido ascorbico e o nivel de dosagem
ideal.

O parametro de cor a* foi considerado importante para o estudo com agua de coco,
considerando que além do problema da formagdo de coloragdo rosada, o menor valor para o
parametro a’ (-0,70 +0,01) foi obtido para a mesma amostra (ensaio 13) na qual a claridade

foi maior (L"= 74,15 £0,10), demonstrando que o tratamento a 300 MPa; temperatura de 45°C
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e dosagem de 4cido ascérbico de 20 mg/100 mL foi o ensaio que resultou em maior aumento
da claridade e menor tendéncia ao desenvolvimento de uma coloragdo rosada para a agua de
coco em relagdo a amostra inicial de referéncia (dgua de coco in natura). As atividades
residuais (Tabela 20) das enzimas polifenoloxidase (inibi¢do completa) e peroxidase (3,47%
+0,77) também foram satisfatorias nesses mesmos niveis de pressdo, temperatura e dosagem
de 4cido ascorbico, fato este que permite inferir em uma possivel correlagdo entre o parametro
de cor a’ e as atividades enzimaticas residuais. A Tabela 19 apresenta os coeficientes de

correlagdo de Pearson (7) obtidos entre as variaveis de cor estudadas e as atividades residuais

das enzimas polifenoloxidase (PFO) e peroxidase (POD).

Tabela 19 - Correlacdo entre os parametros de cor e a atividade residual das enzimas
polifenoloxidase (PFO) e peroxidase (POD).

Paramétros Coeficiente de correlacdo (r)
de cor POD residual PFO residual
L 043 042
a 0,55 0,59
b -0,30 -0,52
AE 0,15 0,10

Observada a fraca correlacao entre os fatores, visto que a correlagdo sé € considerada
significativa para coeficientes de correlagao de Pearson (r) maiores que 0,70. A correlagao
observada para a coordenada a” consistiu no valor de r mais proximo a 0,70 dentre os
parametros de cor, sugerindo uma possivel influéncia do aumento da atividade enzimatica
sobre 0 aumento do valor observado para a coordenada de cor a”. Comparando os diversos

. ~ .. * ~ \
coeficientes de correlagdo de Pearson, observa-se ser positivo somente para a em relacdo a
atividade enzimatica da POD e PFO, sendo possivel constatar, embora discretamente, que o
aumento da atividade da polifenoloxidase e da peroxidase, resultaria em aumento do valor do

A * . . . * *
parametro a , e, por outro lado, ainda que em menor grau, reduziria os valores de L" e b’; em
outras palavras, a 4gua de coco se tornaria mais escura (L mais baixo) e com coloragdo nas

.~ . * .
regides de comprimentos de onda compreendendo o vermelho ou neutro (a positivo ou

proximo de zero) e azul ou neutro (b* negativo ou proximo de zero).

5.6 Resultados para Atividade Enzimatica

A 4gua de coco (in natura) ndo tratada (controle ou atividade inicial) apresentou

valores de 7,94 +0,10 U/mL para atividade de peroxidase (POD) e 1,55 +£0,05 U/mL para
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atividade de polifenoloxidase (PFO), a partir dos frutos colhidos entre 6 ¢ 7 meses, conforme
mencionado anteriormente.

Kwiatkowski e colaboradores (2012) investigaram a atividade enzimatica da
polifenoloxidase e da peroxidase em agua de coco a partir de frutos colhidos nas quatro
estacdes do ano e em cinco estadios de desenvolvimento diferentes, variando de 5 a 9 meses;
a partir dos resultados foram propostas equacdes ajustadas para cada estacdo do ano, com o
estadio de desenvolvimento como variavel independente e a atividade enzimdtica como
resposta. Utilizando as equacdes propostas pelos autores, as atividades enzimaticas previstas
para frutos colhidos no verdo e com 6 meses de maturacdo foram 20,35 e 2,99 U/mL,
respectivamente, para peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PFO); esta tltima (PFO), inferior
a atividade da POD, como geralmente encontrado em estudos de agua de coco (CAMPOS,
1993; SOUSA, 2006; DOSUALDO, 2007) e também observado no presente estudo.

Abreu e Faria (2007), em estudo sobre tratamento térmico da agua de coco obtiveram
atividade enzimatica de 12,23 U/mL para a POD e 2,33 U/mL para a PFO em agua de coco in
natura, valores similares aos encontrados no presente estudo e, também com atividades
enzimaticas maiores para peroxidase (POD) do que para a polifenoloxidase (PFO). Campos
(1993) encontrou 114,3 e 32,2 U/mL, respectivamente, para POD e PFO, enquanto Sousa
(2006) apresentou atividades de 8,35 e 2,60 U/mL para POD e PFO, ambos para dgua de coco
in natura. Em todos os estudos citados (ABREU; FARIA, 2006; CAMPOS, 1993; SOUSA,
2006), a metodologia consistiu em analises espectrofotométricas (por reacdo com 0S
substratos fendlicos guaiacol e catecol), nos mesmos comprimentos de onda (470 nm para
POD e 425 nm para PFO), para determinar a atividade enzimatica da polifenoloxidase e da
peroxidase, tal qual no presente trabalho, resultando em maior atividade para POD do que
para PFO. No entanto, Duarte e colaboradores (2002) determinaram a atividade das mesmas
enzimas em agua de coco, também por andlise espectrofotométrica, mas em diferentes
comprimentos de onda (405 nm para peroxidase e 350 nm para polifenoloxidase), para as
quais a atividade observada para peroxidase (0,3 U/ mL) foi menor do que para
polifenoloxidase (5,0 U/mL), comportamento este contrario ao obtido no presente trabalho e
também em relagao aos demais trabalhos citados.

