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Resumo

Na industria de alimentos o tratamento térmico é amplamente aplicado para
prolongar a vida de prateleira dos produtos. Geralmente o calor é cedido através de dgua
ou vapor e se difunde de maneira ndo uniforme, fato esse que pode levar a degradagao
de nutrientes devido ao sobre-aquecimento localizado. Com o intuito de minimizar as
perdas nutricionais, maneiras alternativas de conservar alimentos s3ao estudadas, tal
como o aquecimento 6hmico que consiste na passagem de corrente elétrica alternada
por um meio resistivo, gerando calor de maneira uniforme. No presente trabalho, o meio
resistivo é o suco de beterraba (Beta vulgaris L.) filtrado e acidificado. O nutriente a ser
monitorado sdo as betalainas betacianina e betaxantina, aplicadas como corantes
naturais principalmente em laticinios e doces. A degradacdo desses compostos foi
monitorada por 120 minutos através de espectroscopia UV-visivel em experimentos nas
temperaturas 75 e 85°C confrontando o aquecimento 6hmico com o convencional.
Através desses dados, foi possivel propor uma cinética de degradacao de primeira ordem,
com valores de k médio entre 0,0027 e 0,0069min™ para betaxantinas e entre 0,0044 e
0,0067min™ nas betacianinas. Além disso, foi analisada a evolugdo da cor no decorrer dos
ensaios e foi constatada uma pequena variagdo, ndo significativa (p<0,05), nos
parametros de cor do suco de beterraba. Foi concluido que ao cabo dos 120 minutos no
aquecimento 6hmico houve maior decomposi¢ao desses compostos. Contudo, como o
mecanismo de degradacdo de betalainas é pouco elucidado, mais estudos sao
necessarios.

Palavras-chave: betacinina, betaxantina, Beta vulgaris L., cinética, tratamento
térmico.
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1 Introducgao

Tratamentos térmicos sdo comumente utilizados para o prolongamento da
durabilidade dos alimentos, ja que a aplicacdo de calor inativa enzimas e desnatura
micro-organismos patogénicos. Entretanto, juntamente com a sanitizagdo e aumento do
tempo de prateleira, pode haver perda de nutrientes e modificacdes organolépticas dos
produtos. Com o intuito de minimizar as consequéncias negativas dos métodos de
conservacao, buscam-se alternativas aos tratamentos térmicos convencionais.

Atualmente existe um aumento expressivo da busca pela preservagdao de compostos
bio-ativos presentes nos alimentos devido as suas propriedades de promocdo da saude
tais como a prevencdo de cancer, devido a propriedades antioxidantes. Nesse contexto, o
aquecimento 6hmico vem despontando na Uultima década como um método de
processamento conveniente em funcdo da potencial minimizacdo da perda de nutrientes
uma vez que o aquecimento proporcionado é rapido e uniforme. Além da transferéncia
de calor, este método provoca efeitos nao-térmicos, o que demanda cuidadosa andlise
quando se deseja trabalhar com alimentos jamais testados . Portanto, no presente
trabalho foi estudada a degradagdo de um composto bio-ativo empregado como corante
natural em balas, sorvetes, leites aromatizados e alimentos infantis - as betalainas. Tais
compostos sdo encontrados em abundancia na beterraba de mesa (Beta vulgaris L.).

O perfil de degradacdo das betalainas, subdivididas em betacianinas e betaxantinas,
foi analisado no suco filtrado de beterraba quando submetido ao aquecimento
convencional em comparagdao ao 6hmico. Também foi estudada a evolugdo da coloragdo
desses compostos durante os ensaios, além de avaliada a adequacdo da cinética de
degradacdo das betacianinas e betaxantinas ao modelo de primeira ordem, e, através
deste, a cinética foi parametrizada.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Beterraba (BetavulgarislL.)

A popular beterraba de mesa (Beta vulgaris L.) é uma raiz tuberosa de cor vermelho-
arroxeada e também uma das principais hortalicas cultivadas no Brasil. Apresenta
diversos bidtipos, sendo trés deles de significativa importancia econdmica: a beterraba
acucareira (para produgdo de acucar), forrageira (alimentagdao animal) e horticola
(consumo humano) (Tivelli et al., 2011). Quando empregada na nutricdo humana, a raiz é
a parte comumente mais utilizada, usualmente como salada, crua ou cozida no vapor. O
bulbo possui casca fina de coloragdo intensa, polpa fibrosa (Figura 2.1) e sabor adocicado
e terroso.

S Raiz (bulbo)

Figura 2.2: Beterraba (Beta vulgaris L.) plenamente desenvolvida.

A escala comercial é menor se comparada a outras hortalicas mais tradicionais, tais
como: batata, tomate, cebola, pimentdo, repolho e cenoura. Contudo, se observa nos
ultimos dez anos o crescente aumento na demanda para consumo in natura e para
beneficiamento nas industrias de conservas e alimentos infantis, como corantes em sopas
desidratadas, iogurtes e “catchups” (Tivelli et al., 2011).

O aproveitamento maximo das propriedades nutricionais do vegetal estd diretamente
ligado a maneira que ele serd preparado ou processado. ldealmente ndo se devem
aquecer as raizes, tornando a salada crua e o suco as melhores maneiras de consumo do
ponto de vista nutricional.

2.1.1 Caracteristicas nutricionais

Na Tabela 2.1 encontram-se valores aproximados dos nutrientes presentes na parte
aérea (caule e folhas) e na raiz de beterraba (Beta vulgaris L.).
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Tabela 2.1: Propriedades nutricionais da beterraba. Retirado de Tivelli et al, (2011).

