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RESUMO

O ultrassom (US) é uma tecnologia emergente ndo térmica que desperta interesse
no processamento de alimentos. US de alta poténcia é utilizado para processos de
modificagdo da matéria e inativagdo de micro-organismos e enzimas. O caldo de
cana-de-agucar € uma bebida popular em varios paises tropicais, e apesar disso,
sua comercializacao é restrita devido a alta perecibilidade, sobretudo em funcado da
acao de enzimas oxidativas, como polifenoloxidase e peroxidase. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o uso de US para a inativagdo de enzimas oxidativas endogenas
do caldo de cana, além de sua influéncia no conteudo de compostos fendlicos totais
e nas mudancas de cor. Foram testadas temperaturas de 50 a 80 °C, com variagao
de amplitude de US, tempo de tratamento ultrassénico e regime de pulsos. Além
disso, verificou-se a qualidade do produto e a regeneragdo das enzimas durante 32
dias de armazenamento do caldo sob refrigeracdo. Os resultados indicam um efeito
positivo do US na reducdo da atividade enzimatica, quando aplicado com amplitude
de 75 %, regime de pulsos durando 20 s, em intervalos de 10 s e com sonicagao ao
longo do processo térmico. Em geral, os resultados indicam que o US é uma
alternativa para reduzir a severidade do processamento térmico, diminuindo o tempo
ou a temperatura de processamento, com maior manutencédo dos atributos de cor e
concentragdo de compostos fendlicos iguais ao do caldo in natura ao longo do
armazenamento. Esse estudo colabora com a consolidagdo de tecnologias
emergentes como alternativas aos tratamentos convencionais, na busca por um

melhor aproveitamento energético e por alimentos mais seguros e saudaveis.

Palavras-chave: inativagcao enzimatica, ultrassom, caldo de cana, peroxidase.
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ABSTRACT

Ultrasound (US) is a non-thermal emerging technology that has gained interest in
food processing field. High-power US can be used for modification of food structure,
as well as for micro-organisms and enzymes inactivation. Sugarcane juice is a
popular beverage in some tropical countries. However, its commercialization is
restricted due to its high perishability, mainly caused by oxidative enzymes, such as
polyphenol oxidase and peroxidase. The aim of this work was to evaluate the use of
US for inactivation of endogenous oxidative enzymes in sugarcane juice and its
influence on the total phenolic content and color changes. Temperatures from 50 to
80 °C were tested, varying US amplitude, ultrasonic treatment time and pulse regime.
In addition, the quality of the product and the regeneration of the enzymes were
verified during 32 days of storage under refrigeration. The results indicated a positive
effect of US on reducing enzyme residual activity, when applied with a sonication
amplitude of 75%, pulse regime of 20 s on / 10 s off and with sonication throughout
the entire thermal process. Overall, results showed that ultrasound is an alternative
to reduce the thermal processing severity, decreasing the processing time or
temperature, with color attributes maintenance and concentration of phenolic
compounds similar to those of the product in natura. This study collaborates with the
consolidation of emerging technologies as alternatives to conventional treatments,

seeking efficient energy use and safe and healthier foods.

Keywords: enzimatic inactivation, ultrasound, sugarcane juice, peroxidase.
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1 INTRODUGAO

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) € um cultivo agricola de grande
importancia para o Brasil, pais lider na sua produgdo mundial. Extensamente
utilizada pelo setor sucroalcooleiro na producao de etanol e acucar, € uma cultura
versatil, relativamente barata e util também nas pequenas propriedades rurais. Em
menor escala, a partir da cana-de-agucar produzem-se melado, rapaduras, agucar
mascavo, destilados potaveis e caldo de cana, muito presentes em agroindustria de

menor porte e na agricultura familiar.

O caldo de cana-de-agucar € uma bebida popular no Brasil, assim como em
outros paises tropicais, em especial na india. Em comum, o consumo do caldo de
cana costuma ser feito a partir de comércio informal e com pouca precaugao
sanitaria. Mesmo no mercado formal, o produto ndo costuma ser processado e
envasado, sendo de consumo imediato. Ha, de fato, pouquissimas marcas de caldo
de cana disponiveis no mercado, voltadas a distribuicdo regional bastante
localizada, ou mesmo a venda para o mercado externo. Contribui decisivamente
para a necessidade do consumo imediato a vasta flora micro-orgénica presente, as
caracteristicas fisico-quimicas, nomeadamente a alta atividade de agua, o pH
elevado e a abundancia em acgucares, e a consequente alta perecibilidade. Também
contribui o fato de o produto ser muito sensivel a reacdes de oxidagcdo provocadas
pelas enzimas polifenoloxidase (PFO) e peroxidase (POD), as quais trazem tons
amarronzados ao produto, pouco desejados pelos consumidores. O tratamento
térmico do caldo, que inativa enzimas e micro-organismos, pode trazer uma série de
problemas de qualidade como a caramelizacdo, a reacdo de Maillard, a perda de
aromas, de frescor e de identidade gustativa. Contribuir para a consolidagdo de
meétodos inovadores de processamento e conservacao do caldo de cana-de-agucar

€, portanto, uma area a ser explorada.

As chamadas tecnologias emergentes de processamento e conservagao de
alimentos sao técnicas que se diferem das formas tradicionais de conservacao. Ha,
dentre elas, tecnologias térmicas, como micro-ondas, radiofrequéncia e aquecimento

6hmico, e nao térmicas, como alta pressao hidrostatica, campo elétrico pulsado e



ultrassom. As tecnologias mencionadas tém sido aplicadas para inativagédo de micro-
organismos e enzimas nos alimentos. Nesse contexto, as tecnologias que
despertam bastante interesse sdo as denominadas nao-térmicas, pois permitem
diminuir ou mesmo eliminar os problemas advindos do aquecimento dos alimentos,
evitando perdas nutricionais e sensoriais e aumentando a vida de prateleira dos
produtos. As tecnologias emergentes encontram ainda apelo na busca por
processos mais limpos e eficientes, ja que podem gerar menos residuos e,
geralmente, tém 6timo aproveitamento de energia. Essas tecnologias permitem, na
sintese do processamento de alimentos, a obtencdo de produtos mais frescos,
integros e menos processados, caracteristicas desejadas pelos consumidores.

Dentre as tecnologias emergentes, o uso de ultrassom (US) desperta grande
interesse, pois € uma tecnologia versatil que pode ser aplicada em diversas etapas
do processamento de alimentos. Essa técnica consiste em submeter o alimento a
ondas ultrassOnicas de alta poténcia, provocando, principalmente, o fenbmeno da
cavitacao. Cavitacdo sao microbolhas formadas devido aos sucessivos ciclos de alta
e baixa presséo formados pelas ondas propagadas no alimento, as quais colapsam
violentamente, trazendo efeitos localizados de cisalhamento, aumento de pressao,
aumento de temperatura e danos as estruturas celulares. Ja se sabe que esses
efeitos auxiliam na inativagdo de micro-organismos e enzimas, porém o efeito é
muito variavel em funcdo da combinacdo de poténcia, tempo e temperatura
utilizadas, conjugado ao fato de que o tipo de micro-organismo/enzima e
composi¢cao do meio podem exercer influéncia na inativagao. Nesse sentido, estudos
de aplicagdo de US em diferentes condi¢des e materiais biolégicos auxiliam na
consolidagdo da eficacia e confiabilidade da tecnologia como promotora de

alimentos mais integros, saudaveis e seguros.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o uso da tecnologia de US para
a inativagcdo de enzimas oxidativas enddégenas do caldo de cana-de-agucar. Para
melhor compreensdo, o estudo esta estruturado em seis capitulos. No Capitulo 2,
serao apresentados os objetivos gerais e especificos. O Capitulo 3 é dedicado a
fundamentacdo tedrica e a revisdo bibliografica. O Capitulo 4 apresenta a

metodologia a ser empregada para execugdo do projeto. O Capitulo 5 traz os



resultados e discussbes de todas as etapas do estudo. Por fim, o Capitulo 6
apresenta as consideragdes finais e sugestdes para a continuidade da pesquisa.



2

2.1

OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo & avaliar a aplicagdo de termossonicagao

para a inativacdo de enzimas enddgenas em caldo de cana-de-agucar, buscando

alternativas tecnoldgicas para a conservagdao e consequente comercializagdo do

produto.

2.2

Objetivos Especificos

Os objetivos especificos sao:

o avaliar a cinética de inativacdo da peroxidase e da polifenoloxidase
durante aplicacdo de termossonicagcdo em diferentes temperaturas;

o avaliar a influéncia das variaveis intensidade, duragcdo de pulsos e
tempo de sonicagdo na cinética de inativagdo da peroxidase durante
aplicacao de termossonicacgao;

o comparar os diferentes tratamentos quanto a sua efetividade na
inativagdo de enzimas, determinando o0s parametros ideais de
processamento;

o avaliar a atividade residual das amostras durante o armazenamento

sob refrigeragao para verificar a possibilidade de regeneragédo das enzimas;

avaliar mudancas de cor e de concentracdo de compostos fenolicos totais em

diferentes temperaturas de processamento e no decorrer do armazenamento

refrigerado.



3 FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo, serdo abordados os pressupostos teéricos que embasam o
projeto e a revisdo bibliografica que o fundamenta e orienta. Serdo objeto de
fundamentacao e revisdo a producao da cana-de-agucar no Brasil e no Rio Grande
do Sul, o caldo de cana, as enzimas presentes no caldo de cana e as tecnologias

emergentes, em especial o US.

3.1 Cana-de-acucar

A cana-de-agucar € uma graminea semiperene (HORIIl, 2004a; MANZATTO
et al., 2009; SILVA, 2016a; SILVA et al., 2017), pertencentes a familia Poacea e a
espécie Saccharum officinarum (MARIN et al., 2009). O Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) mantém o Registro Nacional de Cultivares (RNC)
(BRASIL, 2018; SILVA et al., 2013). Nesse registro, encontram-se, em 2018, 202
cultivares de cana-de-agucar, sendo oito pertencentes a espécie Saccharum
officinarum L., e os demais, hibridos interespecificos (Saccharum L.), dentre os
ultimos um geneticamente modificado (CULTIVARWEB, 2018).

A cana-de-acucar tem seu sistema de producdo constituido de uma safra
decorrente do plantio, seguido de safras oriundas da rebrota das soqueiras (BRASIL,
2018), ciclos esses conhecidos como socas ou folhas (HORII, 2004a). E um cultivo
exclusivo das regides tropicais e subtropicais do mundo (SAXENA et al., 2016).
Colmo, folhas e flores interessam como componentes ou produtos tecnoldgicos
pelos solidos soluveis — agucares ou nado-agucares — que gerardo apos
industrializagdo (HORII, 2004a). A principal parte utilizada da cana € o seu colmo,
inclusive constituindo sua maior composi¢ao, parte da qual obtém-se o caldo de
cana (HORII, 2004b). A Figura 1 apresenta um desenho esquematico contendo as
principais partes da cana e sua composigao principal.



Ponteiro
0-88% umidade)

Colmo industrializavel
\ *60% da biomassa total
|| +70-75% umidade
+15-20% fibra
+10-15% sacarose

Palha
(15-30% umidade)

Figura 1 — Desenho esquematico de uma planta de cana-de-agucar, suas partes componentes
(colmo, ponteiro e palha) e as respectivas composi¢gdes em termos de umidade e biomassa (fibra e
agucar) (MATSUOKA et al., 2012).

As diferentes variedades de cana-de-agucar sao classificadas em precoces,
médias e tardias, levando em consideracdo o momento no qual atingem a
maturac&o (maior teor de agucares). Nos cultivos do centro ao sul do Brasil, as trés
classificagdes acima correspondem respectivamente, segundo Horii (2004b), aos
meses de maio e junho, julho e a partir de agosto. E importante, contudo, destacar
que ha cultivares com ciclos entre 360-450 dias, chamadas “cana de ano”, e entre
451-540 dias, “cana de ano e meio” (BRASIL, 2018).

Antes de se realizar a colheita, € importante que se identifique o estadio de
maturacdo da cana. Quanto maior a riqueza em sacarose, maior sera a produgao
por tonelada de cana (CESAR; SILVA, 2003). O corte da cana-de-agucar se da
quando a cana atinge seu ponto de maturagdo e o teor maximo de sacarose
(ZAMBON; ARAUJO, 2014). Neste ponto o caldo atinge um Brix minimo de 18°
(SOUZA; BRAGANCA, 1999a, 1999b). Na fase de maturagdo, ao contrario do
restante do ciclo, considera-se que a queda na temperatura tenha importancia
fundamental. Temperaturas mais baixas sao responsaveis pela redu¢ao do ritmo
vegetativo e auxiliam no processo de concentragdo da sacarose do colmo, podendo
substituir a deficiéncia hidrica como fator determinante do inicio do processo (MARIN
et al., 2009). O indice de maturagédo pode ser obtido pela leitura dos sdlidos soluveis



totais (SST) no apice e na base da cana, dividindo-se o primeiro resultado pelo
segundo, conforme Santos (2016), que conceitua os seguintes indices: menor que
0,60 para cana verde; entre 0,60 e 0,85 para cana em processo de maturacao; entre
0,85 e 1 para cana madura; maior que 1 para cana em processo de declinio de

sacarose.

Diversos fatores influenciam na qualidade da cana e, por consequéncia, na
qualidade de seus derivados. A variedade cultivada e os fatores edafoclimaticos do
local de plantio sdo as primeiras fontes de variabilidade. Nesse aspecto, Horii
(2004a) destaca:

A composi¢ao quimica e tecnolégica da cana-de-agucar varia em fungéo de
fatores como: variedade, espagamento e perfilhamento; idade e corte;
estagio de maturagado, época de colheita, clima ao longo do ciclo; solo e
fertilidade; adubagédo, compactacdo do solo, irrigagdo (agua ou vinhaga),
tratos culturais e fechamento; sanidade dos cultivares, brotagdo da
soqueira, florescimento e chochamento, entre outros.

Contudo, indiferente das condigbes de cultivo, sdo fatores interferentes e
decisivos na qualidade o grau de maturagdo, a ocorréncia de queimadas, o
fracionamento do colmo e o tempo entre colheita e processamento. Notoriamente,
quanto maior o tempo entre colheita e processamento, maior € a influéncia na
depreciacdo da qualidade técnica e industrial da cana. Isso se da pela clara
influéncia de micro-organismos deteriorantes, bem como de enzimas (HORII,
2004b).

3.1.1 A cana-de-acucar no Brasil

A cana-de-agucar chegou logo apds o descobrimento do Brasil, mas a cultura
ganhou importancia econdmica a partir da segunda metade do século XVI, quando
os engenhos do Nordeste Brasileiro passaram a operar (MARIN et al., 2009). O
favoravel clima tropical quente e umido, o fértil solo nordestino de massapé e a mao-
de-obra escrava africana lancaram as bases para consolidar a producdo canavieira
no Brasil colénia (SOARES et al., 2013). Voltada inicialmente para a produgédo do
acgucar, a cana-de-acucar se transformou num dos principais ciclos econdmicos e
tornou-se um dos cultivos mais importantes do pais, com uso crescente na produgao
de alcool combustivel nos dias atuais (SOARES et al., 2013). O Brasil ocupa posigéao

de destaque na produgdo mundial de cana-de-agucar, figurando como maior



produtor (ABREU et al., 2013; CESAR; SILVA, 2003; MARQUES et al., 2013; PRATI;
CAMARGO, 2008; ZAMBON; ARAUJO, 2014). Atualmente, a cultura ocupa mais de
10 milhdes de hectares, o que garante a lideranga do pais, seguido pela india (cerca
de 5 milhdes de ha) e Tailandia (cerca de 1 milhdo de ha) (FAO, 2020). E um
importante cultivo da economia brasileira, e o pais mantém a lideranga global na
tecnologia de produgao de etanol e agucar.

Rica em sacarose, a cana-de-acucar €& a principal matéria-prima na
manufatura de 70 % do acgucar do mundo (HUANG et al., 2015). No pais, o cultivo é
destinado, em sua maior parte, a producdo de agucar e de etanol e, em menor
escala, para outras finalidades, como a alimentacdo animal e fabricacdo de
aguardente, entre outras (BRASIL, 2018). Na atualidade, cada vez mais se
descobrem novas funcionalidades, sobretudo para os residuos. A importancia da
cana-de-agucar € decorrente de sua multipla utilidade, sendo empregada in natura,
sob a forma de forragem para alimentagdo animal, ou como matéria-prima para a
fabricagao de rapadura, melado, aguardente, agucar e alcool (LUI et al., 2011).

O negédcio da cana-de-agucar no Brasil apresenta vultosos numeros. Dos
valores de exporta¢des do agronegocio em 2020 (dados disponiveis até fevereiro), o
complexo sucroalcooleiro representou 8,18 % do total (AGROSTAT BRASIL, 2020).
Os dados da ultima série historica (2005/6 a 2018/19) trazem como média da area
total colhida 7.944,5 mil hectares por ano, estimando para a safra corrente, 2019/20,
8.481,2 mil hectares segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB,
2020). A principal regido produtora é Sudeste, com uma produgdo proxima a trés
vezes superior a segunda colocada, Centro-Oeste. Notoriamente, a regido Sudeste
deve sua posicdo isolada pela forte industria sucroalcooleira do estado de Sao
Paulo. A regido Sul, por sua vez, teve a quarta maior area colhida, com 570,1 mil ha,
distribuidos entre Parana (569,1 mil ha) e Rio Grande do Sul (0,7 mil ha) (CONAB,
2020).

A analise da destinacao da cana-de-acucar na industria sucroalcooleira é feita
utilizando o conceito de agucar total recuperavel (ATR). Segundo a CONAB (2017),
o ATR representa a quantidade util de sacarose no caldo da cana-de-agucar, e € a
matéria-prima basica do processo de fabricacdo dos produtos finais. Do montante de
ATR na safra 2018/19, 35,5 % foi destinado a produgédo de agucar em todas suas
formas, mostrando que a predominancia do complexo sucroalcooleiro é para a

producdo de etanol, sendo que somente a produgdo de combustiveis (etanol anidro)



representou 19,2% de todo ATR (CONAB, 2020).

3.1.2 A cana-de-acucar no estado do Rio Grande do Sul

A produgao de cana-de-agucar no estado do Rio Grande do Sul (RS), apesar
de pequena em relacdo a nacional, tem importadncia por estar tradicionalmente
associada as atividades desenvolvidas em areas de pequena propriedade e
agricultura familiar, relacionadas a criagdo de gado e ao processamento artesanal de
varios produtos, como melado, rapadura, agucar mascavo e cachaga (SILVA, 2016b;
SOARES et al.,, 2013). A experiéncia da AGASA (Acgucar Gaucho S.A.) foi
considerada como uma iniciativa de sucesso, apesar de hoje ndo existir mais
(MALUF et al., 2008).

Em 1974, a Comissdo Especial para Estudo da Agroindustria Agucareira, da
Assembleia Legislativa do Rio Grande do Sul, concluiu pela viabilidade da lavoura
canavieira no estado, indicando maior potencial nas areas localizadas nas regides
ecoclimaticas do Litoral Norte, Depressao Central e Alto Vale do Uruguai (MALUF et
al., 2008). O Estado apresenta as areas mais ao sul do Brasil com cultivo de cana-
de-agucar, tendo potencial para ampliacdo da sua producdo em area e produtividade
(SILVA et al., 2016). Nota-se uma concentragao na regido norte do estado em
detrimento do sul, provavelmente pelo fato de que a ultima apresenta menores
temperaturas e risco marcante de geadas (SOARES et al., 2013). O Zoneamento
Agricola de Risco Climatico para a cultura de cana-de-agucar em regime de sequeiro
no Estado do Rio Grande do Sul considera que, dentre os 497 municipios gauchos,
176 sao indicados para o plantio de novas areas destinadas a producio de etanol e
acucar e 204 municipios sao indicados para o plantio destinado a producao de
etanol, acucar e outros fins (BRASIL, 2018). O RS dispde de mais de 6 milhdes de
hectares com aptidao edafica “recomendavel” e praticamente 7 milhdes de hectares
com aptidao “pouco recomendavel” (rf, restricdo edafica por fertilidade), facilmente
potencializadas por meio de correcdo e manejo da fertilidade (ALBA; FLORES,
2013).

No Rio Grande do Sul, a cana pode ser plantada a partir do més de setembro
e a colheita pode iniciar a partir do més de maio do proximo ano, conforme a regiéo,
data de plantio e maturacdo (MALUF et al., 2008). A época preferencial de plantio

nao € muito consensual. A colheita no litoral do estado é realizada de junho em
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diante para cana soca e ressoca, quando as temperaturas baixas (entre 7 °C e 20
°C) e os dias curtos de inverno, ao desativarem o crescimento, promovem a
maturacdo, determinando um acumulo de sacarose até o ponto de colheita (MALUF
et al., 2008). Na regiao Sul, o frio funciona como indutor de maturagao e de acumulo
de acgucar, o que nas regides Norte e Nordeste ocorre através de periodos secos, de
modo que os excessos hidricos de inverno no RS podem ser considerados sem
importancia (MALUF et al., 2008). Temperaturas em torno de 17 °C sao benéficas
para a maturacdo, mas temperaturas muito baixas, 2,5 °C ou menos, podem
interromper ou limitar a maturagdo (MALUF et al., 2008). O RS tem, em média, maior
insolagdo no verdo que os estados da regido Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste
(MALUF et al., 2008).

Enquanto o Brasil possui produtividade média de 72,8 t/ha, o RS fica bem
abaixo, com 20,6 t/ha (SOARES et al., 2013). No entanto, estudos indicam que com
bom manejo do solo e da planta, pode-se obter média de produgédo acima de 90
t/ha/ano por 5 a 7 anos (SILVA, 2016a; SILVA et al., 2017). Como possiveis causas
da alegada baixa produtividade do canavial gaucho, aponta-se provavelmente o
destino da producédo: produgdo de cachaga artesanal, agucar mascavo, melado e
alimentacdo de gado (SOARES et al.,, 2013). A cana de agucar figurou entre as
principais culturas agricolas do RS nas safras de 2016 e 2017 (FEIX et al., 2017), o

que ressalta a importancia do cultivo para o estado.