Da andlise dos resultados para atividade enzimatica do presente estudo e de estudos
anteriores (ABREU; FARIA, 2006; CAMPOS, 1993; SOUSA, 2006; DUARTE et al., 2002)
pode-se concluir que o método de determinagdo utilizado também pode influenciar no

resultado da atividade enzimatica, justificando a utilizacdo de atividade residual, para
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minimizar esta influéncia. A Tabela 20 apresenta a atividade residual calculada para as
enzimas (Equa¢do 9) peroxidase e polifenoloxidase, para os diversos tratamentos realizados.
Os efeitos dos tratamentos sobre cada enzima estudada sdo discutidos mais detalhadamente
nos itens 5.4.1 e 5.4.2, na sequencia deste trabalho.

A pressdo atmosférica, foi observado que somente a adicdo de é4cido ascorbico
contribuiu significativamente para a reducdo da atividade enzimadtica, porém os outros
beneficios da utilizagdo de alta pressdo combinada com o uso de temperaturas moderadas
devem ser considerados, como a destruigdo de microrganismos, motivando o estudo da
associacdo entre pressdo e dosagem de 4cido ascérbico, em temperaturas que nao
comprometam o sabor dos alimentos, por esta razdo a importancia de ter sido utilizada uma

ampla faixa de temperatura.

Tabela 20 - Atividade residual das enzimas peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PFO) para
os diversos tratamentos.

Pressio  Temperatura Acido Ascorbico Residual POD  Residual PFO

Esao (Mpa) C) (mg/100mL) (%) (%)
1 0,1 10 0 93,40 +1,09 88,94 +5,55
2 0,1 80 0 4,61 +043 n.d
3 600 10 0 104,30 +0,87 65,44 £332
4 600 &0 0 272,64 £9,12 41,46 £7,.23
5 0,1 10 20 0,64 +0,54 n.d
6 0,1 80 20 0,05 +0,02 n.d
7 600 10 20 2,33 +0,54 n.d
8 600 80 20 3,72 +0,55 n.d
9 300 10 10 2,39 +0,33 n.d
10 0,1 45 10 0,002 +0,00 n.d
11 300 80 10 0,63 +0,22 n.d
12 600 45 10 4,62 +043 7,70 £2,77
13 300 45 20 341 0,77 n.d
14 300 45 0 128,64 +4,46 98,07 +4,91
15 300 45 10 1,07 +0,18 n.d
16 300 45 10 1,76 +0,20 n.d
17 300 45 10 1,26 +0,09 n.d

“n.d: atividade n3o detectada
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A efetividade do ascérbico adicionado na dgua de coco para a inibicdo da atividade
enzimatica ¢ unanime entre os diversos estudos, porém a dosagem recomendada varia entre os
diversos trabalhos cientificos. Campos (1993) observou reducdo em 99,1% da atividade da
enzima polifenoloxidase e em 73,7% da atividade da peroxidase com adi¢ao de 10 mg/100
mL de &cido ascorbico, enquanto que com a dosagem de 20 mg/100 mL, o mesmo autor
observou que a inibi¢do foi completa para ambas enzimas. No mesmo trabalho, o autor
informa ter obtido redugdo de 26,9% em média para as notas atribuidas para o atributo
“sabor” da 4agua de coco, sendo 20 mg/100 mL a dosagem maxima sugerida pelo autor para
nao comprometer a aceitagdo sensorial da agua de coco. Purkayastha et al. (2014) estudou os
efeitos do processo de microfiltragdo de agua de coco e verificou que a adicdo de acido
ascorbico na proporcao de 25 mg/100 mL ndo prejudicou a aceitacdo sensorial e nesta
dosagem foi observada completa inibicdo da atividade enzimdtica para a peroxidase e para a
polifenoloxidase.

Calvette (2007) verificou inativacao total da POD e PFO da 4gua de coco em pressao
de 800 MPa, temperatura de 50°C, tendo observado a necessidade de 30 minutos para
completa inativagdo da POD; em contraposi¢do, para a completa inativagdo da PFO foram
necessarios 90 minutos, tendo sido considerado pela autora o tempo como um fator
significativo para a inativacao da polifenoloxidase. No presente estudo, o tempo de exposi¢ao
nas condigdes dos tratamentos foi fixado considerando a combinagao de pressao, temperatura

e dosagem de acido ascorbico.