Componente Parte aérea Raiz
Agua (%) 90,9 87,3
Valor energético (cal) 24 43
Proteinas (g) 2,2 1,6
Lipidios (g) 0,3 0,1
Carboidratos totais (g) 4,6 9,9
Fibras (g) 1,3 0,8
Cinzas (g) 2 1,1
Célcio (mg) 119 16
Fésforo (mg) 40 33
Ferro (mg) 3,3 0,7
Sédio (mg) 130 60
Potassio (mg) 570 335
Vitamina A (U.L.) 6100 20
Tiamina (mg) 0,1 0,03
Riboflavina (mg) 0,22 0,05
Niacina (mg) 0,4 0,4
Acido ascérbico (mg) 30 10

Sendo U.l. a abreviagdo para “Unidades Internacionais”.

2.1.2 Motivagdo para o uso da raiz

A beterraba tem baixo custo de venda - aproximadamente RS$2,00/Kg em Porto
Alegre/RS - em fungdo da relativa abundancia no Brasil e principalmente no Rio Grande
do Sul, que contribui com 15% da produgdo nacional (Tivelli et al., 2011). Tal
favorecimento regional e climatico proporciona viabilidade de consumo para familias de
todas as classes sociais.

Do ponto de vista de beneficios fisiolégicos, a suplementacdo alimentar didria com
suco de beterraba que contenha de 5 a 8 mmol de nitrato inorganico (NO3’) pode reduzir
a pressao sanguinea e pode influenciar de maneira positiva a resposta a exercicios fisicos
(Wylie et al., 2013). O "suco rosa" - receitas que misturam suco de beterraba ao de
laranja ou maca - tem recebido destaque por nutricionistas devido ao seu conteldo
nutritivo, a riqueza de fibras e a promocgao da saciedade.

Por sua vez, o poder antioxidante da beterraba é atribuido a presenca de betalainas,
sendo estas associadas a prevencdao de algumas doencas relacionadas ao estresse
oxidativo em humanos, como alguns tipos de cancer (Tivelli et al., 2011).

Do ponto de vista industrial, as betalainas tém sido cada vez mais utilizadas na
substituicao de corantes artificiais na industria alimenticia. H4 vasta empregabilidade em
alimentos com pouco teor de umidade e que ndao tenham processamento prolongado em
temperaturas elevadas, tais como sorvetes, iogurtes, leites aromatizados, carnes epds
instantaneos para sobremesas e pudins (Tivelli et al., 2011).
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2.2 Betalainas

As betalainas sdo corantes naturais que contém nitrogénio em uma estrutura ciclica,
sdo hidrossoluveis eapresentam poder de pigmentacdo capaz de competir com o dos
corantes artificiais. Elas estdo armazenadas nos vacuolos das células vegetais (Stintzing e
Carle, 2008) e aointeragirem seletivamente com membranas celulares humanas
apresentam atividade bioldgica. As betalainas englobam todos os derivados radicalares
do ion iminio conjugados com o acido betalamico (Hamerski, Rezende e Silva, 2013),
sendo este um aldeido insaturado e pouco estavel (Figura 2.3).

A R,.+.R
-._._._.-.1..Nr=._.2..-.-.-._._._

B

Hooc™ COOH

Figura 2.3: Estrutura geral das betalainas, sendo A o radical derivado do ion iminio e B o
acido betalamico. Modificado de Hamerski, Rezende e Silva (2013).

2.2.1 Betacianinas

Do latim beta, beterraba vermelha e kyanos, cor azul, as betacianinas sao
quantitativamente as mais abundantes na beterraba vermelha. S3o elas que conferem a
coloragdao vermelho-purpura as raizes (Hamerski, Rezende e Silva, 2013). Sua absor¢ao
maxima se da em aproximadamente 536nm.

Atualmente s3ao conhecidas 50 betacianinas, sendo essas sub-divididas em betanina,
amaratina, gonfrenina e bougainvilina. A ocorréncia em Beta vulgaris é de 75 a 95% de
betanina, cuja estrutura pode ser observada na Figura 2.4 (Cai, Sun e Corke, 2005).

b
ll—(’)\(’(;_“

”() 2 1' O =

H;%, ’
H mc( »O
HC

HOOC COOH

Figura 2.4: Estrutura quimica da betanina. Retirado de Stintzing e Carle(2008).
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2.2.2 Betaxantinas

Do latim beta, beterraba vermelha e do grego xanthos, amarelo, as betaxantinas sao
abundantes na beterraba golden e no cactus de pera. Na beterraba vermelha ela é a
betalaina que aparece em segunda maior quantidade. As betaxantinas diferem das
betacianinas pelo fato do acido betalamico estar ligado a um aminodacido. Além disso,
apresentam coloracdo amarela e o comprimento de onda de maxima absor¢cdo em torno
de 480nm (Hamerski, Rezende e Silva, 2013).

Foram identificadas 20 betaxantinas na natureza, sendo a vulgaxantina | aquela que
existe majoritariamente na Beta vulgaris, representando 95% das betaxantinas presentes
(Cai, Sun e Corke, 2005). A vulgaxantina | tem o acido glutdmico como aminoacido
substituinte (Figura 2.5).

Figura 2.5: Estrutura da vulgoxantina I. Retirado de Stintzing e Carle(2008).