3.2 O caldo de cana-de-agucar

O caldo obtido da moenda da cana é popular em muitos paises (BROCHIER
et al., 2016; GARUD et al., 2017; SAXENA et al., 2016). O consumo de caldo de
cana € muito popular no Brasil porque é considerado uma bebida refrescante e
energética, a qual € vendida em restaurantes, supermercados, trailers e quiosques
(FRATESCHI et al, 2013). O caldo de cana € uma bebida doce e barata, popular
entre seus consumidores por causa de seu alto conteudo em vitaminas e minerais,
sendo rico em nutrientes como sacarose, frutose, glicose, aminoacidos e minerais
(HUANG et al., 2015). A bebida hidrata rapidamente o corpo apds prolongado calor
e atividades fisicas (KAYALVIZHI et al., 2016). O caldo de cana € um importante
componente na industria de sucos em toda a Asia, onde varios tipos de bebidas a
base de caldo de cana estdo disponiveis no mercado, sendo ainda uma bebida

popular e barata servida em tendas de beira de estrada na época de colheita
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(HUANG et al., 2015).

O caldo de cana-de-agucar € caracterizado como um liquido opaco, com cor
variando de cinza a verde escuro (REZZADORI et al., 2013). E uma solugdo de
sacarose, glicose e frutose, constituida de agua (cerca de 82 %) e SST (em torno de
18 %), sendo estes sdlidos agrupados em agucares organicos, ndo agucares e
inorganicos (SANTOS, 2016). O teor de SST pode variar em fungdo de fatores
ambientais, época de colheita, entre outros fatores, estando geralmente entre 15 e
25 °Brix. O pH é pouco acido, variando entre 5 e 6, sendo mais comum o intervalo
5,2 - 5,4 (PRATI; CAMARGO, 2008). Sua composi¢ao varia com a variedade, idade
e saude da cana-de-agucar, bem como com o0 solo e clima onde é cultivada
(REZZADORI et al., 2013; BROCHIER et al., 2016). Legalmente, o caldo de cana é
um suco, nos termos do Art. 18 do Decreto n° 6 871, de 04 de junho de 2009, e
como tal, ndo deve ser fermentado, concentrado ou diluido, obtido exclusivamente
da cana madura (BRASIL, 2009). A Instrucdo Normativa N° 37, de 1° de outubro de
2018, editada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, define suco
de cana-de-agucar ou garapa o produto obtido da parte comestivel da cana, tendo
como parametros minimos 14 °Brix de solidos soluveis totais, 5,5 de pH e 0,05 g de
acido citrico por 100 g de caldo (BRASIL, 2018).

O caldo de cana se constitui num sistema coloidal muito complexo, no qual o
meio de disperséo é a agua. Neste sistema, alguns constituintes, como os agucares,
as amidas e os aminoacidos, estdo em dispersdo molecular de dificil separagao; os
acidos organicos e os sais minerais apresentam-se dissociados; e as matérias
corantes, silica, gomas, pectinas, proteinas e particulas de cera estdo em estado de
disperséo coloidal (PRATI; CAMARGO, 2008). A dogura é determinada pelo agucar
em maior concentragdo no produto e diferentes agucares apresentam variavel
sensibilidade de dogura (HUANG et al., 2015). O nitrogénio é encontrado no caldo
de cana, principalmente na forma de aminoacidos (30,5% do total de N) e amidas
(24,1 % do total de N), existindo menores quantidades de proteinas e outros
compostos, como nitratos (17,8 % do total de N) (PRATI; CAMARGO, 2008). O teor
de coloides (gomas/polissacarideos) presente no caldo é bastante dependente da
quantidade e tipo de ternos de moagem, pressé&o hidraulica e quantidade de agua de
embebicdo, sendo estimado em 0,02-0,29% (PRATI; CAMARGO, 2008).

Compostos fendlicos sdo importantes constituintes por serem responsaveis

por caracteristicas sensoriais de muitos alimentos (cor, adstringéncia e amargor, por
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exemplo), sendo um dos mais abundantes antioxidantes na dieta humana
(SANT’ANNA et al., 2013). Esses fitoquimicos podem modular a peroxidagdo de
lipideos envolvida na aterogénese, trombose e carcinogénese (ZHISHEN et al.,
1999). Sdo metabdlitos secundarios, e sua estrutura consiste em diversos grupos
hidroxilas ligados a anéis aromaticos (SANT'ANNA et al., 2013). Os compostos
fendlicos do caldo de cana (principalmente acidos fendlicos e flavonoides), assim
como os de outras plantas, tém consideravel funcéo fisioldgica e morfolégica na
planta (HAVSTEEN, 2002). Muitas classes de flavonoides apresentam atividade
antioxidante em relacdo a uma variedade de compostos prontamente oxidaveis,
podendo eliminar 0, e radicais superoxidos por simples transferéncia de elétrons
(ZHISHEN et al., 1999). A oxidagao desses compostos bioativos potencialmente leva

a mudancas nas suas propriedades nutracéuticas (SANT'ANNA et al., 2013).

3.3 Processamento do caldo de cana

O caldo de cana é considerado um bom substrato para o desenvolvimento de
um largo espectro de micro-organismos (BROCHIER et al.,, 2016). Geralmente,
micro-organismos deteriorantes, como Leuconostoc, Enterobacter, Micrococcus,
Lactobacillus, e micro-organismos patdgenos, como coliformes, Salmonella e
Bacillus, deterioram a qualidade das bebidas de cana (GARUD et al., 2017). A acéo
da PFO e POD sobre os compostos fendlicos do caldo podem causar
escurecimento do produto. Por esse motivo, o caldo de cana fresco ndo pode ser
armazenado por longo tempo, devendo ser consumido logo apds a sua extragao.
Assim, a fermentagao e o escurecimento limitam a comercializagdo do caldo de cana
(HUANG et al., 2015), que é, na maioria das vezes, vendido por comerciantes
informais, sob precarias condigbes higiénico-sanitarias (REZZADORI et al., 2013).

O processamento pode aumentar sua vida uti (HUANG et al., 2015),
permitindo uma mais ampla comercializagdo do produto. Derivados de frutas e
vegetais sao geralmente pasteurizados ou esterilizados para assegurar sua
seguranga microbiolégica e manter a qualidade sensorial e nutricional durante o
armazenamento (HUANG et al., 2015). Embora o tratamento térmico possa reduzir a
contagem microbiana do caldo de cana, esse processo pode causar reagdo de
Maillard entre agucares redutores e aminoacidos e também acelerar a destruicdo da
clorofila (HUANG et al., 2015), alterando as caracteristicas sensoriais e nutricionais

do produto.
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O escurecimento enzimatico tem sido evitado por métodos térmicos e
quimicos, mas as perdas causadas pelas altas temperaturas e tempos de
processamento levam pesquisadores a estudar outras alternativas para a inativagao
enzimatica (SAXENA et al., 2016).

Ha atualmente um aumento na demanda por produtos estaveis a temperatura
ambiente, que sejam livres de conservadores quimicos e de facil utilizagdo (SILVA;
FARIA, 2006). Os consumidores buscam alta qualidade e seguranga do alimento,
bem como produtos naturais sem a adicdo de reagentes quimicos (HUANG et al.,
2015). Além disso, existe um crescente interesse da populagédo por alimentos com
alto conteudo de antioxidantes, sendo de grande importadncia a manutencdo desses
compostos durante o processamento (HUANG et al., 2015). A eficacia de um
tratamento € amplamente determinada pela sua habilidade de reter componentes
nutricionais termossensiveis, como, por exemplo, o acido ascorbico (SAXENA et al.,
2016). Pesquisas nessa area permitem aumentar a vida util, conservar sua
qualidade nutricional e tornar o produto disponivel para um amplo grupo de
consumidores (KAYALVIZHI et al., 2016). Para viabilizar a ampla comercializagao do
caldo de cana, um método efetivo de conservacdo que possa controlar o
crescimento microbiano e retenha a qualidade do caldo de cana fresco deve ser
desenvolvido (HUANG et al., 2015).

3.4 Enzimas de interesse presentes em caldo de cana

Enzimas sdo biomoléculas responsaveis pela catalise de diferentes reagdes
em sistemas biolégicos (MOURA et al., 2007); sao proteinas com atividade catalitica
devido a seu poder especifico de ativacdo e conversdo de substratos em produtos
(WHITAKER, 1996).

As enzimas tém grande impacto na qualidade dos alimentos, acelerando
reagcbes de 10° a 10" vezes e sendo altamente seletivas a seus substratos
(WHITAKER, 1996). A velocidade das reagdes catalisadas por enzimas costuma ser
diretamente proporcional a concentragdo de enzima ativa e dependente de modo
complexo das concentragbes de substrato, inibidores e cofatores, e também da
temperatura e do pH (WHITAKER, 1996). A atividade enzimatica é governada pelo
seu sitio ativo de ligagdo, baseado na configuragao tridimensional da molécula de
proteina; alteragdes no sitio ativo de ligagdo ou desnaturagao das proteinas podem

causar perdas na atividade ou mudangas funcionais na enzima (HUANG et al.,
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2015).

A qualidade alimentar (textura, sabor e valor nutricional) de derivados de
frutas e vegetais frescos ou processados pode ser influenciada pela atividade
enzimatica enddgena residual até um certo ponto (HUANG et al., 2015). Estima-se
que mais de 50% de algumas frutas tropicais sejam perdidas devido ao
escurecimento enzimatico, o que acomete também sucos e vegetais frescos,
gerando esforgcos de pesquisa para o controle dessa atividade enzimatica
(WHITAKER, 1996).

A atividade de enzimas naturalmente presentes em frutas e também no caldo
de cana, como PFO e POD, promove mudangas indesejaveis na cor, textura, sabor,
aroma e na composi¢ao nutricional. Consequentemente, essas enzimas sido de
grande interesse de estudo, e muito esforgo tem sido feito para chegar a métodos de
controle do escurecimento enzimatico, sendo a industria de alimentos bem

consciente dessa necessidade em muitos alimentos (WALKER, 2001).

3.4.1 Polifenoloxidase (PFO)

Polifenoloxidase (EC 1.10.3.1), oficialmente 1,2-benzenodiol ou oxigénio

oxidoredutase, é frequentemente chamada de tirosinase, polifenolase, fenolase,
catecoloxidase, cresolase ou catecolase, dependendo do substrato alvo da enzima
em maior quantidade no material em estudo (WHITAKER, 1996). De acordo com
Walker (2001), sao conhecidas também por difenoloxidases (DPO), compondo dois
principais grupos: 0-DPO, conhecidas por catecolases, polifenoloxidases e
tirosinases, e p-DPO, mais usualmente conhecidas como lacases. A PFO é uma das
principais enzimas responsaveis pelo escurecimento do caldo de cana, consistindo,
nesse produto, de duas fragdes, uma labil e outra estavel (SAXENA et al., 2016).

Os mecanismos de acdo da PFO variam ligeiramente, mas produzem
diversos fendis como produtos da catalisacdo. Compostos fendlicos como o acido p-
hidroxibenzdico, catecol, acido cafeico, gossipol e quercetina s&do encontrados em
todos os tecidos vegetais, os quais podem, durante a maceracgao, ser oxidados a
quinonas pelo oxigénio molecular em pH alcalino. Inicialmente, a PFO oxida o-
difendis a o-benzoquinona, e os compostos formados, altamente reativos, podem
reagir com os grupos sulfidril, a-amino e g-amino irreversivelmente, sendo muito

mais rapida a reagao com os dois primeiros (WHITAKER, 1996). A Figura 2 ilustra a
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reacao de escurecimento promovida pela PFO.

® R
Phenolic
PPO + O compounds, amino
PPO + 02 z acids, proteins
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Monophenol Ortho-diphenol Ortho-quinone

Figura 2 — Reagao de escurecimento promovida pela PFO (TARANTO et al., 2017).

As quinonas também podem promover reagdes de condensacao, tendo como
resultado pigmentos marrons de alta massa molar, por vezes referidos como taninos,
0S quais permanecem altamente reativos e prontamente combinam-se com os
grupos sulfidril e amino das proteinas (WHITAKER, 1996). Reag¢des entre quinonas
e grupo amino diminuem a digestibilidade e biodisponibilidade de proteinas
compostas por lisina e cisteina; as o-benzoquinonas reagem com 0 grupo €-amino
dos residuos lisil de proteinas, insolubilizando proteinas e trazendo perdas
nutricionais (WHITAKER, 1996). E importante destacar que essas reacbes de
oxidacdo podem ocasionar também mudancas de textura e sabor nos alimentos.

Qualquer dos grupo de PFO catalisam a oxidagado de o-DPO e p-DPO a suas
respectivas quinonas, que podem reagir ndo-enzimaticamente em cadeia e formar
pigmentos marrom escuros a pretos, conhecidos como melanoidinas (WALKER,
2001). A o-benzoquinona ¢é instavel e, posteriormente a oxidagdo das o-DPO e p-
DPO, catalisa a oxidagcdo n&o-enzimatica por O, que gera melaninas por
polimerizagdo, uma das responsaveis pelas caracteristicas indesejadas de
escurecimento de frutas e de seus derivados (WHITAKER, 1996). A PFO também
oxida antocianinas, a partir da reacdo dessas com o-benzoquinona através de um
mecanismo nao-enzimatico, formando antocianinas oxidadas e produtos de
degradagao (WHITAKER, 1996). Nesse caso, contudo, as antocianinas tornam-se
descoloridas e 0 mecanismo de acao se da, primeiro, pela oxidacido do pirocatecol a
o-benzoquinona, a qual oxida as antocianinas, formando compostos descoloridos
(MARKAKIS,1982).

Além da inibicao ou destruicdo da enzima, ha meios quimicos de prevencgao
da ocorréncia de escurecimento enzimatico. Agdes como eliminagdo de oxigénio e

de fendis, adicdo de acido ascorbico, bissulfito de sédio e tidis podem prevenir o
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escurecimento, atuando na reducdo do produto inicial, o-benzoquinona, evitando a
formacdo de melanina; contudo, a mudanca nos niveis dessas substancias pode
trazer novamente o escurecimento enzimatico, dado que as enzimas continuam
ativas (WHITAKER, 1996). Alguns fendis nao-substratos, como 4-hexilressorcinol e
acido benzdico, sdo inibidores efetivos de algumas PFO, em fungdo de ligagcéo
competitiva desses inibidores no sitio de ligagdo do composto redutor (WHITAKER,
1996). O escurecimento enzimatico pode ser prevenido também pela alteragdo dos
fendis substratos, ligando-os ao polietilenoglicol, a polivinipolipirrolidona ou ao
Sephadex® (gel reticulado de dextrana para filtracdo), bem como por metilagéo
enzimatica de um ou mais grupo(s) hidroxil do substrato fendlico, o que pode ser
especialmente util em sucos (WHITAKER, 1996). Segundo Walker (2001), com base
em diversos autores, € possivel controlar o escurecimento enzimatico de PFO
através da adicido de acido ascoérbico, que reduz os quinoides resultantes da reagao
a seus fendis de origem, ou da cisteina, que se combina com quinonas formando
tioéteres sem cor, bloqueando qualquer reagao posterior de formacao de cores
escuras. Contudo, o autor alega que a inibicao da atividade enzimatica efetiva deve
envolver algum tipo de interacdo no sitio ativo de ligagdo da enzima, por exemplo,
inibicdo por agentes quelantes de cobre ou acidos cinédmicos.

Em relagdo ao pH 6timo de atividade enzimatica, a PFO beneficia-se de pH
préximos a neutralidade (REZZADORI et al., 2013), tendo demonstrado atividade
o6tima na faixa de 6,1 a 6,3 (SIDDIQ; DOLAN, 2017). Chisari et al. (2007)
encontraram valores de 4,0 e 4,5 em duas variedades distintas de morango.
Carvalho; Orlanda (2017), pesquisando a atividade de PFO em buritis, encontraram
o valor 6timo de pH 7,0, verificando completa inativacdo da enzima abaixo de pH 2,0
e acima de pH 10,0.

Chisari et al. (2007) encontraram como temperatura 6tima para PFO valores
entre 50 e 65 °C em morangos, observando cerca de 80 % da atividade maxima
entre 40 e 65 °C e, por outro lado, baixa atividade em temperatura de 4 °C (16 a 32
% da atividade maxima). Os mesmos autores verificaram que a estabilidade a 50 °C
foi de 60 a 120 min, enquanto em 60 °C, apds 20 min, ja era possivel atingir mais do
que uma redugdo decimal. Carvalho; Orlanda (2017) avaliaram a estabilidade
térmica de PFO de buriti em altas temperaturas, reportando que uma inativacédo de
aproximadamente 60% foi alcangada em 4 min a 77 °C; na temperatura de 57 °C, foi

observada baixa inativagcdo mesmo apos 20 min de tratamento térmico convencional
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(cerca de 11 %).

3.4.2 Peroxidase (POD)

Peroxidase (EC 1.11.1.7), oficialmente denominada como doador peréxido,

hidrogénio-peroxido ou oxidoredutase, € uma enzima oxidativa que, assim como a
PFO, tem ampla ocorréncia em vegetais in natura e em produtos alimenticios
processados a base de vegetais. Atua na reagdo enzimatica com peroxidos, sendo
sua atividade limitada pela disponibilidade de componentes aceptores de elétrons
como radicais superoxidos, peréxido de hidrogénio e peroxidos lipidicos (CHISARI et
al., 2007). A enzima reduz esses compostos, enquanto que um doador de elétrons é
oxidado (BRITO et al., 2005). A POD pode participar da destruigdo de vitamina C,
catalisar a perda de cor dos carotenoides na auséncia de acidos graxos insaturados
e promover a descoloracao de antocianinas, sendo que, em muitos casos, o produto
da oxidagao é colorido e serve como base para a determinacao colorimétrica da
atividade da POD (BRITO et al., 2005). A Figura 3 ilustra a reagao de escurecimento
promovida pela POD.

H,CO OCHg4
OCH,
OH
pcromdasc
4 + 2.[]2()2 £ 8112
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H5CO OCH,

tetraguaiacol
(420 nm)

Figura 3 — Reacgao de escurecimento promovida pela POD (CLERICI et al., 2014).

Chisari et al. (2007) encontraram como pH étimo para POD valores entre 6,0
e 6,5 para duas variedades distintas de morango, observando decréscimo de
atividade em pH mais acido provavelmente devido a instabilidade da enzima nesse
pH. Rojas et al. (2017; 2016) avaliaram a atividade de POD em agua de coco
utilizando pH 6,0 como sendo o pH étimo para a enzima. Brito et al. (2005), em um

estudo sobre a atividade de POD de duas variedades de abacaxi, observaram
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atividade 6tima em pH 4,5, verificando baixa atividade em pH inferior a 2,6 e superior
a 7,0; além disso, foi observada estabilidade da enzima (mais de 80 % da atividade
enzimatica estava preservada) apés 24 h a 50 °C na faixa de pH de 4,0 a 9,0. A
grande variabilidade de respostas encontradas na literatura indica que a composig¢ao
das matérias-primas influencia na atividade enzimatica, havendo a necessidade de
uma cuidadosa escolha dos parametros adotados de acordo com o produto em
questao. Brochier (2018), determinando condi¢des ideais para a atividade de POD
em caldo de cana, verificou maior atividade enzimatica entre pH 5,5 e 6,0, aduzindo
ser essa a faixa normalmente encontrada no caldo de cana.

Brito et al. (2005) observaram uma temperatura 6tima de 45 a 55 °C para
atividade da POD em abacaxi. Os autores verificaram que POD permaneceu estavel
apo6s 30 min em temperaturas inferiores a 50 °C; por outro lado, a 70 °C a atividade
reduziu a 15%, e a 80 °C, atingiu a inativagdo completa; ndo obstante, apenas 60 a
120 s a 90 °C foram necessarios para a inativacdo de POD. Em relagdo a
regeneragao, os autores verificaram que amostras tratadas a 75 °C por 10 min
apresentaram 5 e 12 % de regeneracgéo da atividade de POD apés 3 h a 25 °C e 24
h a 5° C, respectivamente.

Bagatini et al. (2018), em estudo de regeneracdo de POD em caldo de cana
tratado de modo convencional e 6hmico, observaram diversos comportamentos em
funcao da temperatura e do modo de tratamento. Em tratamento convencional, a 70
°C, nao observaram diferenga significativa em relacédo a atividade enzimatica inicial;
a 80 °C, observaram aumento em 7 e 14 dias de armazenamento apds tratamento
térmico de 15 min, enquanto que apos tratamento de 30 min, a regeneragéao foi mais
alta e desde o comeco do armazenamento, efeito atribuido a maior liberacdo de
outros substratos para POD. Em aquecimento 6hmico, contudo, a regeneragéo
enzimatica decresceu apos 30 min de tratamento a 80 °C gragas aos efeitos n&o
térmicos, segundo os autores.

Chisari et al. (2007) encontraram valores de temperatura 6tima de POD de
aproximadamente 25 °C em morangos, observando progressiva diminuicdo da
atividade em temperaturas acima de 30 °C, chegando a 90 % de inativacédo em 70
°C. Por outro lado, observaram uma menor atividade a 4 °C (34 a 47 % da atividade
maxima). Rojas et al. (2017; 2016) também relataram um temperatura étima préxima
a 24 °C para POD de agua de coco.

Brochier (2018), ao testar, devido a restricdes técnicas, temperatura maxima
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de 60 °C em caldo de cana, ndo obteve a temperatura 6tima, indicando possivel
termorresisténcia da enzima e atividade maxima em temperatura ainda mais alta do
que a maxima pesquisada.

Chisari et al. (2007) verificaram que a atividade de POD a 50 °C apd6s 60 min
foi de cerca de 20 a 40 % da atividade maxima, sendo mais termolabil do que PFO.
Essa constatagdo contrasta com a maioria das informag¢des encontradas na
literatura, que consideram POD um indicador de eficiéncia de tratamento térmico
justamente por ser uma enzima com alta resisténcia térmica enzimatica (ROJAS et
al., 2017).

Como é possivel verificar, esses valores variam muito entre diferentes
estudos e matérias-primas, havendo a necessidade de se procurar parametros em

experimentos e matérias-primas mais proximas aos desejados.

3.4.3 Isoenzimas

Isoenzimas s&0 enzimas de um Uunico organismo que possuem
qualitativamente a mesma atividade enzimatica, mas diferenciam-se
quantitativamente em atividade e estrutura por diferencas nas sequéncias de
aminoacidos ou por modificagdes pds-translacionais, como glicosilagcado e ativagao
proteolitica, entre outras (WHITAKER, 1996). As enzimas podem ter muitos estados
intermediarios, relacionados aos diferentes valores de energia interna do sistema,
estados que podem apresentar atividade enzimatica igual, maior ou menor do que o
estado inicial da enzima (ROJAS et al., 2017).