Um aspecto importante a ser destacado ¢ a possivel influéncia de compostos fenolicos
naturalmente presentes na dgua de coco, considerando que a metodologia empregada para a
determinacgdo da atividade enzimatica (item 4.5.6) envolve a medigdo de produtos da reagao
catalisada pelas enzimas a partir de compostos fendlicos, os quais também sao adicionados
(guaiacol no caso da peroxidase e catecol no caso da polifenoloxidase). Chang e Wu (2011)
relataram a presenga em agua de coco da catequina (0,344 mg/L) e epicatequina (0,242
mg/L); enquanto a zeatina, a quinetina e a ortotopolina foram relatadas por Ge et al (2006).
Tan et al. (2014), em pesquisa sobre a influéncia do estddio de matura¢do do coco, encontrou
reducdo no teor de compostos fenolicos totais (expressos em acido géalico) ao longo da
maturidade, 54,00 mg/L na agua de cocos colhidos com 5 a 6 meses, 42,59 mg/L (6 a 8
meses) € 25,70 mg/L (> 12 meses).

Pesquisas indicam que a retengdo ou perda de compostos fenolicos depende do

produto (fruta de origem) e das condigdes do tratamento. Keenan et al. (2012) relatou 15%
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maior retencdo de compostos fendlicos totais a 450 MPa/5 min/20-22°C em relagdo ao
tratamento de bebida mista a base de frutas (morango, maga, banana e laranja) tratada a 600
MPa/10 min/ 20-22°C. Em trabalho desenvolvido por Jayachandran et al (2015) com bebida a
base de lichia, dgua de coco e limao, os resultados mostraram que em pressdes mais elevadas,
mais compostos fenodlicos sdo extraidos a partir das frutas e tornam-se prontamente
susceptiveis aos efeitos da degradagdo por altas temperaturas (60 e 70°C) com o aumento do
tempo de retencdo (de 5 a 20 minutos). Os autores concluem que a combinagdo de alta
pressdo e temperaturas mais elevadas (como 70°C) resultou em aumento da degradacao dos
compostos fendlicos totais nas amostras das bebidas da mistura das frutas (dgua de coco,

lichia e limao).

O tempo transcorrido entre a extracdo da agua de coco, incluindo os tratamentos e a
realizacdo de todas as andlises foi de 6 dias, durante o qual nao foi observado o
desenvolvimento de coloragdo rdsea para qualquer dos tratamentos. Esta coloracdo somente
foi observada trés meses apos a realizacdo do estudo e ainda, somente em amostras em que o

nivel de dosagem de acido ascorbico foi de 0 mg/100 mL (resultado ndo apresentado).

E conhecido o fato de que durante a estocagem sob congelamento, ha alteragdo no teor
de elementos minerais (NAOZUKA, 2004) e também devido ao fato de determinados metais
catalisarem reagdes enzimaticas. Além da agua de coco ter sido estocada sob condigdes de
congelamento, os tratamentos sob alta pressao também podem ter exposto o sitio ativo das
enzimas, o qual interage com os elementos minerais, ou liberam os mesmos, que catalisam
diversas reagdes, como a degradag¢do de 4cido ascorbico, esta por sua vez catalisada por ions
Cu*" e Fe’" (DAMORADAN et al,, 2010), fendmeno também observado por Naozuka (2004),
com aumento para ambos os ions em agua de coco estocada por 30 dias sob congelamento.
Dessa forma, a forte resisténcia que as enzimas da dgua de coco apresentam, em especial a
peroxidase, quando comparadas aos sucos de frutas e até quando comparada as enzimas
comerciais (CALVETTE, 2007), pode estar relacionada também ao elevado teor de elementos

minerais presentes na agua de coco.

5.6.1 Peroxidase

Os resultados para a atividade residual da enzima peroxidase (Tabela 20) mostraram
variagdo entre os diversos tratamentos. Utilizando-se o delineamento composto ctbico de face

centrada, foi determinada a falta de ajuste (erro puro) para a inadequacdo do modelo proposto,



81

a 5% de nivel de significancia. Devido a grande amplitude de variacdo da atividade
enzimatica, foram calculados os logaritmos dos valores da atividade de peroxidase. Para
avaliar os fatores com efeitos significativos sobre a varidvel dependente/resposta, foi realizada
a andlise de variancia e a determinacdo dos coeficientes ajustados ao modelo de regressao.

A Tabela 21 apresenta os valores p para avaliar o efeito das variaveis independentes
(pressdo, temperatura e dosagem de 4cido ascorbico) sobre atividade da peroxidase (POD).
Valores p inferiores a 0,05 indicam influéncia significativa do fator, que pode ser linear ou
quadratica. A falta de ajuste (valor p falta de ajuste = 0,025) foi significativa, porém proxima
a 5%; ademais, o coeficiente de determinacio (R?> = 0,7897) do modelo foi considerado
satisfatorio, visto que as variaveis independentes explicam 78,97 % da variagdo da atividade
residual da peroxidase. O valor p da regressao (p = 0,002) também demonstrou que os dados
poderiam ser ajustados a uma regressao multipla, e, por essa razdo optou-se em prosseguir

com a metodologia de superficie de resposta proposta.