2.2.3 Estabilidade das betalainas

Assim que sdo retiradas dos vacuolos do vegetal onde se encontram, as betalainas
ficam propensas a degradacdo. Fatores enddgenos e exdégenos afetam a estabilidade
desses compostos e serdo apresentados a seguir.

2.2.3.1 Preseng¢a de enzimas

A presenca de enzimas é um fator enddgeno, ja que sdo enzimas oriundas dos tecidos
cominuidos das proprias plantas. As principais enzimas que afetam as betalainas sdo a
polifenoloxidase e a peroxidase. A Unica maneira de desativa-las é através de
aquecimento, demandando que o periodo entre o processamento das raizes e o
tratamento térmico no suco deve seja minimizado (Stintzing e Carle, 2008). O resumo das
condicOes de estabilidade das enzimas é apresentado na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2: Condi¢des do meio que propiciam maior estabilidade para as enzimas
enddgenas encontradas no suco de beterraba. Baseada em Stintzing e Carle (2008) e
Herbach, Stintzing e Carle (2006).

Faixa de pH com Temperatura de

Enzima . .. s
maior estabilidade inativacgao (°C)

Descoloracao

5 - 8 (madxima Nao (formagdo de

Polifenoloxi fendli
olifenoloxidase estabilidade em 7) 80 compf)stos enodlicos
incolores)
i 5-7 (maxima . ~ .
Peroxidase 70 Sim (formacdo radicalar)

estabilidade em 6)

2.2.3.2 Oxigénio

O oxigénio é um substrato para todas as enzimas supracitadas, logo, seu contato com
0 suco de beterraba deve ser minimizado. Atmosfera de nitrogénio é recomendada, mas
serd raramente utilizada em condi¢gGes usuais de processamento. Embora a solubilidade
de oxigénio seja maior em baixa temperatura, rea¢les oxidativas acontecem mais
lentamente nessa condi¢cdo, aumentando a preservacdo de pigmentos (Stintzing e Carle,
2008).

2.2.3.3 pH

Betalainas sdo estdveis em pH levemente dacido, isto é, de 3 a 7. Abaixo de 3, os
complexos perdem cor através de um mecanismo pouco elucidado. Em pH alcalino, as
betalainas sdo clivadas em seus precursores biossintéticos: acido betalamico e ciclo-dopa
ou aminas, todos estes passiveis a continua degradacdo, levando, dessa maneira,
adescoloracdo. Via de regra, betacianinas sdo consideradas mais resistentes ao meio
acido enquanto betaxantinas sdo mais estaveis em pH neutro (Stintzing e Carle, 2008).

2.2.34 luz

Assim como todos os pigmentos naturais, as betalainas se degradam ao serem
expostas a luz, especialmente na presenca de oxigénio e em um meio com pH fora do
ideal. Seu processamento e estocagem ideais devem ser executados sem exposicdo a luz.
Dessa forma, produtos comercializados em embalagens transparentes devem ser
cuidadosamente testadossob a luminosidade a qual serdo expostos durante o tempo de
prateleira. Também deve ser levado em consideragao que a iluminag¢ao pode elevar a
temperatura dos os alimentos, agravando a perda de cor. O efeito da luz pode ser
analisadoisoladamente apenas em temperaturas abaixo de 25°C, ja que acima dessa faixa
a descoloracdo é dominada pela degradacao térmica(Stintzing e Carle, 2008). A razdo das
betatalainas serem suscetiveis a decomposicdao pela iluminagcao é a absor¢dao de luz no
espectro UV-visivel, gerando excitacdo dos elétrons cromodforos para um estado mais
energético, causando maior reatividade e baixando a energia de ativacdo da molécula
(Herbach, Stintzing e Carle, 2006).
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2.2.3.5 Temperatura

A temperatura é o fator mais critico relacionado a estabilidade de betalainas,
contudo, tratamentos térmicos se fazem necessdrios para a inativacdo enzimatica e
desnaturacdo da microflora patogénica. Para evitar a demanda de cargas térmicas muito
elevadas, sdo elaborados preparos com pH préoximo de 4, demonstrando que a
acidificacdo com 4acido citrico gera beneficios. Sabe-se quea pasteurizagdocom
temperaturas abaixo de 100°C é suficiente para alcancar estabilidade microbioldgica,
entretanto, considerando que a degradacdo de betalainas é aumentada a partir de
temperaturas acima de 30°C, a perda de cor durante o processamento é inevitavel
(Stintzing e Carle, 2008).

A atividade de agua, a,, também influencia a estabilidade dos pigmentos em
questdo — baixos valores (0,63) sdo favoraveis —além da presenca de ions metalicos, que
prejudicam a estabilidade (Herbach, Stintzing e Carle, 2006).

2.3 Métodosde conservagao

A beterraba possui relativa durabilidade quando mantida in natura - até 7 dias em
local fresco e seco, e até 15 dias quando armazenadasob refrigeracdo. Todavia, apds o
processamento do vegetal, ocorre a acdo de enzimas e micro-organismos patogénicos no
suco, tornando alta sua perecibilidade. De modo a contornar este impeditivo, métodos de
conservagao podem ser aplicados a fim de prolongar o tempo de vida util do suco da raiz.