As enzimas precisam de energia para passar de um estado a outro, de forma
que, a todo aumento de energia do sistema, espera-se uma mudanga
conformacional, que pode mudar a atividade enzimatica (ROJAS et al., 2017). As
isoenzimas, frequentemente, tém estabilidades térmicas diferentes, trazendo
dificuldade para que determinado tratamento, em uma dada temperatura, inative as
enzimas por completo. Da mesma forma, isoenzimas podem apresentar diferencas
na inibi¢cao por substrato (WHITAKER, 1996).

A POD possui diversos perfis de resisténcia ao aquecimento por poder ter
mais de uma atividade catalitica simultaneamente (BROCHIER et al., 2016). Por
outro lado, a composigao de PFO varia em diferentes plantas, sendo que os estudos

em caldo de cana sugerem uma mistura de duas isoformas, uma termolabil e outra
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termoestavel, com diferentes sensibilidades térmicas: a fragao labil € mais facilmente
inativada a 60-70 °C, enquanto a fragdo estavel torna-se suscetivel a inativacdo a
80-90 °C (SAXENA et al., 2017).

3.4.4 Inativacdo enzimatica

Inibidores enzimaticos sdo importantes meios de controle da atividade
enzimatica, ligando-se reversivel e irreversivelmente as enzimas. Podem ser
proteinas, carboidratos e outros tipos de moléculas, incluindo alguns produtos de
catélise enzimatica (WHITAKER, 1996). A inibigdo, segundo o autor, pode ser:

e competitiva, quando o substrato e o inibidor competem pela ligacdo a enzima;

e na&o-competitiva, quando o inibidor ndo compete com o substrato pela ligagéo a
enzima, podendo ambos ligarem-se a ela simultaneamente;

e incompetitiva, quando o inibidor ndo pode ligar-se a enzima livre, mas sim a um
ou mais complexos intermediarios;

e alostérica, quando a ligagao do inibidor a enzima se da em multiplas subunidades

da mesma.

A desnaturacdo das enzimas elimina a atividade enzimatica, podendo ser
alcangada por modificagdo quimica dos grupos essenciais do sitio ativo de ligagéo,
por irradiagdo, por solventes organicos, por eliminagdo do substrato, por forcas de
cisalhamento, altas pressbes e altas temperaturas (WHITAKER, 1996). Alteracdes
de pH podem afetar a atividade enzimatica, como ja& mencionado no item anterior.
Alta temperatura também exerce influéncia ao desnaturar enzimas, ainda que possa
aumentar a cinética enzimatica das enzimas que permanecem ativas.

Diversos processos aplicados aos alimentos inativam enzimas,
intencionalmente ou ndo, mas nem todos eles levam a instantanea ou completa
inativagdo (WHITAKER, 1996). E importante destacar a possivel ocorréncia de
regeneracao das enzimas, levando a atividade enzimatica residual inclusive a niveis
equivalentes aos observados nas condi¢cdes anteriores aos pré-tratamentos.

O branqueamento € uma técnica amplamente utilizada em vegetais e frutas in
natura, aplicando-se temperaturas brandas para inativacdo de enzimas que
impactam na qualidade do produto. O sucesso desses tratamentos é verificado a
partir de indicadores termoestaveis, enzimas importantes nos diferentes alimentos e

que apresentam boa resisténcia ao calor. Algumas das enzimas indicadoras mais
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comuns usadas em controle de qualidade de processos em alimentos sdo a
peroxidase em vegetais e frutas, a fosfatase alcalina em laticinios e produtos
carneos e a catalase em leite e alguns vegetais (WHITAKER, 1996). No caso do
caldo de cana, a enzima indicadora é a POD.

A energia absorvida de tratamentos como aquecimento 6hmico, campo
elétrico pulsado, sonicagdo e radiagao ultravioleta pode levar a mudangas na
estrutura espacial da enzima, geralmente provocando uma parcial modificacdo
estrutural, quando os sitios ativos de ligagdo podem ficar melhor expostos,
aumentando a atividade enzimatica. Contudo, quando sais e acucares estao
presentes, a modificagdo estrutural pode expor sitios de ligagdo a essas
substancias, podendo reduzir a atividade enzimatica (AUGUSTO et al., 2015).

A inativagcdo enzimatica por US, tecnologia utilizada nesse trabalho e
abordada com mais detalhes no Item 3.5.1, é primordialmente atribuida a cavitagao,
sendo tanto maior a inativagdo das enzimas quanto maior a intensidade de
sonicacao (DIAS et al., 2015). A inativacdo de enzimas monoméricas geralmente
envolve tanto desfragmentagcédo da enzima quanto formagao de agregados, enquanto
que enzimas poliméricas tendem a fragmentar-se em subunidades monoméricas
durante a sonicagéo (DIAS et al., 2015).

Embora o escurecimento enzimatico causado por PFO e POD possa ser
evitado por reversao ou bloqueio das reacdes de producéo de produtos de coloracao
escura, a maior efetividade nesse objetivo € atingida através da inativagdo da
atividade enzimatica, sobretudo com métodos que envolvam algum tipo de interagéo
no sitio ativo de ligagdo da enzima (WALKER, 2001).

lllera et al. (2018), em estudo sobre inativagdo de PFO em suco de maga
através de termossonicagao, afirmam que os efeitos sinérgicos entre temperatura e
ultrassom sao mais efetivos em maiores temperaturas, uma vez que maiores
poténcias de sonicagdo originaram menores atividades enzimaticas residuais na
temperatura mais alta estudada, 67 °C. Comparando o tratamento convencional de
suco de magca a termossonicacdo, houve aumento da atividade de PFO no
tratamento convencional nas temperaturas mais baixas (52 °C e 60 °C); para a
termossonicagao, por outro lado, em qualquer temperatura, houve diminuicdo da
atividade enzimatica, com resultado mais expressivo a 67 °C.

Anaya-Esparza et al. (2017) pesquisaram a influéncia da termossonicagao em

néctar de graviola; utilizando maxima poténcia de sonicagéo e temperatura média de
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54 °C, obtiveram 99 % de reducdo da atividade de PFO, atribuida ao efeito
combinado de cavitagdo e temperatura no processo de desnaturacdo. Os autores
obtiveram reducgéo da atividade de PFO em qualquer das combinagdes de tempo (2,
6 e 10 min) e temperatura (30, 40 e 50 °C) avaliadas; contudo ndo puderam avaliar
os efeitos ndo térmicos por ndo terem estabelecido tratamentos controle com igual
perfil térmico.

lllera et al. (2018) estudaram o efeito de diferentes gases dissolvidos na
inativagao de PFO em termossonicagdo de suco de maga. Com uso de nitrogénio
liquido, foi obtida maior cinética de inativacdo em relacdo ao ar atmosférico. Com
gas carbdnico, as taxas iniciais de inativagdo ndo apresentaram diferengcas em
relacdo ao ar atmosférico, contudo taxas de reacdo maiores foram obtidas com a
continuidade da termossonicacdo. Em todos os casos, a inativagao de PFO foi maior
com o uso de Na.

Um dos mecanismos propostos para a inativagcdo enzimatica por US é a
formacdo de radicais livres. lllera et al. (2018) estudaram a formacgédo desses
compostos em solucdo tampao de citrato de pH 3,9, termossonicada na presenca de
ar atmosférico, N, e CO,. Os autores nao observaram produg¢ao de H,O, nos cinco
primeiros minutos quando os gases eram ar € Ny, e apos isso, até 20 min de
tratamento, estabeleceram uma relacéo linear na producido do composto em fungao
do tempo, sem diferencgas estatisticas entre os diferentes gases. Com o uso de CO,,
o tempo sem formacao de H,O, aumentou para 15 minutos, mas os resultados ao
fim do tratamento nao diferiram dos demais gases, 0 que indica apenas uma inibigao
parcial de CO; na producgao de H,O,. Ja na analise da produg¢ao de nitratos, a maior
taxa foi obtida com o uso de N,, sem observar diferenca entre os valores obtidos
com o uso de CO, e ar. A analise da produgao de nitritos revelou taxas menores
para N, e CO,. Os resultados, para os autores, podem explicar parcialmente a maior
inativagao de PFO com o uso de gases em substituicdo ao ar atmosférico.

3.4.5 Cinética de inativacio enzimatica

A cinética de inativagao enzimatica no processamento de alimentos pode ser
descrita por varios modelos matematicos. Muitos estudos consideram apenas uma a
quatro possibilidades de diferentes isoformas, o que pode ser visto como uma

simplificacdo, dada uma grande variabilidade possivel, ainda que resulte em boa
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descricdo dos dados experimentais; levando-se em conta a complexidade da
inativacdo enzimatica, modelos apropriados devem ser usados para representar
esse mecanismo complexo (ROJAS et al.,, 2017). Grande parte dos estudos
disponiveis na literatura utiliza principalmente os modelos de primeira ordem
simples, de primeira ordem com duas fragdes, de primeira ordem em série e o
modelo de Weibull. A Tabela 1 apresenta as distintas equagdes de modelos
matematicos para predicdo da atividade enzimatica.

Para Rojas et al. (2017), o modelo cinético mais usado é o classico modelo de
primeira ordem, que descreve o mais simples comportamento de inativagdo de uma
enzima ao considerar apenas uma unica isoforma, hipotese também defendida por
Augusto et al. (2015). Essa equagao considera que o mecanismo de inativagao
descreve a passagem das formas nativas da enzima para um unico estado devido a
desnaturacado, considerando como apenas uma fragao a ser inativada (AUGUSTO et
al., 2015).

Tabela 1 — Modelos cinéticos utilizados para predi¢ao de inativagao enzimatica.

Modelo Equagéo®
*Primeira ordem AJ/Ay = exp(=k-t)
Distintas isoenzimas AJAy = Ap -exp(=k,-t)+ Ag - exp(—=kg - t)
*Duas fracdes A/A, a-exp(=k,-t)+ (1 —a) -exp(=kg-t)

A lexp(=k, - t) + 1 - exp(—k, - t)]
*Primeira ordem multicomponente A_o - 1+7r
*Conversao fracional AJAy) = A+ (Ag — A4,) rexp(=k-t)
*Distribuigdo de Weibull AJA0 = exp(—b-th)
Enésima ordem AlAy =[AF"+ (n—1) - k- )Y/ D

A
—= ay+[1+ (ar ky/ky —ky) — (ay - ky/ky — kq)] - exp(—k,

Ao
“t) = [(ay - ky ko — kq) — (g - ky ko — kq)]
-exp(—k, - t)

*Séries

@ A corresponde a atividade enzimatica em um dado tempo t, A, & atividade enzimatica inicial (t = 0), k
a constante da inativagao enzimatica em uma determinada temperatura (s'1), t ao tempo (s), b ao fator
de escala (unidade) e n ao fator de forma. Fonte: Brochier et al. (2016).

O modelo de Weibull é caracterizado por dois parametros: b, o fator de escala
e n, o fator de forma (WEIBULL, 1952; WEIBULL; 1951). Quando aplicado a dados
de sobrevivéncia, o modelo considera que organismos ou moléculas individuais em
uma populacédo nado tém idéntica resisténcia e sensibilidade a agentes letais, e

mesmo os tempos de inativagdo variam para cada organismo ainda que a populagao
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seja pura, em funcdo das variagdes bioldgicas; no caso das enzimas, isso € notado
pela existéncia de isoenzimas e agregados (moléculas que se ligam a enzima e
exercem acgao protetora) com diferente resisténcia ao aquecimento (ROJAS et al.,
2017).

Para Saxena et al. (2017), no modelo de Weibull, a inativagdo enzimatica é
tratada como funcdo da atividade enzimatica residual, que depende de diversos
fatores, como diferengcas na intensidade do tratamento ou desenvolvimento de
resisténcia ao aquecimento pela enzima. Brochier et al. (2016) aplicaram esse
modelo para descrever a cinética de inativagdo de POD e PFO em caldo de cana,
caracterizando o parametro b como sendo a taxa de reacao térmica e o parametro n
como determinador do formato da distribui¢cdo, sugerindo uma degradagao continua
da enzima.

A presencga de diferentes fragdes de enzima e de estados intermediarios pode
resultar em uma cinética de inativacdo mais complexa. Duas fracbes enzimaticas
sdao frequentemente observadas em estudos de inativagdao, envolvendo fragdes
sensiveis e resistentes, trazendo a necessidade de um modelo de primeira ordem de
duas fragdes, composto de uma constante de inativagao da fragao resistente e outra
constante de inativagdo da fragéo sensivel (AUGUSTO et al., 2015).

Alguns casos de inativagdo enzimatica podem ocorrer em duas etapas: uma
equivale a desnaturacdo da enzima nativa a uma forma intermediaria, que pode ter
inativagdo maior ou menor do que a forma nativa. Na segunda etapa, a forma
intermediaria é inativada devido a desnaturagédo. Essa abordagem considera, entao,
dois estados da enzima, nativo e intermediario, cada um sendo inativado por cinética
de primeira ordem, levando a um modelo de primeira ordem em série (AUGUSTO et
al., 2015).

Brochier et al. (2016), avaliando a performance de diversos modelos cinéticos
para descrever a atividade de POD durante tratamento térmico via aquecimento
Ohmico em caldo de cana, encontraram, em qualquer das condigbes, ajustes
superiores utilizando o modelo de modelo de Weibull. Os autores reportaram um
ajuste ainda menos adequado com os modelos de primeira ordem e primeira ordem
multicomponente, justificando o fato por POD ser uma isoenzima e que, portanto,
tem muitas isoformas de resisténcia atuando simultaneamente.

Augusto et al. (2015) pesquisaram a influéncia de tratamento ultravioleta em

agua de coco. Os autores observaram que a inativagcdo de POD n&o seguiu uma
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cinética de primeira ordem, ja que duas regides foram claramente identificadas
quando a escala logaritmica foi utilizada. A taxa de inativagdo mudou apds 20 min,
quando a enzima passou a ser mais resistente ao fotoprocessamento.
Consequentemente, apesar de o modelo de primeira ordem ter tido bom ajuste
estatistico, a cinética enzimatica n&do encontrou boa correlagdo com o modelo em
atividades muito baixas (em torno de 5 % do valor inicial). Assim, o modelo de duas
fracdes e o modelo de primeira ordem em série também foram testados, e, embora
todos tenham tido bom ajuste estatistico, o que melhor adaptou-se aos dados foi o
modelo fracional, sugerindo que POD tenha duas fragbes, inativadas
simultaneamente. No estudo citado, também foi estudada a inativacdo de PFO, nao
tendo sido possivel a modelagem dos dados de inativagdo ao modelo de primeira
ordem, tendo ajustado-se melhor ao modelo de duas fragdes e, com menor acerto,
ao modelo em série.

llera et al. (2018), estudando a cinética de inativagdo de PFO em
temperaturas de 52 a 67 °C através dos modelos de primeira ordem e de Weibull,
observaram um aumento da constante de inativagao enzimatica e diminuicdo do
valor de reducdo decimal com o aumento da temperatura no modelo de primeira
ordem. No modelo de Weibull, através dos fatores de escala e de forma (b e n),
houve diminuicdo do tempo de redugcédo decimal com o aumento da temperatura em
comparagao aos valores obtidos pelo modelo de primeira ordem, o que trouxe
ressalva dos autores em relagdo a uma possivel superestimagao do tempo de
processamento para inativacdo de PFO se o modelo de primeira ordem fosse
utilizado. Ao estudar a inativagcdo enzimatica de PFO provocada por diferentes
gases, os autores obtiveram melhor ajuste dos dados ao modelo de Weibull, em

relacdo ao modelo de primeira ordem.

3.5 Tecnologias emergentes para processamento de alimentos

Os processos térmicos sao amplamente utilizados na industria de alimentos,
em especial para diminuicdo ou eliminagdo de enzimas e micro-organismos.
Atualmente, a pasteurizacéo e a esterilizagdo convencional, utilizando trocadores de
calor, entre outros equipamentos, para aquecer o0s alimentos por
condugao/conveccdo, ainda ocupam uma posicdo dominante na industria de
alimentos. Uma das principais aplicacbes das tecnologias emergentes é a

substituicdo dos tratamento térmicos ou a aplicacido de processos mais brandos,
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permitindo a conservagao dos alimentos (JERMANN et al., 2015).

Apesar dos claros beneficios dos tratamentos térmicos, especialmente sobre
a segurancga dos alimentos e o tempo de prateleira, seus efeitos negativos também
sdo conhecidos. Os processos tradicionais ainda sao limitados por proporcionarem
baixa eficiéncia de transferéncia de calor e sobreaquecimento devido ao tempo
necessario para conduzir calor suficiente até o centro térmico dos alimentos
(PEREIRA; VICENTE, 2010). As mudangas na composi¢do nutricional e nas
caracteristicas sensoriais sdo os principais fatores criticos desses processos.

Nesse contexto, além do continuo esforco na obtencdo da melhoria de
processos tradicionais, tecnologias inovadoras tém sido estudadas. As chamadas
tecnologias emergentes dividem-se em tecnologias térmicas (aquecimento éhmico,
micro-ondas, radiofrequéncia, infravermelho, entre outras) e nao térmicas (campo
elétrico pulsado, ultravioleta, irradiacdo, alta pressado hidrostatica, ultrassom, por
exemplo). Essas tecnologias vém sendo desenvolvidas desde o comego do século
XX ou antes, no entanto algumas delas ainda ndo sao adotadas em larga escala
(JERMANN et al., 2015).

Devido a evidéncias cientificas e maior difusdo do conhecimento, os
consumidores atualmente desejam alimentos ndo apenas com vida de util estendida,
mas também com melhorias na seguranga e na qualidade sensorial e nutricional
(JABBAR et al., 2014). O desenvolvimento das tecnologias emergentes no
processamento de alimentos vai ao encontro das necessidades do consumidor
sobre alimentos seguros, saudaveis e minimamente processados (KNORR et al.,
2011). Nao obstante, as tecnologias emergentes frequentemente representam maior
eficiéncia energética, representando processos mais limpos e ambientalmente
amigaveis.

Além da abordagem da eficiéncia em segurancga dos alimentos e preservacgéo
ambiental, ha de se considerar também os fatores relacionados ao custo de
operagao, ja que sistemas modernos que nao tenham boa adequagao financeira
dificilmente seriam adotados, assim como sistemas em uso podem ser facilmente
substituidos por outros mais modernos que apresentem melhor custo operacional.
Ha, evidentemente, espago para a melhoria da eficiéncia energética e para a
reducédo de custos das tecnologias tradicionais. Segundo Jermann et al. (2015), o
custo das tecnologias emergentes ainda € alto, o que limita a sua difusédo, fato

evidenciado em uma pesquisa de opinido de alcance mundial sobre as tecnologias
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emergentes.

As tecnologias emergentes no processamento de alimentos, sejam térmicas
ou ndo térmicas, muito interessam a pesquisa cientifica e mesmo as industrias,
contudo enfrentam obstaculos, como a falta de estudos comprobatérios de efeitos de
destruicdo sobre micro-organismos e enzimas e o custo relativamente alto de
implantagéo, apesar do apelo que o uso desses diferenciais possa ter na agregagao
de valor ao produto. Ainda que alguns avangos tecnolégicos venham sendo
desenvolvidos desde o comeco do século XX, suas aplicagdes em alimentos
continuam em uma fase que necessita de um volume substancial de pesquisas para
provar sua viabilidade pragmatica (JERMANN et al., 2015). Alguns dos efeitos na
conservagao e na qualidade de muitos alimentos tiveram inumeras revisbes e
constituem informacgdes valiosas para aprovagao de regulamentagdes e como apoio
para decisdes de investimentos de industrias alimenticias (PEREIRA; VICENTE,
2010). Estudar as tecnologias emergentes e a otimizagdo de seus parametros para o
processamento de alimentos €, portanto, uma das principais tarefas da area de
Tecnologia de Alimentos. Limitagbes correntes ligadas ao alto custo, controle
incompleto de varidveis associadas a operacdo dos processos e a falta de
aprovacgao regulatoria tém atrasado uma ampla implementacado dessas tecnologias
em escala industrial (JERMANN et al., 2015).

Dentre as tecnologias emergentes, o ultrassom se destaca por ser uma
tecnologia que pode ser utilizada de forma combinada com outros processos, como
com o proéprio tratamento térmico. A combinac&o de tecnologias térmicas (incluindo
as convencionais) e nao-térmicas pode resultar em otimizagdo do tempo de
processamento e na melhoria das qualidades nutricionais, fisico-quimicas e
sensoriais (LI; FARID, 2016).

3.5.1 Ultrassom

O ultrassom é considerado uma tecnologia ndo térmica, apesar de dissipar
calor e aumentar a energia do sistema onde esta sendo aplicado. Essa tecnologia
consiste em aplicar em um meio ondas sonoras com frequéncias acima do limite de
audicdo humana, normalmente mais altas que 20 kHz (RASO; BARBOSA-
CANOVAS, 2003).

US pode ser gerado por transdutores elétricos, que convertem energia elétrica
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ou mecanica em energia sonora. O US pode ter duas faixas de aplicagcdo em
processamento de alimentos. US de alta frequéncia (2 - 10 MHz) e baixa poténcia
(até 10 W/cmz) nao causa alteracdes fisicas e quimicas nas propriedades da
matéria, como composicdo, estrutura e estado fisico (GARUD et al., 2017). E
utilizado para analise e diagnostico, em testes ndo destrutivos de processamento de
alimentos, provendo informacdes sobre as propriedades fisico-quimicas dos
alimentos e auxiliando na percepg¢ao de conformidades e na monitoria da qualidade
de processos e produtos. J4 o US de baixa frequéncia (20 - 100 KHz) e alta poténcia
(10 a 1000 W/cmz) promove modificacdes na estrutura e composi¢ao dos alimentos,
auxiliando em processos de emulsdo, homogeneizagdo, modificagcdo de textura,
melhoria da transferéncia de massa em processos de extracdo e cristalizacao,
desintegracéao celular, entre outros (GARUD et al., 2017; KNORR et al., 2011).

O tratamento ultrassdnico tem sido reportado como atrativo para a area de
ciéncia e tecnologia de alimentos (KNORR et al., 2011; CAO et al., 2010) em fungao
dos promissores efeitos no processamento e conservagao (CAO et al., 2010), ja que
ocasiona poucas mudancas nos constituintes dos alimentos e pode ser utilizado em
combinagdo com outras tecnologias, tradicionais ou emergentes. O US pode ser
aplicado em muitas etapas do processamento de alimentos, como por exemplo em
operagdes de limpeza, corte, emulsificacdo, homogeneizagéo, extragao, modificagéo
de viscosidade e de textura, cristalizagao e redugao de micro-organismos e enzimas,
sendo principalmente usada em fluidos e fluidos contendo particulas (JERMANN et
al., 2015).