Tabela 21 — Resultados da andlise de variancia para a atividade enzimatica relativa da
peroxidase (POD) em funcdo de pressdo, temperatura e dosagem de acido

ascorbico.
Fator Valor p  Significancia
Pressdo (Linear) 0,002094 *
Pressdo (Quadratica) 0,005862 *
Temperatura (Linear) 0,020952 *
Temperatura (Quadratica) 0,076580 ns
Acido ascorbico (Linear) 0,001429 *
Acido ascorbico (Quadratica)  0,002118 *
Pressdo x Temperatura 0,010435 *
Pressdo x Acido ascorbico 0,189828 ns
Temperatura x Acido ascorbico  0,969805 ns
Falta de ajuste 0,025493 *

(*): Valores diferem significativamente ao nivel de 5%;
(ns): ndo significativo.

Para melhor ajuste dos dados, foram ignorados os efeitos ndo significativos dos
resultados da analise de varidncia (Tabela 21) e uma nova andlise foi realizada, a qual resultou
em menor falta de ajuste, com valor p (0,038) mais proximo a 5% e em coeficiente de
determinagio também superior ao inicial (R*= 84,11).

A inibicdo da enzima peroxidase na agua de coco sem adi¢do de acido ascorbico
somente foi observada a pressdo atmosférica e na temperatura de 80°C (Tabela 20 — Ensaio

2). Fontan et al. (2012) avaliaram a cinética de inativagdo da peroxidase em adgua de coco por
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meio de combinagdes de tempo (1 a 30 minutos) e temperaturas (75 a 95°C), para a qual
apresentaram atividades residuais de 97% e 52%, respectivamente, a 75 e 85°C, ambos por 10
minutos, com base na equacdo ajustada proposta pelos autores para cada temperatura. No
presente estudo, a atividade residual da peroxidase apds tratamento da agua de coco a
temperatura de 80°C/10 minutos foi de 4,61 +0,43% (Ensaio 2). Esta diferenga pode ser
explicada por uma maior atividade enzimatica inicial (30,23 U/mL) encontrada pelos autores
(FONTAN et al., 2012), em contraposicao a atividade inicial (7,94 £0,10 U/mL) mais baixa
para a enzima peroxidase no presente estudo.

Em alguns ensaios, inclusive nos niveis centrais de pressio (300 MPa) e de
temperatura (45°C), a atividade residual da peroxidase foi maior para a dosagem de 20
mg/100 mL de acido ascorbico do que a atividade da mesma enzima no nivel de 10 mg/100
mL; contrapondo afirmagdes de estudos anteriores (CAMPOS et al, 1996;
PURKAYASTHA, 2012) os quais descrevem reducdo de atividade proporcional ao aumento
de acido ascorbico adicionado, para agua de coco in natura. Contudo no presente estudo, em
ambas dosagens (10 e 20 mg/100 mL) de 4cido ascorbico, a redugdo foi superior a 95% nao
sendo possivel assim afirmar que o aumento do teor de acido ascoérbico adicionado aumenta a
atividade residual. Os tratamentos no nivel intermedidrio (ponto central) de pressao (300
MPa), temperatura (45°C) e adigdo de acido ascorbico (10 mg/100 mL) resultaram em
inibicdo proxima a 98% da atividade da enzima peroxidase, demonstrando a efetividade da
combinacgao dos trés fatores em condi¢cdes moderadas.

Em ordem decrescente de influéncia, a Figura 13 apresenta o grafico de Pareto para a
analise dos efeitos significativos apresentados na Tabela 21. E importante observar que a
adicdo de 4cido ascorbico ndo apresentou interacdo significativa com os demais fatores,
demonstrando que atua de forma independente na inibigdo enzimatica. A pressao foi o Uinico
fator a apresentar os trés efeitos, linear, quadratico e de interagdo com a temperatura; esta,
quando avaliada isoladamente, atuou na inibicdo; porém, em interagdo com a pressdo,
acarretou em aumento da atividade residual da peroxidase, conforme representado pelos
efeitos com sinais negativos para a temperatura e positivos para a interagdo entre temperatura
€ pressao.

A peroxidase ¢ conhecida por ser uma enzima resistente a pressio (GUPTA;
BALASUBRAMANIAM, 2012), associada ainda ao fato de ser considerada uma enzima
monomérica (DUARTE et al, 1999), que por sua vez pertence a classe de enzimas

possivelmente ativadas por altas pressdes (DAMORADAN et al., 2010), por esses motivos a
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alta pressdo deve ser combinada com outros fatores quando o objetivo for inibir a agdo da
POD. Em um estudo empregando homogeneizagdo sob alta pressao (0, 50, 100, 150, 200, 250
e 300 MPa) de 4gua de coco, Dosualdo (2007) sugeriu a utilizagdo de pressdes mais elevadas
e de tecnologias combinadas (pressdo aliada a temperatura ou agentes quimicos) para
inativacdo enzimatica, considerando que o autor observou redu¢do muito baixa, de 9,3% e
4,0%, respectivamente, na atividade das enzimas polifenoloxidase e peroxidase, para
tratamentos com pressao de 300 MPa.