2.3.1 Pasteurizagéo convencional

Atualmente na industria de alimentos os dois métodos de tratamentos térmicos mais
utilizados sdo o UHT (Ultra Hight Temperature) e HTST (Hight Temperature Short Time),
sendo esse ultimo o mais comumente utilizado na indUstria de vinhos, cervejas e sucos.
Tais processos consistem na aplicacdo de altas temperaturas durante um curto periodo,e
se baseiam no fato de que a inativacao dos micro-organismos é mais sensivel ao calor do
que os nutrientes, mantendo, assim, a qualidade nutricional.A transferéncia de calor
geralmente se da por vapor ou agua e a temperatura maxima atingida, bem como seu
tempo de aplicacdo sdo determinados pela sensibilidade do produto ao calor (perda de
nutrientes), pela resisténcia térmica das enzimas (valor-D) e demais micro-organismos a
serem inativados, dentre outros fatores. As elevadas temperaturas inativam a
micromicroflora patogénica enquanto a curta exposicdo ao calor minimiza mudancas
indesejaveis (Sarkis, 2011).

Uma desvantagem dos processamentos térmicos convencionais é a nao-
uniformidade do aquecimento. A transferéncia do calor se da essencialmente por
conducgdo, convecgdo e irradiacdo, de forma que as partes do produto em contato com
superficies quentes sdo sobre-aquecidas durante o tempo necessario em todo o volume
(Sarkis, 2011).

2.3.2 Aquecimento Ohmico

O aquecimento Ohmico, citado também como aquecimento Joule, consiste na
passagem de corrente elétrica alternada através de um alimento, que exerce resisténcia
elétrica (Fellows, 2006). Ha, entdo, transformacdo de energia elétrica em térmica,
elevando a temperatura do meio (Sastry e Barach, 2000).
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A principal vantagem desse processo é o aquecimento rdpido e uniforme dos
produtos, sem zonas de sobre-aquecimento, o que minimiza perdas organolépticas e
nutricionais, principalmente em alimentos viscosos e contendo particulados, ja que a
transferéncia de calor independe dos coeficientes de troca térmica. Além disso, sabe-se
que nao ha risco que incrustacdo devido a queima (demanda menor frequéncia de
limpeza), hd grande eficiéncia na conversdo de energia elétrica em térmica (maior que
90%) e é aplicadvel em processos continuos (Fellows, 2006). Uma desvantagem, todavia, é
a possibilidade de corrosdo dos eletrodos e por decorréncia, contamina¢ao do alimento.

Além da ac¢do do calor na inativacdo de enzimas e na destruicio da microflora
patogénica, sabe-se que ha efeitos ndo-térmicos, tal como a eletroporacao, isto é,
formacao irreversivel de poros na membrana celular de micro-organismos através do
acumulo de cargas oriundas da corrente passante, colapsando-os. Tal efeito, porém, estd
amplamente ligado a frequéncia utilizada (Ramaswamy et al., 2014). Além disso, a ligacao
da agua com os hidrogénios das betalainas pode dificultar a polarizacdo das moléculas
devido a passagem de corrente e influenciar as rea¢des oxidativas no suco, afetando a
predisposicdo de hidrogénios pelas moléculas dos compostos. Eletrélise da dgua pode
ocorrer quando frequéncias de onda menores do que 100Hz sdo aplicadas; esse efeito
aumenta o contato de oxigénio com o produto, o que é desfavordvel para a estabilidade
das betalainas (Mercali et al., 2013).

As relagdes que fundamentam matematicamente a geragao e transferéncia de calor
no processo foram descritas por Palaniappan e Sastry (1992):

Q =1xR? (1)

Sendo @ a taxa de calor gerada em Watt, I a corrente que atravessa o alimento [A] e
R a resisténcia elétrica oferecida pelo meio [Q].

A resisténciada amostra é inversamente proporcional a sua condutividade elétrica o,
de acordo com a equacgdo 2.

L
R=— (2)
AX o
OndeLé o espacamento entre os eletrodos [m], A a area dos eletrodos [m?] e ¢ a
condutividade elétrica do meio resistivo [S.m™]. Esta Ultima, por sua vez, depende da
viscosidade da amostra, dos compostos iOnicos presentes e da estrutura quimica do

alimento (Palaniappan e Sastry, 1992).

Observa-se que a quantidade de calor transmitida ao alimento depende da corrente
elétrica, da tensdo e da condutividade do meio. Contudo, na pratica é possivel manipular
a distancia dos eletrodos (L) e a diferenca de tensdo aplicada nos mesmos, sabendo que
esta é proporcional a condutividade elétrica e ao quadrado da for¢ca do campo elétrico.
Além dos parametros criticos temperatura e tempo de aquecimento,ha fatores que os
influenciam indiretamente, tais como: condutividade elétrica de cada fase presente na
amostra, dependéncia da condutividade com a temperatura, propriedades termofisicas
do produto e for¢ca do campo elétrico(Ramaswamy et al., 2014).
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3 Materiais e Métodos

Todos os experimentos foram realizados nas dependéncias do Departamento de
Engenharia Quimica, no Laboratério de Tecnologia e Processamento de Alimentos.

3.1 Material

Magos de beterraba foram obtidos no comércio local de Porto Alegre. Primeiramente,
o bulbo foi cuidadosamente separado do talo para nao haver danificacaodo
tecidovegetal. Os bulbos foram lavados em agua corrente e sanitizados através da
imersdo em uma solugdo de hipoclorito de sédio com 2% de cloro ativo (20mL de agua
sanitaria comercial diluida em um litro de dgua) durante vinte minutos. Entdo, os bulbos
foram retirados, novamente enxaguados para remoc¢dao do cloro residual e
posteriormente secos, estando assim, prontos para o processamento (Figura 3.1).

Figura 3.1: Bulbos sanitizados.