A escolha de tratamento com uma das faixas depende unicamente dos
objetivos a serem alcangados. Em baixas intensidades e amplitudes, a pressao das
ondas induz transmissdo acustica, enquanto altas intensidades e amplitudes
resultam no processo de cavitagdo (KNORR et al., 2011). A Figura 4 ilustra a
cavitagdo durante sonicagao de caldo de cana. O US se propaga no meio liquido e
transfere energia, aumentando a temperatura do meio, o que permite quantificar a
energia transmitida (GARUD et al., 2017).
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a) b sy 7 b)
Figura 4 — Bolhas de cavitagdo em caldo de cana tratado a 80 °C e 75 % de amplitude: a) célula com
caldo de cana em sonicagéo, b) bolha de cavitagdo em destaque.

O US pode ser propagado em um liquido como compressao alternada;
havendo suficiente energia, ocorre a cavitagao, que é a formagao, aumento e rapido
colapso de bolhas microscopicas (RASO; BARBOSA-CANOVAS, 2003). Essas
microbolhas de cavitagdo sao geradas devido as diferengas de pressao, colapsando
violentamente nos sucessivos ciclos da propagagéo de uma onda sénica (TIWARI et
al., 2008). Como consequéncia, tem-se altas temperaturas localizadas, de mais de
5000 K, pressbes de mais de 50000 kPa e grande efeito de cisalhamento;
consequentemente, intensos niveis de energia e pressao locais geram algo como
um efeito localizado de pasteurizagdo sem causar um significante aumento na
temperatura do meio (TIWARI et al., 2009). A Figura 5 ilustra o desenho

esquematico da cavitagao.

Sonication Ultrasound wave

\ /\ /\ /\ / Organi_c
Cavitation \J/ \/ \/ \/ nanoparticle

bubble

Organic
material
molecule

Bubble Bubble Bubble Implosion
forms grows reaches and NPs
unstable creation
size

Figura 5 — Desenho esquematico da formacgao de bolhas de cavitagao (Yariv et al., 2015).

A cavitagdo e os fenbmenos associados sédo responsaveis pela maioria dos

efeitos de US de alta energia no processamento de alimentos (KNORR et al., 2011).
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A Figura 6 exibe a transmissao acustica em torno a uma bolha de cavitagdo. Em
muitos casos, esses fenbmenos, apesar de amplamente conhecidos, ndo foram
estudados a fundo em escala industrial. Cavitacdo, microtransmissao, diferenca de
pressao acustica e aquecimento localizado sdo fendmenos que levaram a muitas

melhorias em processos em escala laboratorial (KNORR et al., 2011).

Figura 6 — Transmiss&o acustica em torno a uma bolha de cavitagdo (THO et al., 2007).

Apesar do interesse recente, a utilizagdo de US em alimentos encontra suas
primeiras referéncias no comeco do século XX. Pesquisas sobre a potencialidade do
US no processamento de alimentos remontam a década de 1920 (KNORR et al.,
2011). A utilizagcdo em escala industrial necessitou algumas décadas para ter as
primeiras experiéncias. O corte ultrassénico foi adotado na década de 1950,
enquanto o fechamento de embalagens e a solda de plasticos foram adotados
algumas décadas mais tarde, em 1990 (KNORR et al., 2011).

Em fungédo do tempo em que US vem sendo estudado, da versatilidade de
resultados e do interesse que desperta a industria de alimentos, ha muito campo de
pesquisa explorado; contudo, ainda ha espago para mais conhecimento. O estado
da arte atual da pesquisa de US na industria alimenticia engloba temas como testes
nao destrutivos, medicdo de textura, estimulacdo de células viaveis, desidratacao
osmotica, leito fluidizado, extrusdo, extragcdo, homogeneizagdo/emulsificacéo,
inativagao de micro-organismos e enzimas (KNORR et al., 2011). Numa pesquisa de
opinido realizada por Jermann et al. (2015), foi constatado uma baixa expectativa

quanto ao uso industrial de US, sendo o maior indice de uso indicado para a
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industria de bebidas (50 %). Os autores acreditam que os resultados devem-se ao
fato de as aplicagbes mais comuns da tecnologia serem em emulsificagdo e
diminuicdo de espuma em bebidas, bem como em limpeza de barris na produciao de
vinho.

O uso de US no processamento de alimentos se da em trés principais
aspectos: estimulagcdo de reagbes microbiologicas e enzimaticas, conservagao de
alimentos (assisténcia aos tratamentos térmicos) e melhoria dos processos de
transferéncia de massa (principalmente secagem e extragdo) (KNORR et al., 2011).
Destaca-se também os efeitos combinados de US e outras tecnologias, sejam
convencionais ou emergentes. US combinado com calor, conhecido como
termossonicacao, € considerado um alternativa para o processamento de alimentos,
uma vez que reduz o tempo/temperatura de exposicdo do produto ao calor quando
comparado com os tratamentos térmicos convencionais (GARUD et al., 2017). O
processamento térmico pode ser melhorado com microtransmissdao nas camadas
limite do fluido, na reducdo de formacido de peliculas pela cavitagdo, e maior
formacao de bolhas de gas durante a evaporagao (KNORR et al., 2011).

Outro potencial interesse de aplicagdo da tecnologia ultrassbnica é para a
ativagcdo ou inativagdo de enzimas. Efeitos positivos de ativacdo da atividade
enzimatica sdo encontrados com uso de US de baixa energia (KNORR et al., 2011),
que atuam promovendo contato entre enzima e substrato (ROJAS et al., 2016). Para
a inativagdo de enzimas, utiliza-se o US de alta energia. Verifica-se na literatura que
a inativagao de enzimas pode ser mais dificultosa do que a de micro-organismos, o
que se explica, em sintese, por serem moléculas de maior resisténcia, por terem a
capacidade de regeneracéo e pela ocorréncia de isoenzimas. Estudos envolvendo
ultrassom e atividade enzimatica devem ser realizados caso a caso para que sejam
elucidados efeitos de ativagdo e inativagdo, uma vez que complexos fenédmenos
estdo envolvidos, como mudangas conformacionais variaveis nas enzimas,
sobretudo mudancas estruturais das proteinas que podem modificar a atividade
enzimatica (ROJAS et al., 2017).

Multiplos fatores influenciam a inativacdo enzimatica durante o
processamento ultrassénico, desde fatores externos, como condigdes ambientais,
condicbes de operacdo, temperatura, tempo de processamento, densidade de
poténcia ou intensidade e frequéncia, até fatores intrinsecos, como caracteristicas

da matriz do alimento, composigdo em relagdo as enzimas alvo e as caracteristicas
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delas (ROJAS et al., 2017). De fato, as propriedades dos diferentes alimentos (pH,
atividade de agua, pressédo de vapor, forga idnica, composigao) e dos processos
(tipo de equipamento, poder volumétrico, frequéncia, intensidade, amplitude,
geometria e distribuicdo de ondas) influenciam a atividade enzimatica (ROJAS et al.,
2016). A pesquisa envolvendo inativagao de enzimas encontra resultados superiores
utilizando termossonicacdo, manossonicagdo ou manotermossonicagao, em
detrimento a aplicagdo de US apenas (KNORR et al.,, 2011). US por si s6 é
geralmente menos eficiente na inativagdo enzimatica do que o tratamento térmico
convencional, e por isso, a termossonicagao € mais efetiva na inativagdo (ROJAS et
al., 2017).

Saeeduddin et al. (2015) relatam uma tendéncia de diminuicdo da atividade
enzimatica para PFO, POD e pectinametilesterase em suco de pera com o aumento
da temperatura de termossonicacédo. Para os autores, o aquecimento e as forgas
mecanicas do US tém um efeito sinérgico na inativagdo enzimatica, possibilitando
atingir os resultados esperados em menor temperatura. Abid et al. (2014) avaliaram
a aplicacdo de termossonicacao em temperaturas de 20 a 60 °C para redugcao da
atividade de POD, PFO e pectinametilesterase e verificaram uma baixa redugéo de
atividade em tratamentos de menor temperatura, o que corrobora os achados acima
mencionados. Rojas et al. (2017), em um estudo sobre a influéncia de sonicagéo na
atividade enzimatica de POD de agua de coco, concluiram que um tratamento com
US por 30 min, 50 % de poténcia, sem assisténcia de tratamento térmico, promoveu
apenas cerca de 27 % de inativacéo, sugerindo que tempos longos de tratamento e
poténcias altas sejam empregadas.

Destaca-se que, apdés uma vasta pesquisa bibliografica, nenhum estudo que
avaliasse a aplicacdo de US para inativagcdo de enzimas oxidativas em caldo de

cana foi encontrado.



4 MATERIAL E METODOS

Nesse capitulo, sdo apresentados os materiais e equipamentos utilizados
para a realizagdo dessa pesquisa, bem como a metodologia empregada para
realizagao dos experimentos e analise dos resultados. A pesquisa foi conduzida no
Laboratdrio de Tecnologia e Processamento de Alimentos (LATEPA), pertencente ao
Departamento de Engenharia Quimica (DEQUI), bem como no Laboratério de
Quimica e Processamento de Alimentos e no Laboratério de Equipamentos
Especiais, do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA), ambos da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

4.1 Caldo de cana-de-agucar

A cana-de-acgucar foi doada por uma propriedade rural situada no municipio
de Veranodpolis, RS, coordenadas geograficas 28°56’10”S e 51°32'58”0. A cana-de-
acgucar, de variedade nativa, foi oriunda de canavial de 5 anos, em sistema de
rebrota, colhida e moida em moenda mecanica. Apds extragdo, o caldo foi
homogeneizado, armazenado em sacos plasticos de polipropileno em volumes
individuais de 150 mL e congelado em freezer doméstico a -18 °C. O transporte das
amostras foi feito em recipiente com isolagao térmica e manutengao da temperatura.
Para realizagdo dos experimentos, o caldo foi descongelado em banho de agua a
temperatura ambiente, sendo entdo homogeneizado e conservado em banho de
gelo até a posterior utilizagao.

Foram utilizados trés distintos lotes de caldo, de modo que o produto fosse
conservado congelado o menor tempo possivel, a fim de manter suas caracteristicas
e nao interferir nos experimentos. Vale ressaltar que as diferentes etapas da
pesquisa foram conduzidas com um unico lote, de modo a permitir sempre
uniformidade entre a matéria-prima do controle e os tratamentos de cada etapa. O
Lote | foi extraido em janeiro de 2019, o Lote Il na primeira quinzena de agosto de

2019 e o Lote lll na segunda quinzena de agosto de 2019.

4.2 Caracterizagao do caldo de cana
O caldo de cana in natura foi caracterizado através das principais analises

que o tipificam, sempre em triplicatas. Foram realizadas as analises de sodlidos
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soluveis totais (°Brix) por refratdmetro digital (MA871, Milwaukee Instruments, Rocky
Mount, EUA), atividade de agua em determinador digital (LabMaster-aw, Novasina,
Lachen, Suiga), pH por potencidmetro digital (DM - 22, Digimed, Sao Paulo, Brasil) e
condutividade elétrica por condutivimetro digital (DM - 32, Digimed, Sao Paulo,
Brasil). Também foram realizadas as analises de cor, compostos fendlicos totais,
flavonoides totais, atividade de PFO e de POD, detalhadas na sequéncia.

4.2.1 Analise da cor

A cor das amostras foi determinada utilizando o método CIELab, com leitura
dos espacos de cor L*, a* e b* através de dois colorimetros: para o Lote | e para os
experimentos de cinética da atividade enzimatica em diferentes temperaturas (item
4.5), foi utilizado um colorimetro portatil (CR-400, Konica Minolta, Téquio, Japao), e
para todos os demais, foi utilizado um colorimetro de bancada (ColorQuest XE,
Hunter Lab, Reston, EUA). O espaco de cor L* refere-se a luminosidade da amostra,
variando entre 0 e 100, equivalendo a preto e branco, respectivamente. Os espacos
a* e b* variam entre -60 e 60, referindo-se, respectivamente, a variacao
verde/vermelho e azul/amarelo. Foi calculada a diferenga total de cor (AE), conforme
a equacéao 1 (CIE, 2004). Valores de AE iguais ou superiores a 2 indicam mudangas
de cor perceptiveis a visdo humana (MESNIER et al., 2014). A Figura 7 demonstra a

esfera esquematica CIELab ilustrando os parametros estudados.

AE* = [(ALY)?(Aa*)?(Ab*)?]V/? (Eq. 1)
Ca i

Green 5“?"4'& '. Quadrant| Red

-a Quadrant T Quadrant IV

Black
Figura 7 — Representagao da esfera CIELab (SANT'ANNA et al., 2013).
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4.2.2 Analise de compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados por espectrofotometria UV-
Vis (UV-1800, Shimadzu, Quioto, Japao), conforme metodologia preconizada por
Waterhouse (2001). Para realizagdo da técnica, 200 yL de amostra foram diluidos
em 850 yL de agua destilada, adicionados de 100 yL de reagente de Folin -
Ciocalteau e 850 uL de solugdo aquosa a 7 % de carbonato de sédio. As amostras
ficaram em repouso por uma hora e depois foram submetidas a leitura da
absorbancia a 765 nm, sendo os resultados obtidos por meio de equacao da curva

de calibracdo previamente realizada (equacao 2).

y = 0,0098x + 0,0378  (R?=0,9976) (Eq. 2)

4.2.3 Analise de compostos flavonoides totais

Os compostos flavonoides totais foram determinados por espectrofotometria
UV-Vis (UV-1800, Shimadzu, Quioto, Jap&o), conforme metodologia preconizada por
Zhuang et al. (1992). Para tanto, 250 yL da amostra foram diluidos em 1.250 pL de
agua destilada e adicionados de 75 pL de solugdo aquosa a 5 % de nitrito de sodio.
A mistura foi agitada e deixada em repouso por cinco minutos. Posteriormente, foi
adicionado 150 uL de solugédo aquosa de 10 % de cloreto de aluminio, deixados em
repouso de 6 minutos. Em seguida, 500 pL de solugéo de hidroxido de sédio 1 M e
775 pL de agua destilada foram adicionados a mistura, que foi submetida a leitura de
absorbancia a 510 nm, sendo os resultados obtidos por meio de equacao da curva

de calibragao previamente realizada (equagao 3).

y =0,0017x +0,0198  (R?=0,9976) (Eq. 3)

4.2.4 Atividade enzimatica de PFO

A analise de atividade de PFO foi realizada de acordo com protocolo descrito

por Walker (2001), modificado por Brochier et al. (2016). Cada amostra compds uma
solugao 1:5 (m:v) com tampao fosfato - citrato pH 5,4 (tamp&o Mcllvaine) (WALKER,
2001). Para tanto, foram tomados 3 g de caldo de cana em um tubo tipo falcon de 15
mL, medidos através de balanga semianalitica (BK 2000, Gehaka, S&o Paulo,

Brasil). Aos tubos foram adicionados 12 mL da solugdo tampao, medidos por
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micropipeta, agitando-se o montante em agitador tipo vortex (AP-56, Phoenix,
Araraquara, Brasil), formando o chamado extrato enzimatico. Por fim, o extrato foi
centrifugado por 10 min a 6.000 rpm e 4 °C (5000R, CIENTEC, Belo Horizonte,
Brasil).

Uma aliquota de 0,25 mL do extrato foi acondicionada em cubeta de acrilico
de 1,5 mL, adicionada de 1,10 mL do mesmo tampao e de 0,20 mL de solucéo de
catecol 0,6 M (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA), homogeneizada rapidamente e lida
em espectrofotdmetro (UV-1800, Shimadzu, Quioto, Japdo) na absorbéncia de 420
nm a 25 °C. A mudancga de coloragao foi monitorada por 3 min, sendo realizada uma
leitura por segundo. A atividade enzimatica de PFO, denominada A, foi determinada
a partir da variagdo na absorbancia por minuto (Aabs/min) e dividida por 0,001; para
tanto, foi utilizada somente a porgao linear da curva, usando regressao linear. Uma
unidade de atividade de PFO é definida como a quantidade de enzima que produz
1 umol de aduto (catecol oxidado) por minuto nas condigdes descritas (CHISARI et
al., 2007). As analises foram realizadas em triplicata para cada ponto experimental,

e o branco foi obtido pela substituicdo da amostra por agua destilada.

425 Atividade enzimatica de POD

A analise de atividade de POD foi realizada de acordo com protocolo descrito

por Chisari et al. (2007), modificado por Brochier et al. (2016). O extrato enzimatico
foi preparado conforme procedimento descrito no Iltem 4.2.4. Uma aliquota de 0,50
mL do extrato foi acondicionada em cubetas de acrilico de 1,50 mL, adicionada de
0,75 mL do mesmo tampéao, de 0,10 mL de solugédo de peroxido de hidrogénio 1 %
(Labsynth, Diadema, Brasil) e de 0,25 mL de solugdo de guaiacol 0,5 % v/v
(Dinamica, Indaiatuba, Brasil), homogeneizada rapidamente e lida em
espectrofotdbmetro na absorbancia de 460 nm a 25 °C. A mudancga de coloragao foi
monitorada por 3 min, sendo realizada uma leitura por segundo. A atividade
enzimatica de POD foi calculada da mesma forma que a descrita no Item 4.2.4. Uma
unidade de atividade de POD é definida como a quantidade de enzima que oxida
1 ymol de guaiacol por minuto nas condi¢des descritas (CHISARI et al., 2007). As
analises foram realizadas em triplicata para cada ponto experimental, e o branco foi

obtido pela substituicdo da amostra por agua destilada.
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4.3 Tratamento Controle

O tratamento controle constou de experimentos que visavam a reproduzir um
tratamento térmico convencional, através do uso de célula de vidro encamisada
acoplada a um sistema de valvulas que permitia a entrada de agua de dois banhos
termostaticos quentes, uma para rapido aquecimento, outro para manutencido da
temperatura. Os tratamentos controle, portanto, serdo chamados de convencionais

nesse trabalho. O sistema de aquecimento pode ser visualizado na Figura 8.

Figura 8 — Sistema utilizado para o aquecimento convencional: a) banho de aquecimento, b) banho
de manutencéo, c) painel de valvulas de aquecimento, d) célula encamisada, e) agitador magnético, f)
sistema de aquisicdo de dados.

O experimento controle foi realizado com o mesmo perfil de temperaturas
utilizado nos experimentos com US para possibilitar a avaliagdo dos efeitos nao
térmicos da tecnologia do US sobre a inativagdo das enzimas, assim como sobre
parametros fisico-quimicos da matéria-prima estudada.

Para cada tratamento, utilizou-se 110 mL de caldo de cana. Dessa forma,
iniciou-se o tratamento com o uso do banho de aquecimento regulado a 100 °C
(Alpha A 6, Lauda, Lauda-Kdénigshofen, Alemanha) até atingir a temperatura de
tratamento (de 1,6 min a 3,6 min) quando suspendeu-se a passagem de agua pela
camisa do banho anterior e iniciou-se a passagem de agua do banho de
manutencgao (Alpha RA 8, Lauda, Lauda-Kdnigshofen, Alemanha), com temperaturas
especificas para cada tratamento (50 a 80 °C).

Durante o experimento, as amostras foram constantemente agitadas
utilizando um agitador magnético (752A, Fisatom, Sdo Paulo, Brasil). A execugao
dos experimentos foi monitorada através de um data logger (FieldLogger, Novus,

Canoas, Brasil) com sensores de temperatura tipo pt-100 (Novus, Canoas, Brasil).
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As amostras foram mantidas a temperatura constante de estudo e coletadas em
intervalos de tempo especificos em cada etapa da pesquisa (de 0 a 25 min), sendo,

em seguida, imediatamente resfriadas em banho de gelo.

4.4 Tratamento ultrassdnico

O tratamento ultrassonico foi realizado utilizando os mesmos equipamentos
que o tratamento controle, acoplando a célula um ultrassom tipo sonda de 1,2 cm de
didametro e frequéncia de 20 kHz (Sonics modelo VC 750, Newtown, EUA), de modo
a constituir um sistema de ultrassom de alta poténcia assistido termicamente

(termossonicacgao). A Figura 9 mostra o sistema de termossonicagao utilizado.

Figura 9 — Equipamento de termossonicagéo: a) banho de aquecimento, b) banho de manutengéo, c)
painel de valvulas de aquecimento, d) célula encamisada, e) agitador magnético, f) sistema de
aquisicao de dados, g) equipamento de US, h) sonda de US acoplada aos sensores de temperatura.

A intensidade de sonicacgdo variou conforme o objetivo de cada experimento,
de 75 a 100 % de amplitude, portanto sempre em tratamentos de baixa frequéncia e
alta poténcia. As temperaturas de processamento foram as mesmas utilizadas nos
tratamentos controle, o que permitiu, como ja descrito, mensurar os efeitos nao
térmicos da tecnologia do US sobre a inativagdo das enzimas e sobre outros
parametros fisico-quimicos estudados. Para tanto, o banho de manutencao teve
temperaturas inferiores as dos experimentos controle (de 35,5 a 68,5 °C),
neutralizando o aumento de temperatura causado pela sonicagdo. O ultrassom, em
todos os casos, foi aplicado somente na fase isotérmica (apdés a rampa de

aquecimento, a qual durou de 2,9 a 5 min).
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4.5 Cinética de inativagcdo em diferentes temperaturas — Etapa |

Os experimentos de cinética de inativagdo da POD em diferentes temperaturas
foram realizados utilizado o caldo de cana do Lote | e serdo referidos doravante
como etapa | desse trabalho. A Figura 10 apresenta o fluxograma para realizagéao
dessa etapa. Os procedimentos consistiram em processar o caldo de cana em
diferentes temperaturas: 50, 60, 70 e 80 °C £ 2 °C. Para cada temperatura, foram
feitos os tratamentos controle (ltem 4.3) e com sonicagéo (Item 4.4), em triplicata.
Antes do inicio do aquecimento, foi coletada a amostra in natura. O caldo foi
aquecido com o banho de aquecimento até a temperatura desejada, quando foi
substituido pelo banho de manutencéo, ocasido em que se fez a coleta do tempo O
min. Na fase isotérmica, foram coletadas amostras nos tempos 2,5, 5, 10, 15, 20 e
25 min. Nos experimentos com sonicacao, o ultrassom foi aplicado a partir do tempo
zero, num regime de 75 % de poténcia e pulsos a cada 10 s, durando 20 s. As
amostras coletadas foram armazenadas imediatamente em banho de gelo e assim
mantidas até serem analisadas, determinando-se a atividade de POD segundo
descrito no Item 4.2.5, e a cor, conforme descrito no ltem 4.2.1.