Para o célculo da atividade residual da peroxidase (em escala logaritmica) em funcao
das trés variaveis independentes (P: pressdo; T: temperatura e AA: dosagem de 4cido
ascorbico) foi realizado a andlise de regressao multipla, e o resultado expresso pela Equagao
13. A Figura 14 apresenta as superficies de resposta para a atividade residual da enzima POD
em funcgdo da pressao e da temperatura, para valores fixados da dosagem de acido ascorbico,
respectivamente, em (a) 0; (b) 10 e (c) 20 mg de acido ascorbico/100 mL, conforme Equacgado
13. Pode-se observar que a atividade residual para a enzima peroxidase aumenta com o
aumento da pressao e com o aumento da temperatura para dgua de coco sem adicao de acido
ascorbico (Figura 14-a); enquanto que para as dosagens de 10 e 20 mg/100 mL de acido

ascorbico, observa-se haver certa limitagdo para este aumento.

Figura 13 - Diagrama de Pareto para os efeitos significativos na atividade enzimatica residual
da peroxidase. Nota: (L) = Linear; (Q) = Quadrado.
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log(POD,_.) = 1,710 + 6,240.1073(P) — 9,000.10"%(P?) — 1,765.107%(T)

13
— 4,002.1071(44) +1,540.1072(44%) + 3,600.10 3 (P} (T) + = (13)

onde:

PODys= atividade residual da peroxidase (%)

P = pressao (0,1 a 600 MPa); T = temperatura (10 a 80°C); AA = dosagem de 4cido ascorbico
(0220 mg/100 mL)

¢ (erro para AA = 0 mg/100 mL) = 0; € (erro para AA = 10 mg/100 mL) = -2,4582; ¢ (erro
para AA =20 mg/100 mL) = -1,8435.

Considerando que para o delineamento proposto foram encontrados valores positivos e
valores negativos para a resposta (logaritmo da atividade residual da POD), foi observado um
ponto de sela para o delineamento, ao invés de um ponto de maximo ou de minimo. O ponto
de sela foi obtido em torno de 440 MPa; 50°C e 13 mg/100 mL; condigdes nas quais a
atividade residual da peroxidase seria de 0,998%. Quando a superficie de resposta tem um
ponto de sela ao invés de um ponto de maximo ou de minimo, uma das alternativas ¢
considerar o ponto de sela como ponto de maximo ou minimo, no qual, com base nos
resultados apresentados (Tabela 20), foram estimados valores da atividade residual da
peroxidase em torno do ponto de sela obtido, para temperaturas entre 30 e 70°C e pressoes
entre 340 e 540 MPa, conforme apresentado na Figura 15, para a qual foram consideradas as
dosagens de acido ascorbico nos niveis de (a) 0 mg/100 mL e de (b) 13 mg/100 mL, para fins
de comparacdo. A atividade residual estimada (Figura 15) variou entre 227,77% (540
MPa/30°C) e 363,92% (440 MPa/70°C) sem a adicao de acido ascorbico e, entre 0,79% (340
MPa/70°C) e 1,00 % (440 MPa/50°C) para a dosagem de 13 mg/100 mL de 4cido ascorbico.

A Figura 15-a, que apresenta os valores estimados para atividade residual de POD na
dosagem de acido ascorbico de 0 mg/100 mL ilustra a resisténcia apresentada pela enzima
peroxidase a alta pressio. A pressio de 340 MPa, observa-se reducdo proxima a 40% na
atividade residual da POD com o aumento da temperatura de 30°C para 50°C, sendo esta
atividade residual mantida & temperatura de 70°C. A 440 MPa, observa-se reducio da
atividade residual da POD para um aumento da temperatura de 30 para 50°C, no entanto,
entre 50 e 70°C, observa-se novo aumento da atividade enzimatica, retornando ao valor
inicialmente estimado (proximo a 350%), indicando o efeito sinérgico, a 440 MPa/70°C, de

pressdo e temperatura no aumento da atividade enzimatica.

O efeito de aumento da atividade residual com aumento da temperatura foi mais

pronunciado a 540 MPa, pressao sob a qual a atividade residual da 4gua de coco seria mantida
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entre 30 e 50°C e, aumentaria em aproximadamente 50% para o aumento da temperatura de
50 a 70°C. Independentemente dos efeitos observados, o aumento da atividade residual da
POD foi muito acentuado para agua de coco sem adigdo de acido ascérbico, demonstrando a

inviabilidade do processamento sem a adigdo de acido ascorbico nas faixas de pressdo e

temperatura investigadas no presente estudo.

Figura 14 - Superficie de resposta para atividade residual de peroxidase (POD) em fungdo da

pressdo e da temperatura, nas dosagens de acido ascorbico de (a) 0 mg/100 mL;
(b) 10 mg/100 mL e (c) 20 mg/100 mL.
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Figura 15 - Atividade residual da peroxidase (POD) em fungdo da temperatura, para pressdes
de 340 MPa a 540 MPa, para as dosagens de acido ascorbico de (a) 0 mg/100 mL;
e (b) 13 mg/100 mL.
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Considerando a adi¢do de 4cido ascorbico na proporc¢ao de 13 mg/100 mL (Figura 15-
b), a atividade residual maxima estimada foi em torno de 1%, portanto, todas as combinagdes
consideradas apresentaram efeito inibitorio sobre a atividade residual da POD. Observou-se
ainda, que para todas as pressoes consideradas nesta analise (340, 440 e 540 MPa), com o
aumento de temperatura de 30 para 50°C houve reducdo da atividade enzimatica, enquanto
que com o aumento de temperatura de 50 para 70°C, um aumento da atividade enzimatica foi
observado, ilustrando assim que a temperatura de referéncia considerada para o presente
estudo foi de 50°C; combinada com pressdes entre 340 e 540 MPa.