A extracdo do suco foi efetuada em um multiprocessador (Juicer Philips Walita Avance
R11870). Nobocal de entrada foram passados 1/4 de bulbo por vez, e o bagaco foi
separado do suco através da acdo centrifuga do equipamento (Figura 3.2).

Suco Bagaco

Figura 3.2: Extracdo do suco de beterraba.

Depois de recolhido, todo o suco foi homogeneizado com bastdo de vidro e disposto
em 19 embalagens de polietileno (cada uma contendo cerca de 350mL), seguido de
imersdao em nitrogénio liquido por cerca de 5 minutos, até total congelamento do
conteudo. Em seguida, as embalagensforam lacradas em uma seladora (SM 300 Light,
Sulpack) com o minimo de ar em cada pacote e armazenadas em ultrafreezer a -40°C,
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protegidas da luz, por um prazo maximo de estocagem de 52dias. A manipula¢ao do suco,
desde sua extragdo até as analises, foi feita com a minima exposi¢ao a luz.

Cerca de uma hora antes de cada experimento, o suco de beterraba foi descongelado
utilizando banho de dgua a temperatura ambiente, a qual era frequentemente renovada
a fim de acelerar o processo de descongelamento. Apds a completa mudancga de fase, o
suco foi homogeneizado e filtrado a vacuo (bomba de vacuo Prismatec) até completar
250 mL em uma proveta. A etapa de filtracdo foi aplicada de forma a obter um produto
mais homogéneo, uma vez que a quantidade de sélidos presentes (sobretudo fibras)
poderia ser diferente entre as amostras. Entdo, o pH foi ajustado para 4,5 (pHmetro de
bancada Digimed) através da adicdo de aproximadamente 1,9mL de solu¢do aquosa de
acido citrico 25%. A acidificacdo foi realizada pelo fato do pH inferior a 4,5 inativar
bactérias esporogénicas (Clostridium botulinum, Bacillus cereus, Clostridium perfringens)
e também por diminuir a estabilidade das enzimas enddgenas.

3.2 Sistemasde aquecimento 6hmico e convencional

O sistema de aquecimento 6hmico é constituido por: gerador de fungdo (modelo
AFG3251, Tektronix Inc.), amplificador de poténcia (modelo 500A, Industrial Test
Equipment), sistema de aquisicdo de dados (modelo 34972A, Agilent Technologies Inc.),
computador, eletrodos e célula 6hmica (Figura 3.3). A célula 6hmica tem formato de
béquer encamisado e possui uma tampa que contém entrada para 2 eletrodos, 4
medidores de temperatura e uma abertura central para coleta de amostras. A
temperatura foi medida por dois termopares constituidos de aco inoxidavel tipo T. A
célula possui dois eletrodos de titanio com formato circular, sendo a distancia maxima
entre os eletrodos de 6,5 cm e a distancia minima de 4,9 cm (Figura 3.4). A célula 6hmica
de extracdo foi colocada sobre um agitador magnético (modelo C-MAG HS10, IKA) e
conectada a um banho termostatico (Polystat, ColeParmer).

Na aplicacdo de aquecimento 6hmico foi utilizado o tipo de onda senoidal com 60 Hz
de frequéncia e tensdo elétrica de 25 V (3,8 V/cm). O suco de beterraba (250mL), pH 4,5,
com temperatura entre 18 e 19,5°C foi transferido para a célula 6hmica e esta foi
envolvida em saco plastico escuro para minimizar o contato com a luz. Foram feitos
ensaios em duplicata para cada tipo de aquecimento, convencional e 6hmico, e em duas
temperaturas, 75°C e 85°C, totalizando 8 ensaios. A escolha das temperaturas de trabalho
foi baseada nas temperaturas usuais de pasteuriza¢do utilizadas na industria alimenticia,
bem como nas temperaturas de inativacdo das enzimas peroxidase (70°C) e
polifenoloxidase (80°C).

Todos os experimentos foram conduzidos sob agitacdo com fins de homogeneizacao.
A coleta da primeira amostra do suco foi realizada em 9 minutos depois do acionamento
do banho, momento em que a temperatura do experimento foi alcancada, com uma
tolerancia maxima de+1°C. Este instante foi determinado como o tempo minimo para
atingir a temperatura de trabalho (tempo zero). Alguns ensaios preliminares foram
realizados para determinar a temperatura usada no banho de forma que o perfil de
temperatura do suco aquecido por aquecimento 6hmico fosse semelhante ao do
aquecimento convencional, possibilitando a avaliacdo dos efeitos ndo-térmicos. Quando a
temperatura de trabalho era 75°C, a temperatura inicial do banho termostatico foi de
68°C, apds dois minutos houve alteracdo para 66°C e a dgua parcialmente trocada, de
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modo que a mudanca de set point fosse imediatamente atingida. No ensaio a 85°C, a
temperatura do banho foi mantida a 77°C durante todo o experimento.

Subsequentemente a primeira coleta, outras seis foram realizadas com diferenca de
20 minutos entre si, todas com pipetas plasticas descartaveis. O intervalo de 120 minutos
foi determinado de modo a obter degradacdao de, no minimo, 50% de betalainas, com o
intuito de determinar a cinética de degradacdo. E importante ressaltar que em um
processo industrial o tempo de tratamento térmico seria substancialmente inferior. Em
cada tempo, aliquotas de 8mL de suco foram coletadas, transferidas para tubos tipo
Falcon e imediatamente mergulhadas em nitrogénio liquido por cerca de 20 segundos
para alcancarem a temperatura de 15°C, com o objetivo de estagnar a degradacgao
residual de betalainas em funcao do calor remanescente. Apds o resfriamento, uma parte
do suco (1,5mL) foi centrifugado e seu sobrenadante usado na quantificacdo de
betalainas. A outra parte foiempregada na determinacao dos parametros de cor.