Para PFO, devido a sua menor resisténcia térmica, foram realizados
experimentos somente na temperatura de 50 °C, conforme descrito no ltem 4.2.4.
Para esses ensaios, foi utilizado o caldo de cana do Lote Il. O caldo foi processado
utilizando poténcia de 75 % e regime de pulsos a cada 10 s, durando 20 s. Na fase
isotérmica, foram coletadas amostras nos tempos 0, 1, 3, 5, 7,5, 10 e 15 min. As
amostras coletadas foram armazenadas imediatamente em banho de gelo e assim

mantidas até serem analisadas.
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Colheita da cana
Extracéo do caldo
Congelamento
Transporte

Descongelamento,

Termossonicacao (US)

Convencional (CV) 50, 60, 70 e 80 °C
50, 60, 70 e 80 °C Poténcia: 75 %

Pulsos: 20 s on / 10 s off

Andlises: Andlises:
Cor Cor
PFO PFO (apenas 50 °C)
POD POD

Modelagem
Analise Estatistica

Figura 10 — Fluxograma da Etapa |: experimentos de cinética de inativagdo em diferentes
temperaturas.

4.6 Avaliagao da influéncia dos parametros de processamento — Etapa |l

Os experimentos para avaliar a influéncia dos parametros de processamento
foram realizados na temperatura de 75 °C somente para a enzima POD (ltem 4.2.5).
Foram avaliadas as variaveis poténcia, duragado de pulsos e tempo de sonicagao,
conforme o descrito no item 4.4. Seis diferentes condicdes de US foram
estabelecidas de acordo com a Tabela 2. Para esses experimentos, foi utilizado o
caldo de cana do Lote Il. O fluxograma com a descricao da etapa Il é apresentado

na Figura 11.

Tabela 2 — Parametros utilizados nos tratamentos de otimizagao para POD, em temperatura de 75 °C.

Tratamento Poténcia (%) Pulsos (on/off) Tempo de sonicagdo (min)
A 75 20s/10s 25
B 75 40s/10s 25
C 75 Continuo 25
D 50 20s/10's 25
E 100 20s/10s 25
F 75 20s/10s 5
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Paralelamente aos experimentos de US, foi conduzido um experimento
controle, em triplicata, a 75 °C, para comparacao, conforme descrito no Item 4.4.
Antes do inicio do aquecimento, foi coletada a amostra in natura. Na fase isotérmica,
foram coletadas amostras nos tempos 0, 2,5, 5, 10, 15, 20 e 25 min. As amostras
coletadas foram armazenadas imediatamente em banho de gelo e assim mantidas
até serem analisadas.

A temperatura de 75 °C foi escolhida em fungdo dos resultados da etapa
prévia terem sido mais claros e efetivos em 70 e 80 °C. O regime de pulsos variou a
sonicagao para além daquela ja estabelecida, de modo a verificar se um menor uso
de sonicagdo, com as consequentes vantagens energéticas e de preservagao do
caldo de cana, seria suficiente para o efeito desejado de inativagao enzimatica. Da
mesma forma que para o regime de pulsos, foram estabelecidas condigbes de
amplitude de sonicagdo que visassem a uma possivel melhoria nos quesitos
eficiéncia energética e preservacao do alimento, porém nesse caso, foi estabelecida
uma condigdo menor e outra maior a ja estabelecida.

Convém ressaltar que o experimento F baseia-se na hipétese de que danos a
estrutura enzimatica possam ser os responsaveis pelos efeitos de inativagao, de
modo que ndo seja necessaria a sonicagdo durante todo o tratamento. Nesse
sentido, Rojas et al. (2017) sugeriram algo semelhante: utilizagdo de US como pré-
tratamento, permitindo um tratamento térmico posterior menos severo. Para esse
estudo, optou-se por realizar o tratamento com US no inicio da fase isotérmica para
averiguar a possibilidade levantada pelos autores acima citados.

A fim de proporcionar maior clareza sobre a dinamica de todo o presente
estudo, esses procedimentos serdo chamados de Etapa IlI, convenientemente

ilustrados pela Figura 11.
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Colheita da cana
Extragdo do caldo
Congelamento
Transporte

Descongelamento

Convencional
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ALl (Poténcia 75 %, 25 min) (Pulsos 20 s on / 10 s off, 25 min) (Pulsos 20 s on / 10 s off, poténcia 75 %)

A)20son/10s off B) 40 s on/ 10 s off D) 50 % E) 100 %
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Figura 11 — Fluxograma da Etapa II: experimentos de avalia¢do da influéncia dos pardmetros de
processamento.

4.7 Avaliagdo da regeneragédo enzimatica durante armazenamento refrigerado —
Etapa lll

Os experimentos realizados para avaliar a regeneragdo da atividade
enzimatica de POD durante armazenamento refrigerado consistiram em processar o
caldo a 80 °C (x 2 °C) por um tempo necessario para atingir a redugao da atividade
enzimatica inicial em 90 %. Foram feitos os tratamentos controle e com sonicagéo
(75 % de poténcia e pulsos a cada 10 segundos, durando 20 segundos), em
triplicata, conforme o descrito nos ltens 4.3 e 4.4, respectivamente. O tempo de
processamento foi obtido a partir do modelo cinético de Weibull, ajustado aos dados
experimentais nas etapas anteriores, equivalendo a 36 min para o tratamento
controle e 23 min para o tratamento termossonicado. Os experimentos dessa etapa
foram realizados utilizando amostras do Lote Ill e estdo apresentados na Figura 12.

Antes do inicio do aquecimento, foi coletada a amostra in natura. O caldo foi
aquecido com o banho de aquecimento até a temperatura desejada, quando foi

substituido pelo banho de manutengao, ocasidao em que se fez a coleta do tempo
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0 min. O caldo permaneceu em temperatura constante durante o tempo estabelecido
pela modelagem matematica. Foram coletadas 9 amostras em tubos tipo falcon de
15 mL, cheios até o limite, tampados e vedados com filme plastico (Parafiim M,
Bemis, Oshkosh, EUA). As amostras coletadas foram armazenadas imediatamente
em banho de gelo para rapido resfriamento.

A condigao de refrigeragéo consistiu em armazenamento na parte inferior de
um refrigerador doméstico, em temperatura de 4 + 2 °C. As amostras coletadas
foram analisadas em diferentes tempos de conservacgao: 0, 1, 2, 4, 8, 14, 18, 22 e 32
dias. Para cada amostra refrigerada foi analisada a atividade enzimatica residual de
POD, concentracdo de compostos fendlicos totais e cor, de acordo com o0s

protocolos descritos nos itens 4.2.5,4.2.2. € 4.2.1

Colheita da cana
Extragdo do caldo
Congelamento
Transporte

Descongelamento

. Termossonicagao
Convencional (US)

(CV) Amplitude 75 %

Pulsos 20 s on / 10 s off

Armazenamento
A=CEIC
0,1,2, 4,8, 14,18, 22 e 32 dias

Andlises:
POD
Cor
CFT

Andlise Estatistica

Figura 12 — Fluxograma da Etapa lll: experimentos de avaliagdo da regeneragéo enzimatica durante
armazenamento refrigerado.
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4.8 Modelagem matematica e analise estatistica

A atividade enzimatica residual (A/Ao - para determinado tempo t e O,
respectivamente) em fungdo do tempo de processamento foi ajustada a dois
modelos: modelo de primeira ordem e o modelo de Weibull. Os dois modelos foram
escolhidos em fungcdo de evidéncias bibliograficas que mostram ajustes mais
adequados dessas equacgodes para a cinética de inativacdo das enzimas estudadas
(BROCHIER et al, 2016; ROJAS et al., 2017).

A modelagem matematica foi feita através de regressdo nao linear pelo
algoritmo de Levenberg-Marquardt utilizando o software Statistica (versdo 12.0,
StatSoft Inc. Tulsa, EUA). O ajuste dos modelos foi avaliado pelo coeficiente de
determinacao (RZ), pelo chi-quadrado (x2) e pela raiz do erro médio quadratico
(RMSE). Os dois ultimos parametros estao representados, respectivamente, nas

equacoes 4 e 5.

__ X(dexp Opred)
X2=— = (Eq. 4)
) 210,5
RMSE = + [zn(aexp — Tprea) ] (Eq. 5)

Nas equacOes acima representadas, de, corresponde aos valores
experimentais, Opeq a0s valores preditos, n ao numero de observagdes e p ao

numero de parametros.

Os parametros cinéticos e demais propriedades avaliadas foram analisados e
comparados utilizando-se teste t de Student, ANOVA e teste de Tukey com intervalo
de confianca de 90 % (Statistica versédo 12.0, StatSoft Inc. Tulsa, EUA).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo, sdo apresentados os resultados das diversas etapas desse
trabalho de pesquisa. Além disso, os mesmos s&o relacionados aos dados
disponiveis na literatura atual, em livros de referéncia e em peridédicos da area de

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos e areas conexas.

5.1 Caracterizacao fisico-quimica do caldo de cana-de-agucar

Os trés diferentes lotes de caldo de cana in natura utilizados para a execucao
desse trabalho foram caracterizados fisico-quimicamente, e os resultados sao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Composigao fisico-quimica dos diferentes lotes de caldo de cana in natura utilizados no
presente trabalho.

Parametro Lote | Lote Il Lote lll
Periodo de colheita janeiro de 2019 agosto de 2019 agosto de 2019
Sélidos soltveis (°Brix) 19,6 + 0,7° 17,3+0,1° 17,6 £0,2°
pH 5,38 + 0,05° 5,63 + 0,02° 5,68 + 0,05°
Cond. elétrica (uS-cm™, 20 °C) 1.955 + 57° 2.249 + 54° 3.647+14°
Atividade de agua 0,947 + 0,002 0,962 + 0,001° -
L* 49+5 74,65 + 0,08° 27,0+0,1°
a* -0,42 0,05 -0,6+0,1° 0,48 + 0,02°
b* 18 +2 23,2+0,1° 0,59 + 0,01°
Fendlicos totais (mg EAG-L™) 476 + 26° 480 + 23° 490 + 39°
Flavonoides totais (mg EC-L™) 480 + 59° 509 + 18° 424 + 20°
Atividade de POD (UAE-min"-g™") 3.044 + 331° 3.196 + 294° 4.813 + 527°
Atividade de PFO (UAE-min"-g™") 1.148 + 114° 2.170 £ 239° -

Resultados expressos como média + desvio padrao. Médias com letras iguais na mesma linha ndo
diferem estatisticamente entre si ao nivel de 10 % de significancia.

Como pode ser observado na Tabela 4, o teor de sdlidos soluveis foi maior
para a amostra do Lote |, que foi colhida no verao de 2019. A presenca de maior teor
de acgucares pode ser compreendida em fungcdo de que em uma regidao de clima
temperado, a planta produz mais acgucares durante a estacdo de verao,
proporcionando maior acumulo na planta quando a colheita € realizada nessa
estacdo. Por outro lado, e de modo convergente, os dois lotes colhidos no inverno
apresentaram menor teor de soélidos soluveis e nao apresentaram diferenca

estatistica significativa entre si. Brochier et al. (2016; 2018) encontraram valores de
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16,4 e 20 °Brix para cana de agucar proveniente da mesma localidade e colhidas em
diferentes estagbes do ano, resultado similar ao reportado nesse trabalho. Silva;
Faria (2006) obtiveram 19 °Brix para a variedade de cana ‘RB72-454’ colhida em
regidao quente, o que estd de acordo com o clima durante a colheita do Lote I.
Saxena et al. (2016) obtiveram valores de 19,6 + 0,1 °Brix para a variedade de cana
‘Pharma’. Rezzadori et al. (2013), em estudo com cana da variedade ‘SP 3250’,
obtiveram valores de 22,1 + 0,5 °Brix.

O pH do caldo de cana das plantas colhidas no inverno n&do apresentou
diferenga estatistica significativa entre si, contudo foi maior do que o pH do caldo
colhido no verdo. Em geral, a maior insolagdo do verdo proporciona maior
combustéao e salificacdo de acidos organicos, contribuindo para o aumento do pH, , o
que nao se confirmou nesse estudo. Também é importante lembrar que a maior
absor¢cdo de sais minerais por algumas variedades pode ocasionar importantes
mudanc¢as no pH, elevando-o, a despeito apenas do fator acidez. Brochier et al.
(2016) obtiveram resultado compativel com o pH do Lote | (5,36 £ 0,05), tendo
utilizado cana da mesma origem, colhida no inverno. As mesmas autoras, em um
estudo com cana de ver&o, encontraram pH de 5,41 + 0,04 (BROCHIER et al.,
2018). Silva;. Faria (2006) obtiveram pH de 5,3 para a variedade de cana ‘RB72-454’
colhida em regido quente, o que esta de acordo com o clima durante a colheita do
Lote I. Saxena et al. (2016) obtiveram pH 5,42 + 0,07 para a variedade ‘Pharma’.
Rezzadori et al. (2013), em estudo com cana da variedade ‘SP 3250°, obtiveram
valor de pH de 5,32 + 0,03.

A condutividade elétrica apresentou os valores mais variaveis dentre as
amostras, havendo diferencga estatistica entre todas elas. A condutividade mais alta
foi a do Lote Illl, seguida pela do Lote Il, ambos de inverno. A mais baixa
condutividade foi a do lote I, colhido no verao. Diferentes variedades e situagdes de
cultivo podem fazer com que uma quantidade variavel de sais minerais e acidos
organicos estejam presentes no caldo, aumentando o potencial de condutividade
elétrica. Nesse sentido, o pH mais alto das colheitas de inverno coincide com o
aumento desse parémetro. Brochier et al. (2016) obtiveram valores de 2022 + 35
uS-cm™ em cana colhida no inverno, e posteriormente, de 1693 + 20 pS:cm™ em
cana colhida no verdao (BROCHIER et al., 2018).

A atividade de agua, embora nao tenha sido determinada no Lote I,

apresentou diferenga estatistica significativa entre os Lotes | e Il, tendo sido maior
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no segundo. Uma possivel causa dessa diferenga talvez seja o teor de sélidos
soluveis totais mais baixo da colheita de inverno, influindo na pressao osmatica e,
por consequéncia, na atividade de agua. A despeito de que os teores de minerais
também exercam influéncia na aw, é provavel que essa influéncia ndo tenha sido
suficientemente forte ao ponto de compensar a influéncia dos teores de solidos
soluveis totais. Novamente, o resultado do Lote | assemelha-se ao obtido por
Brochier et al. (2016), 0,951 £ 0,001.

Os espacos de cor C/IELab do Lote | ndo foram comparados aos dos demais
em funcdo de terem sido realizados em outro equipamento, conforme metodologia.
Esse lote caracterizou-se por estar em uma zona de luminosidade considerada
cinza, possivelmente devido a presenca de borras, tornando o liquido opaco. O
espaco de cor a* denotou, por estar levemente negativo, um tom difuso tendendo ao
verde, estando no limite da zona entre verde e vermelho. A ocorréncia da cor
vermelha pode ser explicada, mais uma vez, a presenga de borras, que tornam o
aspecto visual amarronzado, trazendo tom avermelhado ao liquido. Por sua vez, o
espaco de cor b* indica um liquido com leve coloracdo amarelada, caracteristico do
caldo de cana.

No Lote Il, observa-se o caldo com maior luminosidade, tendo, portanto, cor
menos acinzentada. O espaco de cor a* denota um caldo com leve aspecto
esverdeado, o0 que, conjugado com o tom amarelado de baixa intensidade revelado
pelo espaco de cor b*, permite concluir pelo aspecto esperado ao caldo de cana.

No Lote Ill, todos os parametros apresentam diferengas estatisticas
significativas em relagéo ao Lote Il, consequentemente, esperam-se caldos bastante
distintos do ponto de vista visual. E o caldo com a menor luminosidade,
caracteristica que reforca um aspecto acinzentado. Diferentemente dos dois outros
lotes, esse apresenta coloracido levemente vermelha, como revela o espaco de cor
a* com valor positivo, provavelmente devido a presenca de borras. Ja o espaco de
cor b* apresentou os mais baixos valores, e embora também positivos, posicionam o
caldo como pouco amarelo. E de se destacar o fato de que colheitas de épocas
muito proximas tenham tido comportamentos diversos em relagdo ao aspecto visual,
possibilitando supor que infimas diferencas de colheita, processamento e
conservagao possam trazer diferencas importantes nesse aspecto.

Brochier et al. (2018), analisando caldo de cana de mesma origem e estagao

climatica, obtiveram como valores de espacgo de cor L* 31,3 +0.2, a*1.08 £ 0.07 e b*
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1.71 £ 0.07, valores que, segundo as autoras, caracterizam o caldo como pardo.
Esses valores aproximam-se dos obtidos no Lote IIl.

Os compostos fendlicos totais ndao apresentaram diferengas estatisticas
significativas dentre os diferentes lotes. Grande parte dos compostos fendlicos séo
fitoalexinas responsaveis pela defesa e protecdo das plantas, de modo que
situagcdes de estresse e desequilibrios fisiolégicos podem contribuir para o aumento
dessas substancias (JEANDET et al., 2014). Contudo, n&o foi observada diferenca
de comportamento entre canas colhidas em periodos frios ou quentes, podendo
representar a adaptacao da planta ao clima temperado, bem como a baixa influéncia
dele no mecanismo de defesa da planta. Outra hipotese é a de que a planta reage
de modo semelhante as diferentes intempéries de verao e de inverno, de modo a
nao haver muita diferenca entre os teores de compostos fendlicos totais. Todos os
resultados encontrados se assemelham aos reportados por Brochier et al. (2016),
460 + 33 mg EAG-L", mas sdo substancialmente menores do que os valores
encontrados pelas autoras num estudo posterior, 766 + 52 mg EAG-L” (BROCHIER
et al., 2018).

Os compostos flavonoides totais, assim como compostos fendlicos totais, ndo
apresentaram diferengas estatisticas significativas entre os lotes, corroborando os
resultados de compostos fendlicos totais. Contudo, chama atencdo que os valores
sejam elevados, presumindo que sejam a maioria dos compostos fendlicos
presentes no caldo de cana. Os valores encontrados sao, em média, cerca do dobro
do obtido por Brochier et al. (2016), 222 + 16 mg EC-L™".

A atividade enzimatica de POD n&o apresentou diferenga estatistica
significativa entre o Lote |, de verao, e o Lote Il, de inverno; contudo ambos diferiram
em relagdo ao Lote lll, também de inverno, este ultimo tendo maior atividade.
Embora a situagcdo climatica tenha sido muito proxima, podem contribuir na
compreensao desse fenbmeno os estudos de Marques et al. (2013), que, ao
analisarem a influéncia do regime pluviométrico no aumento da atividade enzimatica
de POD e PFO, observaram valores mais altos de atividade enzimatica para
periodos estios, fato que contribui para um estresse metabdlico das plantas. O
Boletim Climatico do Instituto Nacional de Meteorologia (INMet) relata agosto como
um més com chuvas abaixo do padrdo (MARQUES et al., 2019). Esse fato pode ser
uma das causas para a ampla diferenga entre a atividade enzimatica dos dois lotes

de inverno, contudo apresenta limitada explicacdo quando comparado ao dado de
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verao, estacdo com menor precipitacido e maiores temperatura e estresse hidrico. O
valor do Lote Ill assemelha-se ao obtido por Brochier et al. (2016), 4631 + 469
UAE-min'1-g'1. As autoras, em estudo posterior, observaram 18434 + 1337 UAE-min
1-g'1, valor muito superior ao encontrados nos trés lotes de caldo de cana do
presente estudo, que deve-se, segundo as autoras, pelo fato de que o primeiro
estudo foi realizado com cana-de-agucar colhida no inverno, sendo a maior atividade
de POD verificada no caldo de cana de veréo.

A atividade enzimatica de PFO foi comparada entre o lote de verao, Lote |, e
um dos lotes de inverno, o Lote IlI, havendo diferenca estatistica significativa.
Embora diversos fatores podem refletir na diferenga de atividade entre lotes, dada a
diferenca da época de colheita, a hipotese de maior atividade enzimatica em menor
regime pluviométrico, segundo Marques et al. (2013), pode explicar parte dessa
diferenca. Brochier et al. (2016) obtiveram valor proximo ao observado no Lote I,
1920 + 124 UAE-min"-g™.

Os resultados analiticos evidenciam uma matéria-prima de alta perecibilidade,
pois é rica em acgucares e possui pH e atividade de agua elevados, condigbes
convenientes ao desenvolvimento de um amplo espectro de fungos e bactérias,
consideracao a qual também chegaram Brochier et al. (2016). Quaisquer dos lotes
analisados apresentam resultados comparaveis aos intervalos citados na literatura,
0s quais sao bastante vastos, De todo modo, evidencia-se o bom estado de
maturacao e sanidade das plantas e processamento e conservacao adequados dos
caldos de cana utilizados nesse estudo.

A comparacgao das diferentes amostras permite inferir que condi¢cdes de clima,
solos, tratos culturais e variedades de cana-de-agucar podem trazer algumas
diferengas significativas a composi¢do do caldo, impondo uma necessidade de
padronizagcao da producao industrial, ou, com maior viabilidade industrial, enfatizar
que pode ocorrer variabilidade no produto mais ou menos significativa a depender

da época de colheita da cana, devido a motivos sazonais.

5.2 Cinética de inativagdo enzimatica em diferentes temperaturas — Etapa |

Experimentos de cinética em temperaturas de 50, 60, 70 e 80 °C foram
realizados sem (controle) e com a aplicagao de ultrassom. A Figura 13 apresenta o

perfil de temperatura das amostras de caldo de cana durante o tempo de tratamento.
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E possivel verificar que o perfil de temperaturas dos experimentos controle e
termossonicados, tanto na fase de aquecimento quanto na fase isotérmica, sao
muito semelhantes, o que permite avaliar adequadamente os efeitos nao térmicos da

ultrassonicacgao.
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Figura 13 — Perfil de temperatura das amostras de caldo de cana durante o tempo de aquecimento
convencional (linhas pretas) e a termossonicacao (linhas vermelhas).