A ativagdo da enzima peroxidase em decorréncia da utilizagdo da alta pressdo ocorreu
provavelmente por modificacdes da conformagdo enzimdtica, expondo o seu sitio ativo ou
liberando isoformas, pois acredita-se que o método analitico inclua isoformas da enzima, que
podem ter sido ativadas durante a pressurizagdo. Ademais, a alta pressdo pode ter causado

ruptura de ligagdes liberando oxigénio e assim foram desenvolvidas as condi¢des ideais para
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atuacdo da enzima (EISENMENGER, REYES-DE-CORCUERA, 2009). O efeito sinérgico
entre pressao e temperatura para a ativagdo da enzima peroxidase pode também ter ocorrido
devido ao aumento da atividade de peroxidase durante a pressurizagdo, como relatado em
estudo realizado por Calvette (2007) durante a pressurizacdo da agua de coco até 300 MPa,
empregando equipamento dotado de janela otica de safira, que permite medidas
espectrofotométricas durante a operagdo de pressurizagdo, para o qual a autora observou a
elevacao na atividade da peroxidase em seis vezes a 40°C e em duas vezes a 25°C.

Considerando o estudo de Cavette (2207) sobre a ativagdo da peroxidase durante a
pressurizacdo, no presente estudo foi observada forte correlagdo entre taxa de aquecimento
adiabatico devido a compressdo e a atividade enzimatica residual da peroxidase. A Tabela 22
apresenta os coeficientes de correlagdo de Pearson (7) para a atividade enzimatica em fungao
da taxa de aquecimento. O valor » ¢ um indice compreendido entre —1.0 e 1.0 que indica o
grau de dependéncia linear entre duas varidveis, sendo estas consideradas como estando
correlacionadas quando o valor de r for igual ou maior que 0,7.

Nos ensaios para dgua de coco com dosagens de acido ascorbico de 0 e de 20 mg/100
mL, foi observada correlacdo positiva, enquanto para o nivel intermedidrio da dosagem de
acido ascorbico (10 mg/100 mL) e de pressao (300 MPa), foi observada uma correlagao
negativa com fator de -0,91, o que significa que a 300 MPa, a taxa de aquecimento auxilia no
efeito de inibicdo enzimatica, enquanto que a 600 MPa, mesmo com a maxima dosagem (20
mg/100 mL) de 4cido ascorbico, ha um efeito contrario, de elevagdo da ativagdo enzimatica
relacionada ao aumento da taxa de aquecimento. Ainda considerando a agua de coco com
dosagem de 4cido ascorbico de 10 mg/100 mL, o tratamento a 600 MPa/45°C (Ensaio 12),
com taxa de aquecimento de 3,6°C/100 MPa (Tabela 10), para o qual foi observada média de
atividade enzimatica residual de 4,63% (Tabela 20) confirma a ativagdo da enzima POD
proporcionada pela pressao de 600 MPa, pois além de ter apresentado a maior atividade
residual neste nivel de dosagem de 4cido ascorbico (10 mg/100 mL), a taxa de aquecimento
foi igual a do tratamento a 300 MPa/80°C, para o qual a média da atividade residual foi de
0,63%.

O tratamento a alta pressdo de suco de maca realizado por Abid et al. (2014), com
pressdes de 250, 350 e 450 MPa por 10 minutos a temperatura ambiente apresentou redugdo
da atividade das enzimas polifenoloxidase e peroxidase. A menor atividade residual tanto da

polifenoloxidase (46,13%) quanto da peroxidase (51,22%) ocorreu pelo tratamento a 450
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MPa, evidenciando a sensibilidade das enzimas em suco de maca a elevagdo de pressdo,

contrariamente ao obtido no presente estudo com agua de coco.

Tabela 22 - Coeficientes de correlagio de Pearson (r) entre a taxa de aquecimento ¢ a
atividade residual da peroxidase, em fun¢do da dosagem de acido ascorbico.