Os experimentos com aquecimento convencional a 75 e 85°C foram conduzidos no
mesmo equipamento, porém sem a insercdodos eletrodos. No AC, a temperatura do
banho foi mantida 2°C acima da temperatura de trabalho, ou seja, quando a temperatura
a ser alcancada no interior da célula era 75°C, aquela selecionada no banho termostatico
era de 77°C.

Eletrodos

(o

Sistema acoplado

Célula 6hmica montada

Figura 3.3: Configuragao dos equipamentos utilizados no aquecimento 6hmico.
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»
I L)
Figura 3.4: Configuracdo dos eletrodos quando inseridos na célula 6hmica.Modificado
de(Mercali et al., 2013).

3.3 Anadlises quantitativas

3.3.1 Conteudo de betalainas

Para a quantificacdo das betalainas, 100 pL do sobrenadante do centrifugado (secdo
3.2) foi transferido para tubo tipo Falcon em triplicata e diluido com 9900 uL de 4gua
destilada, seguido da homogeneizacdo em um vértex e imediata andlise em
espectrofotobmetro UV-Visivel (modelo T80 UV/VIS, PG Instruments Ltd.). As absorbancias
analisadas foram nos comprimentos de ondade 480nm para quantificar a vulgoxantina |
(principal betaxantina), 536nm para quantificar a betanina (principal betacianina) e
600nm para descontar possiveis interferentes. A quantificacdo das betacianinas e das
betaxantinas presentes no suco de beterraba ao decorrer dos experimentos foi realizada
através da equacdo 3, baseada na lei de Lambert-Beer:

(3)

mg )_A><MM><FD><102

Betaxantinas ou betacianianas (
100mL suco e x1

Onde A é a absorbancia do suco a 480 nm ou 536 nm descontado da absorbancia de
interferentes a 600 nm, MM é a massa molar (339g/mol para a vulgoxantina | e 550g/mol
para a betanina), FD representa o fator de diluicdo (100), € é a absortividade molar
(48000 L.mol*cm™para a vulgoxantina | e 60000 L.mol cm™para a betanina, ambos em
solvente aquoso), 1 é o comprimento do caminho dptico (1cm) e 10% é um fator de

~ . . mg
corregao para que as unidades do produto sejam | ————|.
100mL suco

3.3.2 Andlises colorimétricas

As amostras resfriadas contidas nos tubos tipo Falcon tiveram sua cor analisada em
duplicata, de modo a observar se houve descoloracdo significativa durante as duas horas
de aquecimento. A cor foi medida em espectro-colorimetro ColorQuest XE (HunterLab),
equipado com iluminante Dgs e angulo de observacdo de 10° leitura no modo de
reflectdncia com especular incluida. Os parametros de cor a* (composicdo verde-
vermelho), b*(composicdo azul-amarelo) e L* (luminosidade) da escala CIELAB foram
determinados.
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A partir dos parametros a*e b*, pdode-se calcular o angulo da tonalidade (°h), a
cromaticidade ou chroma (C*) e a variagdo de cor (AE*), tendo esse ultimo como base
comparativa o tempo zero, isto é, Aa = a, — a,, sendo t igual a 20, 40, 60, etc.
(equagles 4, 5 e 6).

*

°h = arctan (E) (4)

"= (a)?+ ()2 (5)

AE* = \/(Aa*)? + (Ab*)? 4+ (AL)? (6)

Tais parametros sdo utilizados em um diagrama préprio mostrado na Figura 3.5. Os
valores de L* variam de zero (totalmente escuro) a 100 (totalmente claro) e °h de 0° a

360°C.

| White
+L
+b +a
= -b
-L
black
180°
Green B
*0

Figura 3.5: Localizagdo das cores segundo os parametros do método CIELAB. Retirado de
Zielnik (2006).
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3.4 Determinacao dos parametros cinéticos

Devido a grande aplicabilidade industrial das betalainas, faz-se necessdrio o estudo da
sua estabilidade quimica, que, por sua vez, esta relacionada a presenca de oxigénio, luz,
enzimas, pH do meio, dentre outros. Através da observacdo experimental da
concentracdo de betaxantinas e betacianinas quando aquecidas, conclui-se que as
betalainas apresentaram cinética de degradacdao de primeira ordem, regida pela equac¢ao
7.

C=C, xexp(—k Xt) (7)

Sendo C a concentragdo de betalainas a cada instante de tempo (t), C, a
concentracdo na primeira coleta (tempo zero) e k a constante cinética de degradacao.

3.4.1 Tempo de redugéo decimal (valor-D)

Consiste no tempo necessdrio para uma reducgao de dez vezes da concentracdo inicial
em uma dada temperatura. Se relaciona com os valores de k de acordo com a equacao 8.

D= In(10)

" (8)

3.4.2 Tempo de meia-vida (t1/,)

Representa o tempo necessario para redugao em 50% da concentragdo de betalainas.
Pode ser calculado através da equacao 9.