5.2.1 Atividade enzimatica da PFO

A Figura 14 apresenta a atividade residual da PFO em caldo de cana ao longo
do tempo para os tratamentos convencionais. Observa-se nessa figura dois grupos
de comportamentos: um composto pelas temperaturas de 50 e 60 °C, com
comportamento mais préximo ao exponencial, correspondendo ao esperado; e outro
grupo composto pelas temperaturas de 70 e 80 °C, com comportamento irregular.
Chama atencao o fato de que as temperaturas mais altas, das quais espera-se
maior inativagao e regularidade dos resultados, tenham comportamento tao diverso,
pouco exponencial e resultados com enorme desvio padrdo. Esse comportamento
deve-se ao fato de que ocorreu, nas temperaturas mais elevadas, uma inativagao
elevada das enzimas ainda na fase de aquecimento. No tempo zero, inicio da fase
isotérmica, a fragdo mais termolabil da enzima ja havia sido inativada, impedindo
uma avaliacdo adequada do comportamento da enzima durante todo o tratamento. A

Tabela 4 apresenta a inativagao observada na rampa de aquecimento, confirmando
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a hipétese acima levantada. A partir de 60 °C, houve inativacado superior a 50 %.
Esse fato justifica os resultados discrepantes e pouco representativos da realidade,
principalmente para as temperaturas mais elevadas. Diante dos resultados
apresentados, optou-se por nao realizar os experimentos com a aplicagao do

ultrassom para as temperaturas de 60, 70 e 80 °C.
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Figura 14 — Atividade enzimatica residual de PFO em caldo de cana ao longo do tempo nos
tratamentos convencionais.

Tabela 4 — Inativagdo enzimatica de PFO em caldo de cana na rampa de aquecimento durante
tratamento convencional em diferentes temperaturas.

Tratamento Inativacdo enzimatica (%)

50 °C 397
60 °C 76+8
70 °C 97,3+0,8
80 °C 97,4+0,5

Os resultados obtidos nessa trabalho sdo semelhantes ao reportados por
Brochier et al. (2016). Essas pesquisadoras realizaram estudos avaliando a
influéncia do aquecimento 6hmico na inativagdo de PFO e POD em caldo de cana.
Os experimentos realizados foram semelhantes aos conduzidos nesse trabalho,
porém utilizando outra tecnologia emergente. As autoras acima mencionadas
também observaram uma alta inativagdo da PFO, 91 % na fase de aquecimento
(com duragao de aprox. 3 min) na temperatura de 70 °C. Contudo, Saxena et al.
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(2016), avaliando o efeito do aquecimento 6hmico na inativagdo de PFO em caldo
de cana, obtiveram resultados diversos ao analisarem os tratamentos controle. Os
autores encontraram a menor inativagao de PFO em 60 °C apds 5 min. Observaram,
ainda, aumento da inativacdo com aumento de tempo e temperatura, mas néao
verificaram diferengas estatisticas entre a atividade residual em 80 e 90 °C,
sugerindo o desenvolvimento de resisténcia da enzima a inativagao apos prolongada
exposicao ao calor, em acordo com outros autores citados naquela pesquisa.

Augusto et al. (2015), em estudo de inativagdo de PFO e POD em agua de
coco por radiagao ultravioleta, ndo puderam determinar a atividade enzimatica de
PFO devido as baixas absorbancias obtidas durante a avaliagdo das amostras em
processamentos superiores a 30 min. Contudo, os autores avaliaram também a
inativacdo de POD e minimizaram as consequéncias ocorridas com a inativacao de
PFO pelo fato de que, obtendo-se condicdo adequada a inativagdo de POD, a PFO,
com ainda menor resisténcia, estaria igualmente inativa. lllera et al. (2018) atribuem
a menor estabilidade de PFO a sua estrutura mais complexa, com trés ou quatro
subunidades em vegetais superiores, o que a torna mais suscetivel a inativagao.

Em fungdo do comportamento irregular da atividade residual em funcdo do
tempo, n&o foi possivel realizar a modelagem matematica dos tratamentos a 70 e
80 °C, seja utilizando o modelo de primeira ordem, seja utilizando o modelo de
Weibull. Situagdo semelhante é descrita por Brochier et al. (2016), os quais n&o
encontram condigdes para a modelagem por qualquer modelo para PFO em
experimentos conduzidos a 60, 70, 75 e 80 °C. De acordo com esses autores, a
modelagem de PFO ndo pode ser realizada porque apenas a fracdo mais
termorresistente das isoenzimas permaneceram ativas durante a fase isotérmica.
Como nao foi adotado o modelo de primeira ordem bifasico, as diferentes fracoes
enzimaticas (resistentes e nado resistentes ao calor) ndo foram consideradas termos
independentes e somadas, num modelo composto. Esse fato pode fornecer alguma
explicacao para que o modelo de primeira ordem n&o tenha tido bons ajustes nas
condicbes estudadas, corroborando a possibilidade de ocorréncia de isoenzimas
termorresistentes.

Devido a alta taxa de inativacédo verificada ainda na rampa de aquecimento
nos tratamentos controle e da clara baixa termorresisténcia de PFO, optou-se por
repetir apenas o experimento a 50 °C, ajustando a duragao da fase isotérmica e os

tempos de coleta de amostra. Para tanto, utilizaram-se amostras do Lote Il, e novos
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experimentos foram conduzidos com e sem aplicagdo de ultrassom. A Figura 15
apresenta os resultados obtidos. Pode-se observar um comportamento exponencial
e erros baixos, permitindo uma correta avaliacdo e comparacido entre os

tratamentos.
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Figura 15 — Valores experimentais (simbolos) e preditos pelo modelo de Weibull (linhas) para
atividade enzimatica residual de PFO em caldo de cana ao longo do tempo nos tratamentos com e
sem aplicacao de ultrassom.

A Tabela 5 apresenta os indices estatisticos para avaliagdo da performance
dos modelos cinéticos testados para descrever de inativacdo de PFO na
temperatura de 50 °C. Como pode ser observado, o modelo de Weibull mostrou-se
mais adequado a modelagem, pois obteve R? maiores e x? e RMSE menores, tendo
sido o modelo selecionado para descrever os dados experimentais de inativacdo da
PFO. Destaca-se que, embora o modelo de primeira ordem também tenha
encontrado muito bom ajuste, o modelo de Weibull foi utilizado em todo o restante
do estudo, por isso foi o escolhido, de modo a padronizar a modelagem. Esse
resultado assemelha-se aos reportados por Brochier et.al (2016), que encontraram
no modelo de Weibull os melhores indices estatisticos para prever a atividade
residual de PFO e POD em caldo de cana. No entanto, esse resultado contrasta o

obtido por Saxena et al. (2017), os quais, em estudo cinético de PFO em caldo de
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cana tratado de modo convencional e 6hmico, comparando os modelos de
conversao fracional, primeira ordem simples e bifasico e de Weibull, obtiveram
melhor ajuste ao modelo de primeira ordem bifasico.

A Tabela 6 apresenta os coeficientes do modelo de Weibull para atividade
enzimatica residual de PFO em caldo de cana nos tratamentos convencionais e com
termossonicacao. Os valores de b, representando a taxa de inativagao enzimatica,
nao apresentaram diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos. Os
valores de n, fator de forma, também nao apresentam diferengas estatisticas
significativas entre si e apresentam acentuada concavidade, reforgando a inativagéo
enzimatica crescente e rapida. Pode-se inferir, portanto, que a inativagdo enzimatica
da PFO em caldo de cana tratado a 50 °C nao sofre influéncia significativa do

tratamento ultrassoénico.

Tabela 5 — indices estatisticos para avaliagdo da performance dos modelos cinéticos para descrever
a inativagdo de PFO em caldo de cana.

R® X2 RMSE

Tratamento

12 ordem Weibull 12 ordem Weibull 12ordem Weibull
50 °C - CV 0,988 0,999 2,42-10° 1,61-10* 4,56-10° 3,04:10™
50 °C - US 0,998 0,999 5,02:10° 3,12:10* 9,48-10* 5,90-10™

Tabela 6 — Coeficientes do modelo de Weibull para descrever a atividade enzimatica residual de PFO
em caldo de cana nos tratamentos convencional e com termossonicacéo.

Tratamento b n

50°C-CV 0,21+0,02° 0,77 +£0,04°
50°C-US 0,15+0,05° 0,93 +0,15°

Resultados expressos como média £ desvio padrao. Médias com letras iguais na mesma coluna nao
diferem estatisticamente entre si ao nivel de 10 % de significancia.

Na Tabela 7 é apresentada a porcentagem de inativagdo da enzima ao final
dos tratamentos. Além de reforcar a auséncia de diferenga estatistica significativa,
esse resultado aponta que em temperaturas baixas, longos tempos de
processamento sdo necessarios para a inativagao da atividade enzimatica de PFO.
Apds 15 min de tratamento a 50 °C, nao foi possivel atingir 90 % de inativagao, valor
buscado em processos de pasteurizagdo de sucos e produto a base de fruta
(SALOMAO et al., 2009; FARAONI, 2006). Saxena et al. (2016) obtiveram como
melhor binbmio tempo/temperatura para caldo de cana em tratamento convencional
os valores de 10 min/80 °C, com o qual a atividade residual no primeiro dia foi de
6,47 + 0,25 %.
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Tabela 7 — Inativagao enzimatica de PFO ao final do tratamento convencional e com termossonicagao
na temperatura de 50 °C.
Tratamento Inativagao enzimatica final (%)
50 °C - CV 85 + 2°
50 °C - US 86 + 1°
Resultados expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si ao nivel de 10 % de significancia.

5.2.2 Atividade enzimatica de POD

As Figuras 16 e 17 apresentam a atividade enzimatica residual de POD em

caldo de cana ao longo do tempo nos tratamentos convencionais e
termossonicados. As temperaturas mais baixas no tratamento convencional, 50 e
60 °C, apresentaram perfil de atividade enzimatica semelhante e alguns pontos de
ativagdo enzimatica, notadamente logo apds o inicio da fase isotérmica e ao fim da
mesma. Esse comportamento deve-se, provavelmente, ao fato de que essas
temperaturas estao préoximas a temperatura limite de atividade da enzima; acima
dessas temperaturas, ja se verifica um comportamento de inativagdo. Observacéo
semelhante foi feita por Brochier et al. (2016) em relagdo a temperatura de 60 °C
para tratamento de caldo de cana em modo convencional e 6hmico, atribuindo o

perfil de ativacédo a provavel temperatura proxima a 6tima da enzima.
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Figura 16 — Atividade enzimatica residual de POD em caldo de cana ao longo do tempo nos
tratamentos convencionais e termossonicados a 50 e 60 °C.
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Figura 17 — Atividade enzimatica residual de POD em caldo de cana ao longo do tempo nos
tratamentos convencionais e termossonicados a 70 e 80 °C.

Para as temperaturas de 50 e 60 °C, pode-se observar que os perfis de
atividade enzimatica dos tratamentos termossonicados assemelham-se entre si, mas
diferem substancialmente dos convencionais. Para os tratamentos com ultrassom,
verifica-se um efeito de inativacdo da POD, enquanto para os tratamentos
convencionais um efeito de ativacdo € observado. A provavel razdo para essa
diferenca sdo os efeitos ndo térmicos do US, sugerindo que a cavitacdo e os
fendbmenos localizados de aumento de pressao e temperatura tenham potencial
dano a atividade enzimatica. Ressalta-se ainda que esse efeito € mais intenso na
temperatura de 50 °C, pois ha um maior distanciamento entre as curvas para os
tratamentos convencional e com sonicagao.

A temperatura de 70 °C apresentou perfis de atividade enzimatica similares
em relagcdo ao comportamento para ambos os tratamentos, mas diferentes em
valores, sendo os experimentos ultrassdnicos 0s que apresentaram uma maior taxa
de inativagao, corroborando os resultados encontrados para as temperaturas de 50
e 60 °C. Na temperatura de 80 °C, obteve-se maior inativacdo, o que era esperado,
uma vez que o aumento de temperatura promove aumento da taxa de inativagao.
Esses resultados s&o similares aos reportados por Brochier et al. (2016), que
avaliaram temperaturas de 70, 75 e 80 °C, sendo que, quanto maior a temperatura

aplicada, menor a atividade enzimatica apresentada. As autoras observaram,
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comparando aquecimento convencional e 6hmico, uma pequena diferenca entre a
atividade enzimatica final de POD a 80 °C, com a menor atividade em favor do
aquecimento 6hmico, embora esses resultados n&do possam ser diretamente
comparados aos do presente estudo, dada a diferente natureza das tecnologias
emergentes adotadas. Por fim, verifica-se que a medida que aumenta a temperatura
de tratamento, diminuem as diferengas entre os tratamentos convencionais e com
ultrassom. Esse efeito pode estar relacionado com a magnitude de ambos fatores na
inativacdo da enzima: a medida que a temperatura aumenta, aumenta o efeito
térmico sobre a inativacdo, o que acaba mascarando, ou encobrindo, os efeitos nao
térmicos do US. Dessa forma, a 80°C a influéncia da aplicagdo do US sobre a
inativagdo enzimatica se torna menos significativa frente a inativagéo térmica.

A Tabela 8 apresenta os valores minimos e maximos para os indices
estatisticos que avaliam a performance dos modelos de primeira ordem e de Weibull
para descrever a inativacdo de POD nos diferentes tratamentos aplicados. Como
pode ser observado na tabela, o modelo de Weibull apresentou maiores valores para
o coeficiente de determinagéo e menores valores para o RMSE. Para o indice x?,
houve maior variabilidade, com os menores valores, em alguns casos, para o
modelo de primeira ordem e os demais, a maioria deles, para o modelo de Weibull.
Diante dos resultados, e levando-se em consideracdo dados da literatura para o
mesmo produto (Brochier et al., 2016), optou-se pelo modelo de Weibull para o

ajuste dos dados experimentais.

Tabela 8 — indices estatisticos para avaliacdo da performance dos modelos cinéticos para descrever
a inativagao de POD em caldo de cana.nos tratamentos convencionais e termossonicados.

Modelo R? X2 RMSE

12 ordem  [0,608; 0,976] [1,99-107;7,87-107;] [1,16:107; 3,03-10]
Weibull  [0,892; 0,9990] [6,89:10°; 1,64:10°%] [6,89:10 1,64:10]]

De acordo com Brochier et al. (2016), o modelo de primeira ordem néo leva
em consideracao a presencga de isoenzimas, nao sendo, portanto, o melhor modelo
para prever a cinética de inativacdo da POD. Cabe ressaltar também que as
diferentes isoformas podem comportar-se distintamente ao longo do tratamento e
também podem “perceber” os efeitos ndo térmicos do US de modo diverso, o que
pode ocasionar variabilidade no ajuste do modelo, por mais que o modelo de Weibull

seja estocastico.
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Nas Figuras 16 e 17 pode-se observar os valores experimentais e preditos
pelo modelo de Weibull para atividlade de POD nas condicdes estudadas. E
necessario esclarecer que, devido ao perfil de ativacdo enzimatica obtido nos
tratamentos a 50 °C, nao foi possivel realizar a modelagem cinética de inativagcéo
desses dados. Embora a temperatura de 60 °C tenha apresentado ativagao
enzimatica no inicio do tratamento convencional, um comportamento de inativacao
se estabelece a medida que o tratamento avanca, tendo sido, portanto, possivel o
ajuste na modelagem cinética. Esse resultado difere do comportamento observado
por Brochier et al. (2016), que relataram ativagdo nos perfis de atividade enzimatica
a 60 °C, tanto em aquecimento convencional quanto 6hmico, n&do conseguindo
ajuste aos modelos matematicos. Essa diferenca entre resultados pode reforgcar a
hipotese de que 60 °C é uma temperatura limite para a atividade enzimatica de
POD, o que justifica o seu variavel comportamento no perfil de atividade enzimatica.

A Tabela 9 especifica os coeficientes do modelo de Weibull para os diferentes
tratamentos aplicados. Comparando-se o tratamento convencional e com ultrassom
numa mesma temperatura, verifica-se que os tratamentos diferem entre si nas
temperaturas de 60 e 70°C para o parametro b. Na temperatura de 80°C, ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos aplicados. Esse resultado reforca a
hipétese levantada de que, em altas temperaturas, o efeito do ultrassom é
“mascarado” pelo elevado efeito térmico na inativagdo enzimatica. Para o parametro
n, fator de forma, ndo se observa diferenca estatistica entre os tratamentos numa

mesma temperatura.

Tabela 9 — Coeficientes do modelo de Weibull para atividade residual de POD em caldo de cana nos
tratamentos convencionais e termossonicados.

Tratamento b n R’ X2 RMSE
60 °C CV 0,02 + 0,02° 0,961 + 0,64° 0,916 1,60-10” 3,03:10”
60 °C US 0,25+ 0,08° 0,285 +0,07° 0,984 9,83-10™ 1,86:10"
70 °C CV 0,04 + 0,01* 0,562 +0,17" 0,911 1,22:10° 2,31-10°
70 °C US 0,07 + 0,01° 0,669 + 0,05" 0,999 6,89:10™ 1,30-10™
80 °C CV 0,28 + 0,08° 0,594 + 0,08° 0,999 1,19-10™ 2,25-10"
80 °C US 0,26 + 0,04° 0,694 + 0,06° 0,994 1,64:10° 3,09:10°

Resultados expressos como meédia + desvio padréo. Médias seguidas de letras iguais na
mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 10 % de significancia.

5.2.3 Avaliacio da cor

A avaliagdo da cor durante os tratamentos térmicos, comparando ponto a
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ponto, seria complexa e pouco eficaz, uma vez que nao se observa variagao de cor
entre pontos préoximos. Por outro lado, a comparacao entre todos os pontos de todos
tratamentos traria também uma série de diferencas estatisticas e conclusées muito
genéricas. Dessa forma, nesse estudo, optou-se por comparar os atributos de cor no
final do tratamento térmico, condicdo mais proxima a utilizada em um tratamento
térmico para uma reducao efetiva de atividade enzimatica. A Tabela 10 apresenta os
parametros CIELab de cor das amostras ao final dos 25 min de tratamento,
comparando experimentos de aquecimento convencional e termossonicagao na

mesma temperatura.

Tabela 10 — Comparativo dos parametros C/ELab de cor para amostras ao final de tratamentos
convencional e de termossonicagao.

Tratamento L* a* b* AE*
CV-50°C 40+1° -06+0,2° 11,2+0,1° 1,72
US-50°C 47+0,8 1,1+0,1° 17 +1° 2,30
CV-60°C 49+2" -0,8+0,1° 14 + 1" 3,78
US-60°C 439+1° 0,38+0,01" 16,0+0,1° 3,18
CV-70°C 44 + 2° -0,5+0,3" 11+ 1° 1,92
US-70°C  45+2° 0,90+0,05° 17,6 +0,2° 5,55
CV-80°C 48+1,81 -0,5%0,1° 15+ 1 5,71
US-80°C 44+01" 146+0,02" 08+0,1 4,05

Resultados expressos como média + desvio padréo. Médias seguidas de letras ou algarismos iguais
na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 10 % de significancia.
AE*: diferenga de cor em relagao a amostra in natura.

Analisando-se o0 espaco de cor L* duas temperaturas apresentaram
diferengas estatisticas significativas entre as formas de aquecimento: 50 °C, onde o
tratamento ultrassénico apresentou maior luminosidade, e 60 °C, onde a maior
luminosidade ocorreu com o tratamento convencional. Analisando os dados para
cada método de aquecimento, também nao se encontra uma relagado entre aumento
de temperatura e maior luminosidade. Nao se pode concluir que o tratamento
ultrassénico traga melhor luminosidade ao caldo de cana.

O espaco de cor a* apresentou diferenga estatistica significativa para todas as
temperaturas no comparativo entre métodos, tendo sempre sido negativo (cor verde)
para os tratamentos convencionais, onde nao existiram diferengas significativas
entre diferentes temperaturas, e positivo (cor vermelha) para os ultrassénicos, onde
existiram diferengcas. Embora as diferengcas tenham sido observadas apenas nos
experimentos termossonicados, e apesar de o efeito da temperatura ter sido

aleatério entre os tratamentos, ndo se pode afirmar contundentemente que o US foi
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responsavel pelas mudancgas de cor verificadas, uma vez que o parametro a* variou
com alguma magnitude, podendo as diferengas serem atribuidas a proépria
composicao das amostras. Também pode-se aventar que uma possivel quebra de
particulas de turbidez pela cavitacdo, ocasionando maior precipitacdo de borras, ndo
parece ter auxiliado na obtengao de cores mais verdes.

O espaco de cor b* foi positivo para todos os resultados, denotando o dominio
da cor amarela. O parametro apenas nao apresentou diferenca estatistica
significativa entre métodos na temperatura de 80 °C. No comparativo de cada
meétodo, ndo foram observadas diferencas significativas. Como a variagdo do
parametro nas diferentes temperaturas em método convencional foi aleatoria, e dado
0 baixo desvio padrdo de todos os resultados, € possivel que o US proporcione
maior coloracdo amarela, o que pode ser devido a agao da cavitacido sobre as
estruturas vegetais da parede celular da cana carreadas ao caldo, liberando ao meio
compostos de coloragdo amarelada. Nao houve diferenga significativa no
comparativo dos métodos de aquecimento apenas em 80 °C, sendo que, nas
demais, os valores maiores sempre foram para os experimentos com US, havendo
diferencas aleatérias no comparativo das diferentes temperaturas em cada método
de aquecimento.

Brochier et al. (2018) relataram, apos tratamentos térmicos convencionais e
6hmicos de caldo de cana, que os valores de L* e b* aumentaram e os de a*
diminuiram ao final do tratamento, indicando coloracdo mais amarelada e luminosa.
Esse comportamento difere sensivelmente do verificado no presente estudo, onde
0s parametros ndo encontraram substancial variagdo. As autoras argumentam que
diversos fatores podem contribuir para as mudancgas observadas, como formacao de
compostos de cor ou degradagdo de outros em mecanismos como reagao de
Maillard, degradagao térmica e elétrica dos compostos e a propria atividade das
enzimas oxidativas. As autoras também sugerem que algumas mudangas de cor
podem estar relacionadas a degradacdo de compostos fendlicos, que formam
compostos coloridos e, no caso do estudo, decairam 10 % na rampa de
aquecimento, podendo ter sido transformados em pigmentos. Contudo, consideram
dificil a correlagdo da degradacdo dos compostos fendlicos e mudangas nos
espacos de cor devido a grande variedade de compostos fendlicos encontrados na
cana de agucar. Saxena et al. (2017) também observaram grande variabilidade nos

atributos de cor de caldo de cana tratado por aquecimento 6hmico, variando
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sensivelmente com temperatura e campo elétrico em tendéncias ndo muito claras,
sobretudo em 80 e 90 °C.