AA P (MPa) T(°0) TA POD, Valor r Valor r Valor r
(mg/100 mL) (°C/100 MPa) (%) (300-600 MPa) (600 MPa) (300 MPa)

600 10 1,7 104,30

0 300 45 2.8 128,64 0,926 1 na
600 80 39 272,64
300 10 0,6 2,39
300 45 2,7 1,07

10 300 4 27 L76 0,050 na -0,906
300 45 2,7 1,26
300 80 3,6 0,63
600 45 3,6 4,62
600 10 2,1 2,33

20 300 45 2,7 341 0,896 1 na
600 80 39 3,72

TA = Taxa de aquecimento adiabatico (°C/100 MPa)
POD,s=Atividade residual da enzima Peroxidase (POD)
na = nao aplicavel

Chakraborty e colaboradores (2015) realizaram experimentos com puré de abacaxi a
pressao atmosférica, tanto para polifenoloxidase quanto para peroxidase, foi observada a
redugdo da atividade residual com o aumento da temperatura, em tratamentos realizados por
10 minutos, sendo que para polifenoloxidase e para peroxidase, a 30°C, a atividade residual
foi proxima a 95%; e a 70°C obteve-se entre 75 e 80%. No presente estudo, o aumento da
temperatura a pressao atmosférica também reduziu a atividade residual, como no caso da
peroxidase, com atividade residual prevista (Equacdao 13) de 6,78 % a 70°C/10 minutos no
nivel de dosagem de acido ascérbico de 0 mg/100 mL.

A intensa ativagdo da enzima peroxidase com o aumento da pressdo ¢ uma
caracteristica da agua de coco, a qual merece estudos mais aprofundados. Calvette (2007)
investigou o comportamento de enzima peroxidase comercial (HRP), para a qual o aumento
da pressdo apresentou efeito linear e negativo, ndo havendo ativacdo nas mesmas condi¢des
de pressao (0,1 a 800 MPa) experimentadas para a mesma enzima naturalmente presente na
agua de coco, reforcando a complexidade do fendmeno de inativacdo ou ativa¢do enzimatica

em agua de coco.
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5.6.2 Polifenoloxidase

Dos 17 tratamentos realizados, 5 apresentaram atividade residual de polifenoloxidase
(PFO) detectavel pela metodologia utilizada, havendo inibicdo completa da enzima em mais
de 70% dos ensaios realizados, fato este que dificultou o ajuste das respostas ao modelo
estatistico, uma vez que no ponto central (com trés repetigdes) ndo foi detectada atividade da
enzima polifenoloxidase (Tabela 20). O efeito inibitorio da adicdo de acido ascorbico foi
ainda mais significativo para a PFO, sendo que para esta enzima somente em um ensaio
(Ensaio 12 — 600 MPa, 45°C, 10 mg/100 mL) foi observada atividade residual de 7,70
+2,77%, fato este que sugere que a adicdo de 4cido ascorbico na dosagem de 10 mg/100 mL
nao foi suficiente para superar a ativagdo enzimadtica provocada pela alta pressao (600 MPa),
visto que este foi o unico tratamento realizado na condicdo de maxima pressdao, na dosagem
de 4cido ascorbico considerada (10 mg/100 mL). Para este mesmo ensaio, observa-se que a
temperatura inicial registrada antes do tratamento, de 27°C era, portanto mais proxima a
temperatura 6tima (25°C) da enzima PFO em agua de coco (CAMPOS, 1993).

Apesar da maior sensibilidade da enzima polifenoloxidase (PFO) da agua de coco aos
tratamentos empregados, foram observadas respostas de atividade residual em relagao aos
fatores pressdo e temperatura, pois apesar da atividade enzimadtica ter sido inibida com a
adicao de acido ascorbico nas propor¢des de 10 mg/100 mL e 20 mg/100 mL a pressao
atmosférica, ¢ conhecido o fato de que o acido ascorbico pode ser facilmente oxidado
(TORALLES, 2008), além de ser recomendado um tratamento complementar ou combinagao
de tratamentos que envolvam também a eliminagcdo de microrganismos, como ¢ o caso da
temperatura e/ou pressao.

Nos tratamentos submetidos a alta pressao e sem adigdo de acido ascorbico, a maior
atividade residual (98,07%) para polifenoloxidase foi obtida para o tratamento em condic¢des
intermedidrias (300 MPa/45°C). A 600 MPa e sem adi¢ao de acido ascorbico, foi observada
uma redu¢do marginalmente significativa (p = 0,0508) da atividade residual da PFO em
decorréncia do aumento da temperatura de 10°C para 80°C. A Figura 16 apresenta o efeito do
aumento de pressdo em duas temperaturas (10 e 80°C), ainda no nivel de adi¢cdo de acido
ascorbico de 0 mg/100 mL. Foram observados efeitos inversos; a 80°C e pressdo atmosférica
(0,1 MPa), com a completa inibi¢do da enzima; na mesma temperatura, sob pressdo de 600
MPa, foi observada aumento da atividade residual da PFO para 41,46%; enquanto que a 10°C,

a elevagdo da pressdo resultou em reducdo da atividade enzimatica residual em 23,5%. Assim
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como foi observado para a peroxidase, a pressao de 600 MPa foi prejudicial para a inibigao
enzimatica quando comparada a pressao de 300 MPa.

Nos ensaios realizados sem adigdo de acido ascorbico, observou-se a completa
inibicdo resultante da elevada temperatura (80°C /0,1 MPa), conforme esperado. Em estudo
realizado por Campos (1993) as enzimas (polifenoloxidase e peroxidase) da dgua de coco
foram inativadas por meio de tratamento térmico a 90°C, provocando, contudo, prejuizos a
qualidade sensorial da bebida, mesmo com tempo (300 segundos empregado pelo autor)

inferior ao utilizado no presente estudo (10 minutos).