_In(2)

t1/2 —_ T (9)

3.5 Determinacao dos parametros estatisticos

Todos os ensaios de aquecimento foram realizados em duplicata. Para a obtencao dos
parametros cinéticos e estatisticos foi utilizado o software Statistica 7.0. Os valores de k

foram obtidos através das médias dos dados de Ci de cada duplicata. Os critérios
0

estatisticos para validar o modelo foram o coeficiente de determina¢do (R?), erro médio
((E), x* e erro padrdo de médias (S.E.M.), calculados de acordo com as equac¢des 10 a 12.

Os dados de constante cinética foram avaliados com a analise de variancia ANOVA
com nivel de confianca de 95% e teste de Tukey com nivel de significancia 0,05 para
verificar se houve diferenca significativa entre as médias. Os dados de cor das amostras
coletadas a cada instante (20, 40, 60, 100, 120) foram comparados com os valores do
tempo zero através do teste de t-Student para verificar a variancia da cor tempo a tempo.
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n

100 -
E(%) — z yexp ypred (10)
m — yexp
i=1
2
)(2 _ Z(yexp - ypred) (11)
(m—p)
> Vexp = Vprea)
S.E.M.==27exp “pred (12)
Jvm

Onde m é o numero de dados de cada experimento, V.., € Y,req S30,
respectivamente, os valores experimentais e os preditos pelo modelo, e p é o nimero de
parametros (Mercali et al., 2013).
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4 Resultados

Para a fabricacdao de 6494g de suco de beterraba foram utilizados 66 bulbos cujo peso
individual médio foi estimado em 170,7+39,2g, totalizando 11779g de beterraba in
natura. A concentracdo medida de betaxantinas e betacianinas no suco bruto foi
44,8+1,9mg/100mL e 88%3,7mg/100mL, respectivamente. O pH inicial das amostras foi
em média 6,18 e o teor de umidade encontrado foi 90,9% (base umida). O conteudo de
solidos totais medido em refratdbmetro resultou em 8,5°Brix. Esses resultados foram
obtidos com o suco in natura, ndo filtrado e precederam seu congelamento.

Uma varredura no espectro UV-visivel foi realizada com o suco filtrado e acidificado
para, além da literatura, haver embasamento sobre os comprimentos de onda onde

existe absorbancia em maior magnitude (Figura 4.1).

0,8 1
0,7 1
0,6 1
0,5 1
0,4 -
S
0,3 - .
.

0,2 - ;

.

. *

0,1 .

*
0 s T T T 1
200 300 400 500 600 700

A (nm)
Figura 4.1: Varredura no espectro UV-visivel do suco de beterraba (FD = 100).

No presente trabalho desejou-se avaliar os efeitos ndo-térmicos do AO em
comparagao com o AC. Para tanto, a taxa de aquecimento das amostras nos dois métodos
deve ser muito semelhante, conforme demonstrado Figura 4.2. Nos ensaios cuja
temperatura de trabalho era 75°C, a diferenca entre a média de temperaturas das
duplicatas dos dois tipos de aquecimento foi de no maximo 1,4°C. Nos ensaios conduzidos
a 85°C, a maior diferenca entre as temperaturas médias foi de 2,3°C.
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Figura 4.2: Curvas de aquecimento (temperaturas médias das duas repeticdes) para os
aquecimentos conduzidos a 75°C (a) e 85°C (b).

4.1 Degradacaode betaxantinas e betacianinas

Quando o suco de beterraba foi aquecido a temperatura de 75°C por 120 minutos, a
degradagdao das betaxantinas foi em média de 26% e de 36% nos aquecimentos
convencional e 6hmico, respectivamente. Na temperatura de 85°C durante o mesmo
periodo, a degradagao foi, em média, de 30% e de 48% sob AC e AO, respectivamente.
Esses resultados estdo representados na Figura 4.3 que mostra as concentracdes de
betaxantinas adimensionalizadas e com seu valor inicial em funcdo do tempo. Conforme
pode ser observado, o aquecimento O6hmico causou maior decomposicdo das
betaxantinas no suco de beterraba nas condi¢des de processo avaliadas.
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Figura 4.3: Degradacdo de betaxantinas a 75°C (a) e a 85°C (b) nos aquecimentos
convencional (AC) e 6hmico (AO) (médias das repeticdes +desvio padrao).

As tabelas 4.1 e 4.2 apresentam os valores dos parametros estatisticos utilizados para
a analise da adequacdo do modelo de primeira ordem a cinética real de degradacao de
betaxantinas. Percebe-se um bom ajuste, ja que os erros médios foram inferiores a 3,7%.

Tabela 4.1: Parametros estatisticos referentes a modelagem cinética de primeira ordem
para degradacdo de betaxantinas.

Processo T (°C) R? E (%) x* 10* S.E.M. x 10
AC 75 0,97 1,80 0,33 0,08
AO 75 0,96 2,81 0,47 0,11
AC 85 0,97 2,10 0,50 0,11
AO 85 0,97 3,74 1,12 0,25

Tabela 4.2: Parametros cinéticos de degradacdo de betaxantinas utilizando teste de
Tukey (p < 0,05), representacdo de média+desvio padrao.

Processo T (°C) k (min™) D (min™) t1/2 (min™)
AC 75 0,0027 + 0,0005° 856 + 258" 258 + 43?
AO 75 0,0043 + 0,0006° 541 + 163% 163 + 21%°
AC 85 0,0032 + 0,0003% 729 + 2207 220 + 23?
AO 85 0,0067 + 0,0002° 342 + 103° 103 + 3°

Médias com letras diferentes na mesma coluna indicamvalores significativamente diferentes (p<0,05).