O efeito da temperatura ndao pode ser diretamente correlacionado com as
mudancas de cor, uma vez que houve variagcdes paulatinas para maior € menor nos
valores dos parametros estudados, e assim, nao se pode afirmar que temperaturas
maiores trouxeram maiores variagdes de cor, como seria esperado. Da mesma
forma, as diferencas de comportamento de cor nos diferentes experimentos
termossonicados também nao permitem estabelecer com clareza a relagdo do US
com determinados perfis de coloracdo do caldo de cana, podendo-se, no limite,
inferir que a tecnologia traz menor luminosidade e maior tom avermelhado devido a
suspensao das borras, que tornam-se menores sob sonicagao, numa provavel agao
da cavitagdo, tornando-as mais dispersas apds o tratamento. Segundo Rojas et
al. (2017), sucos de frutas sdo compostos de particulas solidas, como células
inteiras, fragmento de tecidos e células e parede celular, dispersas em um soro
viscoso (solugdo de agua e componentes intracelulares, como agucares e sais).
Essas particulas podem sofrer efeito adicional de disrupcéo de células quando US é
aplicado, mudando a composicao e as propriedades do meio.

Anaya-Esparza et al. (2017) ndo observaram diferenga significativa nos
parametros L* e a* para qualquer tratamento de sonicacdo entre 2 a 10 min e
temperaturas de 30 a 50 °C em néctar de graviola, contudo diferengas nos valores
de b*foram percebidas em 2, 3 e 7 min, atingindo baixas diferengas totais de cor.

Abid et al. (2014), em estudo de temperaturas de termossonicacdo de 20 a
60 °C na melhoria de qualidade do suco de macga, verificou aumento nos parametros
L*, a* e b* Para os autores, a precipitacdo de particulas instaveis devido a
termossonicacao pode ser a responsavel pelo aumento na luminosidade. Os autores
citaram que as mudancgas de cor podem ser por efeitos isolados ou combinados das
variaveis tempo e temperatura. No estudo em questao, foi verificada alta atividade
de PFO e POD durante os tratamentos, o que pode ter afetado os paradmetros de
cor, contudo as diferengas nao foram perceptiveis a olho nu.

lllera et al. (2018) avaliaram mudancgas significativas em todos atributos de cor
apos a termossonicacao de suco de maga, com decréscimo do espaco de cor L* e
aumento dos espacgos a* e b*. O decréscimo em L* foi atribuido a homogeneizagéo
promovida pela sonicagao. A diferenga total de cor, comparada ao suco in natura, foi

perceptivel em 60 e 67 °C, atribuida a reacdo de Maillard e aos varios fenbmenos
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fisicos, quimicos e bioldgicos provocados pela cavitagdo, bem como a possiveis
reacdes de oxidagao causadas pela disrupg¢ao celular. Os autores ainda avaliaram a
formacado de hidroximetilfurfural como indicador de escurecimento nao enzimatico
em tratamentos de termossonicacdo, observando valor constante em qualquer
condigao, garantindo, portanto, que reagdes de escurecimento ndo enzimatico ndo
foram significativas.

Para os valores de diferenga total de cor (AE), em relagcdo a amostra in
natura, ndo se pode afirmar que a temperatura ou a sonicagado exerceram influéncia
nos resultados, pois percebe-se um comportamento aleatério de mudanga de cor em
qualquer ordem em que sao analisados os dados. O parametro AE advém de
calculos a partir dos parametros L* a* e b*, sendo dificil estabelecer relagao direta
entre parametros de processamento e variagdes na diferenca de cor. De todo modo,
pode-se afirmar que ha sempre diferenca entre a cor do caldo in natura e do caldo

no final do processamento.

5.3 Avaliagao da influéncia dos parametros de processamento — Etapa |l

Nessa etapa do trabalho, foi avaliada a influéncia de algumas variaveis
(regime de pulsos, poténcia e tempo de aplicagdo) do ultrassom na cinética de
inativagdo da POD. Os resultados serdo apresentados na forma de graficos, que
foram estruturados analisando a influéncia do regime de pulsos, do tempo de

tratamento e da poténcia de sonicacao individualmente.

Tabela 11 — indices estatisticos para avaliagdo da performance do ajuste do modelo de Weibull aos
dados experimentais de atividade enzimatica residual de POD em caldo de cana nos tratamentos
convencional e termossonicados.

Tratamento Po:?/:r)cia (Po L;'I/soof?) sorlz?g%?) ((i;in) R? x? RMSE
CcVv - - - 0,996 6,26:10°  1,18:10”
A 75 20s/10's 25 0,998 2,91-10*  5,50-10™
B 75 40s/10's 25 0,984 3,19-10°  6,02:10°
C 75 Continuo 25 0,996 1,75-10°  3,31-10°
D 50 20s/10's 25 0,990 8,98:10"  1,69:10°
E 100 20s/10's 25 0,993 1,38:10°  2,61-10°
F 75 20s/10s 5 0,994 6,81:10*  1,28:10°
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Para maior clareza, e para fins comparativos, os dados do tratamento
convencional e do tratamento de termossonicagao utilizado como referéncia serao
repetidos em todos os graficos. Como nao houve variagdo na temperatura de
processamento, 75 °C, essa informagcdo sera omitida doravante. Convém ainda
ressaltar que os resultados foram modelados utilizando apenas o modelo de Weibull,
que foi o escolhido para representar os dados experimentais na etapa anterior por se
mostrar o mais adequado para tanto. A Tabela 11 apresenta os indices estatisticos
que avaliam a performance da modelagem para os 7 tratamentos realizados nessa

etapa. Pode-se observar um ajuste adequado do modelo aos dados experimentais.

5.3.1 Avaliacdo da influéncia do regime de pulsos do ultrassom na inativacido

enzimatica de POD

Foram estabelecidos os regimes de pulsos de duragao de 20 s com intervalos
de 10 s (tratamento A), duracédo de 40 s com intervalos de 10 s (tratamento B) e a
sonicagao continua (tratamento C), com 75 % de amplitude de sonicagdo. A Figura
18 apresenta os valores experimentais e preditos da atividade residual de POD nos
tratamentos convencionais e termossonicados com variagdo de regime de pulsos.
Observa-se que ha uma grande diferenga entre os resultados do tratamento
convencional e qualquer dos tratamentos termossonicados, trazendo a hipétese da
efetividade do tratamento ultrassénico na diminuigdo da atividade enzimatica. Como
ja referido anteriormente, a cavitacdo é apontada por diversas vezes na literatura
como possivel causa de danos a estrutura enzimatica, contribuindo para a
diminuicdo da atividade da enzima.

A Tabela 12 apresenta os coeficientes do modelo de Weibull e os valores
de reducado decimal para os tratamentos convencional e termossonicados com
variacdo de regime de pulsos. Percebe-se que, tanto para o coeficiente b, definido
como taxa de inativacdo enzimatica, quanto para o coeficiente n, fator de forma, o
tratamento convencional se distingue significativamente de todos os tratamentos

termossonicados.
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Figura 18 — Valores experimentais (simbolos) e preditos pelo modelo de Weibull (linhas) para
atividade enzimatica residual de POD em caldo de cana ao longo do tempo nos tratamentos
convencional e termossonicados com variagao de regime de pulsos.

Em estudo semelhante, lllera et al. (2018), ao estudarem a influéncia do
regime de pulsos na inativagdo de PFO em suco de macgé, observaram que a
sonicagao continua proporcionava maior inativagao enzimatica, argumentando que,
embora o regime de pulsos possa significar economia de energia, € menos efetivo
na inativacdo de PFO. Em razdo de ndo haver diferengas significativas entre os
diferentes regimes de pulsos no presente estudo, tendo-se em vista que os
tratamentos com US proporcionaram maior inativagdo enzimatica e que o regime de
pulsos permite melhor aproveitamento de energia, os resultados levam a conclusao
de que a termossonicacao pulsada € uma alternativa para o processamento do caldo
de cana visando a inativacdo enzimatica. E importante ressaltar que essa etapa do
estudo ndo analisou o comportamento de compostos bioativos e nutricionais,
existindo a perspectiva de que a sonicagao possa ser também promotora de valor

funcional e nutricional.
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Tabela 12 — Coeficientes do modelo de Weibull para atividade enzimatica residual de POD em caldo
de cana nos tratamentos convencional e termossonicados com variacao de regime de pulsos.

Tratamento Pulsos b n
cVv - 0,06 + 0,02° 0,90 + 0,09°
A 20s/10s 0,25+0,05*° 0,57 +0,06°
B 40s/10s 0,19+0,04° 0,68+ 0,07
C Continuo 0,18 + 0,06° 0,68 +0,07°

Resultados expressos como média £ desvio padrao. Médias seguidas de letras iguais na coluna néao
diferem estatisticamente entre si ao nivel de 10 % de significancia.

5.3.2 Avaliacdo da influéncia do tempo de sonicacdo na inativacdo enzimatica de
POD

Para avaliar a influéncia do tempo de sonicagdo na inativacdo de POD, além

do experimento com aplicagao de sonicagédo ao longo de todo o tratamento (A), foi
estabelecido um tratamentos de sonicacdo em que a aplicacdo de US se deu
apenas nos cinco minutos iniciais do processamento (tratamento F). O experimento
foi realizado a 75 °C, com 75 % de poténcia de US e com pulsos de 20 s em
intervalos de 10 s; portanto, doravante apenas referir-se-a ao tempo de sonicagao
como distingdo entre os tratamentos. Essa estratégia permitiu avaliar se possiveis
danos iniciais as enzimas bastavam para a efetividade da sonicagado no tratamento
térmico. A Figura 19 apresenta os valores experimentais e preditos para atividade
residual de POD nos tratamentos convencional e termossonicados com variagcéo do
tempo de sonicagao.

Verifica-se na Figura 19 que o tratamento com menor atividade residual de
POD foi aquele com sonicacdo durante todo o tempo de tratamento térmico
(tratamento A). O experimento com 5 minutos iniciais de termossonicagao
apresentou um comportamento distinto: até 15 min houve uma maior inativagcédo do
que o tratamento convencional; contudo, apés 15 min, a atividade enzimatica
residual passou a ser superior ao CV. Poderia aventar-se a hipotese de que o menor
tempo de sonicagao afetou apenas as isoformas menos resistentes, justificando que
a retomada da atividade de POD apds 15 min fosse devido a atividade das
isoenzimas termoestaveis. Essa atividade pode ter tornado-se superior ao
tratamento controle pela acao da cavitagcao que pode haver possibilitado uma maior
exposicao do sitio ativo de ligagdo, aumentando a efetividade da agado enzimatica. O
resultado demonstra que a sonicacdao somente € efetiva se ocorrer paralelamente ao

longo de todo o tratamento térmico.
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Figura 19 — Valores experimentais (simbolos) e preditos pelo modelo de Weibull (linhas) para
atividade enzimatica residual de POD em caldo de cana ao longo do tempo nos tratamentos
convencional e termossonicados com variagao de duragao de sonicagao.

A Tabela 13 apresenta os coeficientes do modelo de Weibull para a atividade
residual de POD. Analisando-se o parametro b, verifica-se que o tratamento A e F
diferem estatisticamente do tratamento convencional. Contudo, os tratamentos A e F
nao diferem entre si. Analisando-se o coeficiente n, referente a forma, ha diferenca
significativa entre o tratamento convencional e todos os sonicados, sem haver
diferenca dentre os ultimos. Essa avaliacdo estatistica dos parametros do modelo
nao conseguiu distinguir o melhor tratamento a ser aplicado uma vez que os
tratamentos A e F nao diferirem entre si. Isso pode ter acontecido porque o
parametro b é bastante influenciado pelos pontos iniciais da curva de cinética onde
ocorre a maior porcentagem de inativagdo da enzima. Contudo, o tratamento F n&o
pode ser aplicado pois ao final a atividade residual aumentou consideravelmente,

sendo superior ao tratamento convencional.
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Tabela 13 — Coeficientes do modelo de Weibull para atividade enzimatica residual de POD em caldo
de cana nos tratamentos convencional e termossonicados com variagao do tempo de sonicagao.

Tratamento b n
CcV 0,06 + 0,02° 0,90 + 0,09°
F 0,19 + 0,04* 0,50 + 0,07°
A 0,25+ 0,05° 0,57 + 0,06°

Resultados expressos como média * desvio padrao. Médias com letras iguais na mesma coluna n&o
diferem estatisticamente entre si ao nivel de 10 % de significancia.

5.3.3 Avaliacdo da influéncia da poténcia do ultrassom na inativacdo enzimatica de
POD

Para a avaliacdo do efeito da poténcia de sonicagao, foram avaliadas as

amplitudes de sonicacédo de 50 % (tratamento D), 75 % (tratamento A) e 100 %
(tratamento E). A Figura 20 apresenta os valores experimentais e preditos da
atividade residual de POD nos tratamentos realizados.

A analise da Figura 20 demonstra que a sonicagdo com poténcia de 50 %
(tratamento D) afetou a atividade enzimatica de forma muito semelhante ao
tratamento convencional. Por outro lado, os tratamentos com sonicagdo de 75 e
100 % (A e E, respectivamente) apresentaram maiores taxas de inativagado do que
os demais. Dessa forma, ha uma aparente potencializagdo dos danos as enzimas
em amplitudes maiores, provavelmente devido a cavitagdo mais violenta, levando a
uma menor atividade enzimatica.

A Tabela 14 apresenta os coeficientes do modelo de Weibull para atividade
residual de POD nos tratamentos aplicados. Comparando-se o coeficiente b, ha
diferenca estatistica na taxa de inativagao enzimatica entre o tratamento A (75 % de
poténcia) e todos os demais. O comparativo do coeficiente n, fator de forma,
apresenta apenas diferenca estatistica clara entre os tratamentos A e convencional,
sendo que os tratamentos termossonicados n&o diferem entre si, e os tratamentos D
e E nao diferem do convencional. Desse modo, 75 % de amplitude demonstrou ser a
melhor poténcia para inativagao, resultado que permite a racionalizacdo do uso de
energia e do tempo de tratamento, podendo, provavelmente, contribuir para uma

melhor manutencgao do potencial funcional e nutricional do produto.
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Figura 20 — Valores experimentais (simbolos) e preditos pelo modelo de Weibull (linhas) para
atividade enzimatica residual de POD em caldo de cana ao longo do tempo nos tratamentos

convencional e termossonicados com variagao de poténcia.

Tabela 14 — Coeficientes do modelo de Weibull para atividade enzimatica residual de POD em caldo
de cana nos tratamentos convencional e termossonicados com variagéo de poténcia.

Tratamento Amplitude b n
cV - 0,06 + 0,02° 0,90 + 0,092
D 50 % 0,12+ 0,09° 0,79 +0,18%°
A 75 % 0,25+ 0,05° 0,57 + 0,06°
E 100 % 0,13+ 0,01° 0,79 £ 0,04*°

Resultados expressos como média £ desvio padrao. Médias com letras iguais na mesma coluna nao
diferem estatisticamente entre si ao nivel de 10 % de significancia.

lllera et al. (2018) estudaram o efeito da variagdo de poténcia durante
termossonicacao de suco de maca para a inativacao de PFO utilizando um aparelho
de 20 kHz de frequéncia constante e amplitudes de 25 a 100 %. Os autores
observaram a menor atividade enzimatica residual (36 £ 6 %) na maxima amplitude,
relacionando a maior inativagdo ao aumento da zona de liquido sob cavitagao e ao

aumento das bolhas de cavitagdo. Por outro lado, foi observado aumento na
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atividade enzimatica quando foi aplicada a menor amplitude, atribuida a
homogeneizagdo provocada pela sonicagdo, que ocorre pela agcdo da energia
acustica proporcionando liberacdo de enzimas usualmente aderidas a parede

celular.

5.4 Avaliagdo da regeneracdo da atividade enzimatica de POD durante

armazenamento refrigerado — Etapa llI

Para avaliar a possibilidade de regeneragdo da POD durante armazenamento
refrigerado, as amostras foram tratadas convencionalmente e ultrassonicamente a
80 °C, em triplicata. Os tratamentos foram dimensionados de forma que 90 % da
atividade enzimatica inicial fosse reduzida. Dessa forma, através da modelagem
matematica realizada anteriormente com os dados dos experimentos de cinética da
atividade enzimatica de POD (ltem 5.2), foi possivel obter o tempo de
processamento adequado. Os tempos calculados a partir do modelo de Weibull para
cada modo de processamento, como exposto no capitulo de Materiais e Métodos,
foram de 36 min para o tratamento convencional e 23 min para o tratamento

termossonico.

5.4.1 Atividade residual de POD durante o armazenamento refrigerado

Ao final de cada tratamento, as amostras foram analisadas quanto a atividade
residual de POD, sendo esse ponto o dia 0 de armazenamento. Os resultados
experimentais de atividade residual ao final do tratamento foram de 6,0 £ 1,0 % e
4.4 + 0,8 % para os tratamentos convencional e com sonicag¢ao, respectivamente.
Nao foram encontradas diferengas estatisticas entre os resultados, que foram
considerados satisfatérios, pois obteve-se a redugao almejada de, no minimo, 90 %
da atividade enzimatica. Além de mostrar efetividade na reducdo da atividade
enzimatica, evidenciou-se o bom ajuste do modelo de Weibull para os dados de
cinética da inativagdo enzimatica nessa temperatura.

A Figura 21 apresenta a atividade residual de POD em caldo de cana ao
longo do tempo de armazenamento sob refrigeracdo para amostras tratadas
convencionalmente e termossonicadas a 80 °C. Pode-se observar um

comportamento variavel da atividade enzimatica residual ao longo do tempo de
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armazenamento para ambos tratamentos. A atividade de POD aumentou nos dois
primeiros dias de armazenamento, diminuindo no quarto dia, e apds, tornou a
aumentar. A maxima atividade foi verificada em 18 dias, regredindo em 22 dias a
valores proximos aos do inicio do armazenamento. A partir do dia 18, o tratamento
ultrassoénico apresentou leve decréscimo, mostrando-se mais estavel durante todo o
tempo de armazenamento do que o tratamento convencional, que aumentou a

atividade enzimatica a niveis semelhantes aos do segundo dia.
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Figura 21 — Atividade enzimatica residual de POD em caldo de cana ao longo do tempo de
armazenamento nos tratamentos convencionais e termossonicados a 80 °C.

Frateschi et al. (2013), estudando a influéncia de diferentes concentragdes de
O, na conservagcdo de colmos de cana variedade SP 19-1011, observaram
tendéncia semelhante na atividade residual de POD: menor valor em 4 dias de
armazenamento, aumentando apos esse dia, independente do tratamento. Bagatini
et al. (2018) verificaram regeneracdo de POD em caldo de cana tratado de modo
convencional a 80 °C durante 15 min no 7° e 14° dias de armazenamento. Esse
comportamento diferiu do observado no tratamento equivalente realizado com
aquecimento 6hmico, o qual manteve atividade enzimatica residual sem diferenca
estatistica em relagéo ao inicio do armazenamento. Contudo, nesse mesmo estudo,
os autores verificaram que quando o tempo de tratamento passava a 30 min, havia
alta regeneracdo de POD no aquecimento convencional, desde o inicio do
armazenamento, com picos de 80 % de regeneragdao, enquanto no aquecimento

6hmico, a atividade de POD diminuia durante o armazenamento, diferindo



71

significativamente da atividade enzimatica inicial. A hipétese dos autores € que o
maior tempo de tratamento tenha liberado compostos que favorecem a atividade de
POD, nao fazendo objec¢ao, porém, do porqué esse comportamento nao se repetiu
na amostra tratada via aquecimento 6hmico.

A atividade residual normalizada de POD no ultimo dia de armazenamento
refrigerado foi de 15 + 03 e 1,1 = 0,1 para as amostras aquecidas
convencionalmente e com aplicagdo de ultrassom, respectivamente. A analise
estatistica demonstrou que ha diferenca estatistica entre a atividade residual de
POD de ambos tratamentos. Dessa forma, pode-se dizer que o US foi efetivo em
reduzir o tempo de tratamento térmico, permitindo um processamento mais
conveniente do caldo de cana, uma vez que menores tempos de aquecimento
permitem preservar mais as caracteristicas nutricionais e sensoriais do produto.
Portanto, ha clara evidéncia da efetividade do tratamento ultrassbnico em trazer
maior estabilidade ao caldo de cana processado durante o armazenamento
refrigerado ao longo do tempo, ja que a atividade de POD foi significativamente
menor no tratamento termossénico apds o periodo de armazenamento. A provavel
causa das diferengcas seja o ja alegado efeito da cavitagdo sobre a estrutura da
enzima.

Em estudo semelhante avaliando a aplicagdo de US em agua de coco, Rojas
et al. (2017) encontraram uma diferenca de 30% no tempo de tratamento térmico
para a primeira reducdo decimal a 85 °C com o uso de US em pré-tratamento
térmico, sugerindo que o US pode modificar agregados enzimaticos e reduzir o seu
efeito protetor no processo de inativagdo térmica, ademais de diminuir o numero de
isoformas, com resisténcias equivalentes.

Os binbmios temperatura/tempo sugeridos no presente estudo foram de 80
°C/36 min para o tratamento convencional e 80°C/23 min para o tratamento
ultrassénico. Silva; Faria (2006), em estudo comparativo entre diferentes formas de
processamento, obtiveram esterilidade comercial utilizando como binédmio
141 °C/10 s no tratamento térmico de caldo de cana produzido pelo sistema
asséptico, e 110 °C/10 s no enchimento a quente. Esses valores servem apenas de
parametro, pois o presente estudo n&o objetivou a esterilidade comercial, apenas a

reducao decimal.
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5.4.2 Variacao dos atributos de cor durante o armazenamento refrigerado

A Tabela 15 apresenta os parametros C/IELab de cor do método durante o
armazenamento do caldo de cana tratado de modo convencional e ultrassénico a
80 °C. Inicialmente, serdo analisadas as diferengcas entre os tratamentos, e,

posteriormente, os valores nos tempos finais de armazenamento.

Tabela 15 — Parametros C/IELab de cor para amostras tratadas de modo convencional e ultrassdnico
a 80 °C e armazenadas sob refrigeracéo.

Tratamento Amostra L* a* b* AE
IN 30+ 1% 0,9+0,1°  0,92+0,04° -

Dia 0 29 + 1% 0,5+0,1° 1,7+0,9° 1,9

oV Dia 1 27 +3° 2+1% 2+1% 30,9

Dia 8 32+1° 3,0+0,3° 5+1° 12,6

Dia 22 32,8 +0,5° 3,0+0,4° 5+1° 16,7

Dia32 31,6+0,6%® 22+0,8®" 3+ 1A 7.7
IN 27+1° 1,0+0,1° 1,4+0,2° -

Dia 0 32+ 2% 0,2+0,1° 1,7+0,1° 45

US Dia 1 29 + 3% 0,5+0,2° 6+ 3° 4,8

Dia 8 33,1+0,1°  0,38+0,02° 1,8+0,1° 5,7

Dia 22 33,4 +05° 0,3+0,2° 1,8+0,1° 6,0

Dia32 334+02** 03+02>® 16+0,1"" 6,0

Resultados expressos como média * desvio padrao. Médias com letras minusculas iguais na mesma
coluna e letras maiusculas iguais na mesma linha nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de 10
% de significancia.