Figura 16 - Atividade residual de polifenoloxidase em fun¢do da pressao, para agua de coco
sem adi¢ao de acido ascorbico.
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De maneira geral, a polifenoloxidase ¢ considerada uma enzima termolabil, sofrendo
inativacdo em processos de branqueamento e pasteurizacdo. Excecdo a esta regra foi o
trabalho de Murasaki (2005), o qual realizou estudo de otimizacdo dos fatores tempo e
temperatura no processamento térmico continuo da agua de coco, visando avaliar o
comportamento das enzimas PFO e POD, por meio do qual observou que a PFO presente na
agua de coco apresentou maior termoestabilidade do que a POD quando a temperatura
aplicada foi de 90°C, e que esta temperatura por mais que 200 segundos ndo proporcionou
reducgdo significativa da atividade da enzima polifenoloxidase. Ainda assim, ¢ necessario um
rigoroso controle e planejamento, considerando ainda que o aumento de temperatura pode
possibilitar maior interagdo entre enzimas e substratos, eventualmente podendo promover

ativagdo enzimatica (DAMORADAN et al., 2010).
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Com base nos resultados do presente estudo, os quais indicam ter havido inibi¢do
completa em mais de 70% dos tratamentos realizados, e, nos demais tratamentos, a atividade
residual desta enzima foi inferior a 100%, portanto trata-se de uma enzima de menor
resisténcia aos tratamentos sob pressdo, temperatura e acido ascorbico. Desta forma, a
peroxidase, considerada mais resistente aos tratamento, foi classificada como a enzima de

referéncia para avaliar a efetividade dos tratamentos realizados.
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6 CONCLUSAO

As combinagdes das variaveis nas faixas de pressao (0,1 a 600 MPa), temperatura (10 a
80°C) e dosagem de acido ascorbico (0 a 20 mg/100 mL) investigadas no presente estudo ndo
causaram alteragdes significativas nas caracteristicas fisico-quimicas de pH, acidez titulavel e
teor de solidos soltiveis da agua de coco.

No presente estudo, o efeito da adicdo de 4acido ascorbico foi satisfatorio sobre a inibicao
da atividade enzimatica da peroxidase e da polifenoloxidase, entretanto, sobre a destruicao de
bolores e leveduras inicialmente presentes, ndo apresentou efeito algum, tendo-se obtidos
resultados satisfatorios para a reducao da carga microbiana com a combinagao com pressao e
temperatura.

De forma geral, a combinagcdo dos niveis intermedidrios de pressao (300 MPa),
temperatura (45°C) e 4cido ascorbico (10 mg/100 mL) mantiveram as caracteristicas fisico-
quimicas, com inibi¢do das enzimas peroxidase e polifenoloxidase em niveis entre 98 e 100%,
e destruigdo total de microrganismos inicialmente presentes.

A combinagdo entre a pressao de 600 MPa e a temperatura de 80°C resultou na maior
ativacao observada para a peroxidase, que parece estar relacionada com o aumento da taxa de
aquecimento adiabatico devido a compressdao. Temperaturas acima de 70°C nao devem ser
combinadas com altas pressdes para inibi¢do das enzimas presentes na agua de coco. A
enzima peroxidase deve ser considerada como referéncia para o tratamento de agua de coco
em altas pressdes, por se mostrar termoresistente e baroresistente.

Devido a ampla faixa estudada para os parametros pressao e temperatura, foi dificil
determinar um comportamento uniforme que explicasse os efeitos destas variaveis sobre a
atividade enzimadtica. Por meio de ajuste das respostas para atividade enzimatica residual da
peroxidase em modelo de superficie de resposta, recomenda-se a combinagao da pressao na
faixa de 340 a 540 MPa, com temperaturas proximas a 50°C e dosagem de acido ascorbico
em 13 mg/100 mL, a qual se mostrou eficiente para se prever uma atividade residual maxima
de 1%. A 4gua de coco apresenta peculiaridades que justificam demais pesquisas sobre as

alteragdes em decorréncia seu processamento por altas pressoes.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Sugere-se a realizagdo de pesquisas considerando as melhores combinagdes obtidas
neste estudo (e proximas), a saber: dosagens de acido ascorbico entre 10 e 15 mg/100
mL; pressdes em torno de 400 MPa e temperaturas em torno de 50°C, porém com
correcao de pH, para avaliar a aceitagdo sensorial e estocagem sob refrigeracao.

e Sugere-se o estudo sobre os efeitos do tempo de tratamento a alta pressdao, combinada
ou ndo com outros métodos, sobre a composicdo da dgua de coco em termos dos
elementos minerais e compostos fenolicos e a influéncia desses sobre a atividade
enzimatica na dgua de coco.

e Sugere-se ainda aprofundar o estudo do desenvolvimento da coloragdo rosada e sua
relacdo com a atividade enzimatica e com a composi¢cdo da agua de coco, isolando

seus compostos fendlicos e enzimas e analisando os elementos minerais
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