O espago de cor L* apresentou diferengas significativas, aumentando ao
longo do tempo de armazenamento para os dois tratamentos, indicando aumento da
luminosidade. O caldo tratado por termossonicacédo apresentou maior luminosidade
ao fim do armazenamento, com diferenga estatistica em relacdo ao caldo tratado por
método convencional. Frateschi et al. (2013) obtiveram valores de L* que, embora
oscilassem no armazenamento e independente da variagdo de O, nos diferentes
tratamentos, foram menores do que os valores iniciais. Isso reforca que a diminuigao
da atividade enzimatica proporciona maior luminosidade a medida em que diminui o
amarronamento do caldo.

O espaco de cor a* teve valores que aumentaram no tratamento convencional
e diminuiram no tratamento ultrassénico, ambos com diferengas significativas,
implicando em diferengas também entre os tratamentos apds a conservagao, tendo
o caldo termossonicado menos coloragao verde. Ja o espaco de cor b* teve picos

entre o primeiro e o oitavo dia em ambos tratamentos, decrescendo posteriormente
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ao longo do armazenamento. Apesar de chegar a valores baixos no final do
armazenamento, esses foram maiores do que os iniciais, ndo diferindo, contudo,
entre tratamentos.

A Figura 22 apresenta o aspecto do caldo de cana de ambos tratamentos ao
fim do periodo total de armazenamento. Constata-se visualmente que ha dois
padroes visuais distintos de turbidez, sendo o liquido mais limpido e com mais
depdsito a amostra que sofreu o tratamento convencional. Embora o aspecto mais
limpido possa parecer mais conveniente, torna o produto menos préximo ao padrao
visual de costume, mais turvo. As observagdes visuais corroboram algumas das
caracteristicas analiticas. Esperava-se que o caldo tratado convencionalmente, por
ter menos borras, tivesse a maior luminosidade, o que ndo se confirmou. Por outro
lado, a maior presencga de borras suspensas no caldo termossonicado, as quais tém
um aspecto marrom-avermelhado, de fato tornou o caldo menos verde. Imaginava-
se que a cavitacdo ocasionaria uma maior precipitacdo de borras devido a quebra de
particulas de turbidez. Contudo, o ultrassom ocasionou a diminuicdo do tamanho
das particulas de turbidez, além de liberar mais compostos nelas presentes,
deixando-as menores, menos densas e, portanto, mais suspensas. E conveniente
destacar que a diferenca visual de turbidez era percebida desde o primeiro dia.
Como consequéncia, o caldo termossonicado visualmente tem aspecto mais

avermelhado do que o caldo tratado convencionalmente, que € mais amarelado.

Figura 22 — Aspecto visual do caldo de cana tratado convencionalmente (CV) e tratado
com ultrassom (US) ao final do periodo de armazenamento por refrigeragdo: a) turbidez do liquido e
b) e precipitado de borras.
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Tiwari et al. (2008) aplicaram a termossonicacdo em suco de laranja e
obtiveram valores de turbidez que, embora ndo variassem linearmente com o
aumento da poténcia de sonicagao, foram em todos os casos maiores do que o do
tratamento convencional, além de observarem menores valores de a* e b*. Dias et
al. (2015), contudo, apontam que a precipitagdo parcial de particulas instaveis pode
ter aumentado os valores de L* em suco de graviola, uma vez que as particulas
poderiam ser oxidadas a compostos de cor escura. Os autores também verificaram
queda dos valores de a* e b* valores de AE™*tanto maiores quanto maiores eram as
poténcias de sonicagdao. Os mesmos atribuem a queda dos parametros de cor a
cavitacao e aos efeitos localizados de temperatura e pressao, indicando a sonicagao
como tratamento alternativo, uma vez que as diferengcas analiticas nao eram
facilmente percebidas a olho nu.

Gani et al. (2016) obtiveram maior retencdo de cor em morangos
termossonicados, apesar de todos tratamentos terem apresentado queda de
coloragdo. E importante salientar que a matriz de cor do morango difere muito em
relagdo a cana, nao sendo possivel comparacdes diretas entre elas.

Embora os compostos fendlicos possam ser precursores de cor, ndo se
pode afirmar que o maior teor observado no caldo termossonicado (resultado
apresentado e discutido com mais detalhes a seguir) foi o responsavel por
alteracbes de cor. Isso porque os derivados coloridos dos compostos fendlicos
geralmente possuem cor avermelhada, sendo que o valor de a* diminuiu no
tratamento com US e aumentou no convencional, oposto ao que se esperava se
fossem correlacionados dados de compostos fendlicos e cor. Também nao se pode
atribuir qualquer diferenca de cor a acdo de enzimas oxidativas, uma vez que PFO,
embora nao analisada, foi claramente inativada em temperaturas e tempos menores
aos aplicados nos tratamentos de regeneracdo enzimatica. Além disso, a atividade
da POD nao diferiu significativamente entre os tratamentos, tendo uma reducéo de
90 % ao final do processamento.

Em relagdo aos valores de AE* a diferenca de cor no tratamento
convencional, embora inicie com menor valor, atinge valores substanciais no
primeiro dia, diminuindo progressivamente até o fim do periodo de armazenamento.
O caldo tratado convencionalmente, portanto, apresenta menos estabilidade no
aspecto visual. Ja o caldo tratado termossonicamente, embora apresente diferenca

de cor mais alta no inicio do armazenamento, mostra-se mais estavel a diferenca de
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cor durante o restante do periodo, com tendéncia de baixo aumento até o fim da
conservagao. A presenca do aspecto velado proporcionado pela turbidez do caldo
termossonicado pode explicar o comportamento mais estavel das diferencas de cor.
Do mesmo modo, a maior propensado a sedimentacdo de borras no caldo tratado
convencionalmente pode ser uma explicagdo para que sejam apresentadas
diferengas de cor mais severas. Como a atividade enzimatica ndo aumentou em
qualquer tratamento, ndo se pode inferir que esse possa ter sido um dos motivos

para a diferenga de cor entre tratamentos.

5.4.3 Variacao dos teores de compostos fendlicos totais durante o armazenamento

refrigerado
A Tabela 16 apresenta os teores de compostos fendlicos totais das amostras

tratadas convencionalmente e ultrassonicamente a 80 °C durante armazenamento
sob refrigeragdo. A termossonicagao propiciou o aumento significativo do teor de
compostos fendlicos apdés o tratamento térmico, ndo observando-se diferencga
estatistica do inicio ao fim do armazenamento refrigerado. O tratamento
convencional, embora ndo tenha apresentado diferenca estatistica entre o caldo in
natura e o caldo armazenado até o primeiro dia, apresentou decréscimo do segundo
dia em diante, chegando ao fim do armazenamento com um teor de fendlicos

significativamente menor.

Tabela 16 — Teores de compostos fendlicos totais (CFT) das amostras tratadas convencionalmente e
ultrassonicamente a 80 °C durante armazenamento sob refrigeragao.

Compostos fendlicos totais (mg EAG-L")

Amostra CV US

IN 516 + 307 384 + 15°
Dia 0 523 + 42 466 + 33°
Dia 1 448 + 55 472 +19°
Dia 8 418 +19° 468 + 242
Dia 14 404 + 34° 468 + 26°
Dia 18 437 + 8° 458 + 23°
Dia 32 429 + 23° 482 + 42

Resultados expressos como média * desvio padrao. Médias com letras iguais na mesma coluna n&o
diferem estatisticamente entre si ao nivel de 10 % de significancia. IN: in natura.

A Figura 23 apresenta a variagdo do teor de compostos fendlicos totais
normalizado em fungdo da amostra in natura para amostras tratadas de modo

convencional e ultrassénico a 80 °C e armazenadas sob refrigeragdo. Para o
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tratamento convencional, ha decréscimo significativo do teor de compostos fendlicos
ja no primeiro dia, mantendo-se estavel até o fim do armazenamento. Ja no
tratamento termossonicado, ndo ha diferenca estatistica de compostos fendlicos
durante todo o periodo de armazenamento. Se comparados os caldos tratados por
aquecimento convencional e termossonicagdo durante todo periodo de
armazenamento, o caldo termossonicado apresenta maiores teores de compostos
fendlicos, com diferenca significativa. Essa observagao permite avaliar como positiva
a sonicacdo na obtencdo de maiores teores de compostos fendlicos e na maior

estabilidade dos mesmos ao longo do tempo de conservagao.
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Figura 23 — Variagéo do teor de compostos fendlicos totais para amostras tratadas de modo
convencional e ultrassdnico a 80 °C e armazenadas sob refrigeracao.
'Resultados expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras minusculas iguais no mesmo
tratamento e médias com letras mailsculas iguais no mesmo tempo nao diferem estatisticamente
entre si ao nivel de 10 % de significancia.
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Dias et al. (2015), analisando a influéncia da amplitude de sonicagao (20, 30,
60, 90 e 100 %) e do tempo de tratamento (3 a 10 min) em suco de graviola, néo
observaram diferengas significativas no teor de compostos fendlicos em qualquer
das combinacbes estudadas, apesar de verificarem queda dos teores em todos
experimentos com US, e de obterem a melhor performance em tempo médio (6 min)
e com a maxima intensidade de sonicagédo. Os autores atribuiram o fato a possivel
formacéao de radicais livres.

Hasan et al. (2014) identificaram queda de compostos fendlicos e
antocianinas apos tratamento ultrassénico e, de modo oposto, aumento de

resveratrol em um estudo para producao de suco de uva enriquecido em resveratrol.



77

Os autores aduziram que a formagao de perdxido de hidrogénio devido a aplicagéo
de ultrassom degrada antocianinas, bem como provoca a ruptura da superficie da
célula. Sobre a queda de CFT, sugeriram diversos mecanismos: oxidagao e pirdlise
por radicais hidroxila, ruptura celular, aumento do pH pela degradagdao de acido
malico em resposta a respiracdo causada pela maior permeabilidade da membrana
celular e pela producdo de nitritos, nitratos e peroxido de hidrogénio, convertendo
compostos fendlicos em quinonas nao antioxidantes ou outros metabdlitos
intermediarios. Os autores também atribuem o aumento de resveratrol ao estimulo
da enzima resveratrol sintase, que controla o acumulo do composto.

Saeeduddin et al. (2015) observaram queda de fendlicos totais e flavonoides
totais em suco de pera tratado de modo convencional, para o tratamento
ultrassbnico reportaram um aumento a 25 °C e um decréscimo a 45 e 65 °C,
atribuindo os resultados a alta sensibilidade dos compostos a temperatura. Todavia,
os autores verificaram maior retencdo de fendlicos com a termossonicagao,
apresentando o bindmio 10 min/65 °C como alternativa eficaz de pasteurizacdo. Os
autores afirmam que as diferengas encontradas se devem aos efeitos ndo térmicos
do US, e que o aumento do teor de compostos fendlicos pode ser devido a
disrupgcao das paredes celulares como consequéncia da subita mudanca de pressao
causada pela implosdo de bolhas de cavitacdo, permanecendo as formas
combinadas desses compostos no liquido.

Abid et al. (2014), em um estudo para avaliar diferentes temperaturas de
termossonicagdo (20 a 60 °C) na melhoria de qualidade do suco de maga,
verificaram aumento de CFT e flavonoides totais em 20 °C, mas decréscimo nas
demais temperaturas, atribuindo o fato ao comportamento termolabil dos fendlicos.
Santhirasegaram et al. (2013) observaram queda de CFT nos experimentos com
tratamento convencional e aumento naqueles termossonicados em suco de manga,
atribuindo o aumento da concentracédo a reacado do anel aromatico de polifendis com
os radicais hidroxila gerados pela sonicacdo, aumentando a capacidade
antioxidante, bem como a ativa remoc¢ao do O, ocluso.

llera et al. (2018), ao avaliarem o conteudo de CFT em suco de macga
termossonicado, identificaram leve acréscimo nos teores de fendlicos, em relacdo ao
tratamento convencional, com diferengas significativas nas maiores temperaturas
estudadas, 60 e 67 °C, quando assistidas de saturacdo por N,. Os autores

atribuiram o aumento a maior disrup¢cdo das paredes celulares, que pode levar a
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liberagcdo de compostos fendlicos ligados quimicamente.

Gani et al. (2016) avaliaram a influéncia de US na conservagdo de morangos
e obtiveram aumento dos compostos fendlicos totais com aplicagao do US, sendo
esse aumento maior quanto maior tempo de sonicagao até o limite de 60 min,
quando houve diminuicdo de CFT, creditada, pelos autores, a excessiva cavitagao.
Segundo os autores, o aumento da concentragdo com o aumento do tempo de
sonicagao deve-se a quebra das paredes celulares pela cavitacdo, com melhor
dissolugdo de compostos polifendlicos, de modo que um efeito sinérgico entre
sonicagao, temperatura e tempo proporcionou um aumento da extratibilidade de
fendis totais.

Tomadoni et al. (2016), em estudo de conservagdo de suco de morango
tratado por termossonicacdo, verificaram um aumento de compostos fendlicos
durante o armazenamento tanto no suco tratado quanto no suco in natura,
argumentando que a causa poderia ser a senescéncia e decomposi¢ao da estrutura
celular e a consequente liberacdo de acidos fendlicos livres e aminoacidos livres,

provocando o aumento de polifendis no suco nao tratado.



6 CONSIDERAGOES FINAIS E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a aplicagdo de tratamentos
térmicos assistidos por ultrassom na inativagado de enzimas oxidativas em caldo de
cana. Para tanto, foram estabelecidas condicbes isotérmicas e diversas
temperaturas e parametros de operagao foram avaliados. O estudo dividiu-se em
trés partes. Inicialmente, foram realizados os estudos prévios de inativacao
enzimatica em diferentes temperaturas, com parametros fixos pré-determinados. Os
dados foram analisados e modelados cineticamente, de modo a permitir a
continuidade da pesquisa. A etapa seguinte constou de experimentos de otimizagao,
fixando-se a temperatura e variando os parametros de sonicacdo. Nessa etapa, os
melhores parametros foram determinados, servindo de base para o estudo da
avaliacdo da regeneragdo enzimatica durante armazenamento sob refrigeragédo, que
consistiu na terceira etapa do trabalho. Nos proximos paragrafos, serao detalhadas
as consideracbes finais e indicadas as necessidades e possibilidades de
continuidade do estudo.

Foram utilizados, ao todo, trés diferentes lotes de caldo de cana. A
caracterizagcao de cada lote permitiu verificar que ha consideravel variabilidade da
cana-de-agucar frente a diferentes situagdes climaticas. Os teores de compostos
fendlicos totais e de flavonoides totais demonstraram ser os parametros que menos
tiveram influéncia da época de colheita. O pH variou em fungdo da época de
colheita, porém de forma menos atrelada a diminuicdo de acidez de periodos
quentes, parecendo estar mais dependente da nutricdo mineral da planta. Os sdlidos
soluveis foram previsivelmente mais abundantes na colheita de verdo. A atividade de
agua pareceu ser inversa a pressdo osmotica exercida pelo maior acumulo de
agucares, ao passo que a condutividade elétrica foi menor em maior concentragao
de carboidratos, acompanhando a tendéncia de variagdo do pH. A cor variou
bastante, quase sempre exibindo média luminosidade, cor verde ou ligeiramente
avermelhada e amarela, variando sem uma tendéncia clara. A atividade enzimatica
de PFO e POD variou consideravelmente, com tendéncia a haver maior atividade
em menor disponibilidade hidrica da lavoura. Dessa forma, tanto a alta atividade de
enzimas oxidativas quanto a variagdo desse produto agricola impdem necessidade

industrial de estabilizacdo do produto e de padronizacdo ou enaltecimento da
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variagao de lote a lote devido a questdes sazonais.

A analise dos efeitos da sonicagao na inativacdo de PFO foi limitada devido a
baixa resisténcia térmica dessa enzima. Observou-se uma alta inativacdo na rampa
de aquecimento nas temperaturas de 60, 70 e 80 °C, impedindo uma avaliagao
correta da atividade enzimatica residual na fase isotérmica do tratamento
ultrassénico. Com a adocio de novos parametros, em 15 minutos cerca de 85 % da
enzima foi inativada, sem diferenca estatistica entre tratamentos, o que fez do US
um tratamento nao efetivo na diminuicdo de PFO.

A atividade residual de POD nas diferentes temperaturas testadas, no
entanto, apresentou perfis diferenciados. Nas temperaturas mais baixas, foi possivel
verificar pontos de ativacdo enzimatica, sobretudo a 50 °C, temperatura na qual
sequer existiu condicbes para modelagem cinética. No entanto, para 70 e 80 °C, a
inativacao foi notéria desde o comecgo do tratamento. As maiores diferengas entre
tratamentos convencional e com US foram observadas nas menores temperaturas,
devido aos efeitos nado térmicos e a menor influéncia da inativagao térmica. O
ultrassom, portanto, promoveu uma maior taxa de inativacdo de POD.

O modelo matematico de Weibull apresentou os melhores ajustes para a
cinética de inativagdo da PFO e POD, obtendo os melhores indices estatisticos e
predizendo a atividade enzimatica de forma satisfatéria na maioria dos
experimentos.

A variagdo de regime de pulsos nado apresentou diferengas estatisticas
significativas entre nenhum dos tratamentos de sonicagdo; contudo, todos os
tratamentos de termossonicagéo diferiram do tratamento convencional. O regime de
pulsos otimiza o uso de energia e limita os efeitos de aquecimento, sendo efetivo e
vantajoso.

A variacao da poténcia trouxe aumento de inativagdo enzimatica sem relagao
direta com o aumento da amplitude. O tratamento de poténcia intermediaria, 75 %,
foi o unico com diferenga significativa em relagéo ao tratamento convencional. Além
de boa performance energética, a poténcia reduzida mitiga os efeitos de
aquecimento localizado, evita corrosao da sonda, sendo efetiva para a diminuicdo da
atividade enzimatica.

A aplicacao de sonicacdo somente nos 5 primeiros minutos de tratamento
nao se mostrou uma alternativa efetiva, com uma atividade residual ao final do

processo maior do que a observada no tratamento convencional.
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De forma geral, a regeneragcdo de POD durante armazenamento refrigerado
foi baixa, contudo significativamente menor no tratamento termossoénico. O uso de
US foi eficaz na reducdo do tempo de tratamento, pois a uma mesma temperatura,
diminuiu-se o0 processamento em cerca de 1/3 do tempo do tratamento
convencional, contudo sem afetar a taxa de regeneragdo da enzima apds o
processamento.

Os parametros do espaco de cor C/IELab apresentaram variabilidade aleatoria
durante os tratamentos térmicos. No tempo final, todas temperaturas apresentaram
diferencas de cor visiveis a olho nu. Os pardmetros L* a* e b* variaram sem
necessariamente apresentar correlacdo com variagdes de temperatura, tempo e
método de tratamento. Em todos os casos, o aspecto do caldo apresentou tons
acinzentados e variou entre verde e levemente vermelho, sendo sempre amarelo.
Os caldos tratados por termossonicacédo tenderam ao tom avermelhado, o que pode
ser justificado pela maior homogeneizagdo de borras e sedimentos de cor
amarronzada, podendo ainda a geracgao de radicais livres ter contribuido para o
escurecimento do caldo.

O tratamento ultrassdnico permitiu melhor luminosidade do caldo ao longo do
armazenamento, diminuindo o escurecimento enzimatico, apesar de diminuir a
coloragcdo verde e aumentar a coloracdo amarela, fato também observado no
processo convencional. O caldo sonicado apresentou turbidez semelhante ao caldo
in natura, com particulas em suspensao. A percepc¢ao de diferenga de cor, embora
perceptivel em ambos tratamentos, foi mais sutil na termossonicacéo.

Em relacdo ao teor de compostos fendlicos totais, apenas a termossonicacao
manteve niveis de fendlicos sem diferengas estatisticas em relagdo ao caldo in
natura, mantendo constantes os teores ao longo do tempo de armazenamento,
creditando-se o motivo a cavitagdo, que permite extrair mais compostos fendlicos,
compensando as perdas por acgao térmica.

A partir do presente estudo, pode-se concluir que a aplicacdo de ultrassom
contribui para o aumento da inativacdo enzimatica em caldo de cana, devendo ser
aplicado em combinagdo com o calor, diminuindo o tempo ou a temperatura de
processamento. A diminuicdo da severidade do tratamento térmico permite maior
preservacao de aspecto visual do produto e uma maior manutencao dos compostos
fendlicos, cabendo uma determinacdo cuidadosa e especifica de parametros de

operacao para que se obtenham os melhores resultados para cada situacao.
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A falta de maior detalhamento de parametros analiticos e de clara
caracterizagdo do caldo de cana na legislagdo brasileira pode ser beneficiada por
ampla pesquisa que vise a compreender a grande variagdo dessa matéria-prima e
originar intervalos de confianga condizentes com a realidade e mais em sintonia com
a bebida, que se difere muito de sucos de frutas, sendo subsidio para possiveis
fixacbes de Padrdées de ldentidade e Qualidade pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento.

Sao especialmente uteis mais estudos testando outras condicbes de
tratamento ultrassénico em processamento de caldo de cana, dada a grande
variabilidade da matéria-prima, a ocorréncia de desvios analiticos importantes e a
grande diversidade em resultados de diferentes estudos. A realizagdo de um estudo
de custos adequado para avaliar a viabilidade de implantagao da tecnologia também
se faz necessaria. A influéncia da sonicacdo em outras caracteristicas nutricionais
do caldo de cana, como vitaminas e compostos nitrogenados, pode fornecer
subsidios para aumentar o valor agregado de produtos processados com
ultrassonicacgao.

Estudos de analise sensorial do caldo processado em diferentes condi¢des
podem indicar se o caldo tratado termossonicamente mantém os bons atributos do
caldo fresco e ndo adquire atributos indesejaveis. Do mesmo modo, testes junto ao
mercado consumidor, sejam de aceitagdo, sejam de preferéncia, podem fornecer
dados importantes sobre a aceitacdo dos produtos processados por US frente aos

consumidores.
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