Pela andlise dos resultados das tabelas, é possivel constatar que no aquecimento
Ohmico a 85°C, houve uma degradacdo significativamente maior (p<0,05) de
betaxantinas, ja que o valor da constante nessas condi¢des difere dos demais.

Analogamente as betaxantinas, a Figura 4.4 mostra as concentracdes de betacianinas
adimensionalizadas e com seu valor inicial em fun¢cdo do tempo. Ao analisar os perfis de
concentracdo das betacianinas, por sua vez, evidencia-se que ndao ha grande diferenca de
degradagao média entre os dois tipos de aquecimento. A 75°C, houve 42 e 43% de
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degradacdao média nos aquecimentos convencional e 6hmico, respectivamente. Quando
submetidas a 85°C, as amostras degradaram 52% em AC e 58% em AO.

(b)
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Figura 4.4: Degradacdo de betacianinas a 75°C (a) e a 85°C (b) nos aquecimentos 6hmico
e convencional (médias das repeti¢des +desvio padrio).

O desvio padrdo da média dos ensaios (até 0,12 em AC e até 0,06 em AO) realizados a
75°C pode ser explicado pela inativacdo incompleta de enzimas, principalmente da
polifenoloxidase, cuja temperatura de desnaturacdo é 80°C. Ha também uma
variabilidade intrinseca do experimento, j3 que sdo muitos os fatores enddgenos e
exdgenos que interferem na estabilidade dos compostos estudados. Apesar da variancia
entre os experimentos, quando os dados foram ajustados para a cinética de primeira
ordem, apresentaram um ajuste adequado. Os valores dos parametros estatisticos estao
apresentados na Tabela 4.3 encontrada abaixo:

Tabela 4.3: Parametros estatisticos referentes a modelagem cinética de primeira ordem
para degradacdo de betacianinas.

Processo T (°C) R? E (%) x> 10* S.E.M. x 103
AC 75 1,00 0,88 4,37 0,20
AO 75 1,00 1,28 4,38 0,34
AC 85 0,97 4,68 5,09 4,11
AO 85 0,99 2,81 6,74 1,08

Nas andlises estatisticas observa-se que todos os valores de R? encontrados foram
superiores a 0,96 e que os parametros que relacionam os valores reais com os preditos
pelo modelo se mostraram adequados quando comparados com outros estudos (Mercali
et al. (2013) e Sarkis et al. (2013)). A parametrizacdo da cinética de degradacdo de
primeira ordem para betacianinas apresentou coeficientes semelhantes (p<0,05) para os
dois aquecimentos em ambas as temperaturas (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4: Parametros de cinética de degradacdo de betacianinas (média das duas
repeticOes + desvio padrdo).

Processo T (°C) k (min™) D (min™?) ti2 (min™)
AC 75 0,0044 + 0,0017° 457 + 216° 171 + 65°
AO 75 0,0044 + 0,0008° 342 + 97° 161 + 29°
AC 85 0,0051 + 0,0007° 568 + 62° 138 + 19°
AO 85 0,0067 + 0,0002° 534 + 10° 103 + 3°

Médias com letras diferentes na mesma coluna indicamvalores significativamente diferentes (p<0,05).

A acidificacdo do suco de beterraba em pH 4,5 além de aumentar a estabilidade dos
compostos de interesse, inibe a a¢cdao enzimatica de maneira a reduzir a variabilidade
experimental. Assim como esperado, com o aumento da temperatura houve maior
degradacdo tanto de betaxantinas quanto de betacianinas, especialmente no
aquecimento 6hmico. Algumas das razbes dessa degradacdo mais acentuada no AO
podem ser a eletrélise da agua, que aumenta a quantidade de oxigénio no meio e
também as reacdes de hidrdlise que fornecem calor ao meio. Essas reac¢des hidroliticas
podem, inclusive, justificar a degradacdo mais acentuada de betacianinas frente as
betaxantinas: diferencas estruturais entre as duas classes podem levar a reatividade
preferencial das betacianinas. Sugere-se, ainda, que durante a polarizagdao provocada
pelo campo elétrico, as betaxantinas - que possuem polaridade e massa molar menor do
que as betacianinas - possam ter mais mobilidade quando submetidas ao aquecimento
o6hmico.

O presente trabalho é pioneiro na proposicao de parametros cinéticos para a
degradacdo de betalainas no suco de beterraba. Todavia, tem-se conhecimento através
da literatura cientifica - (Mercali et al.(2013) eSarkis et al.(2013)) - que as antocianinas,
compostos detentores de propriedades corantes similares as das betalainas, se degradam
seguindo o mesmo modelo proposto, além de apresentarem constantes de degradacao
na mesma ordem de grandeza para a temperatura de 75°C - 0,0061min™” no AO e
0,0059min™ em AC- na polpa da acerola (Mercali et al., 2013).
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4.2 Analises colorimétricas

Durante os experimentos de aquecimento ha degradacdo das betalainas contidas no

suco de beterraba, e por consequéncia, ocorrem mudangas organolépticas no alimento:
percebem-se alteracdes no odor e na cor, tal como o depdsito de um material de

coloragdo marrom nas paredes da célula de extragdo, provavelmente relacionado a
formacdo de polimeros escuros de origem enzimatica e ndo-enzimdtica (reacdo de
Maillard).

Os parametros de cor estimados mostram, através da aplicacdo dos valores da
Tabela 4.5 nos diagramas da Figura 3.5, que a coloragdo da amostra bruta (ndo acidificada
e nao filtrada) encontra-se na regido entre azul (270°) e vermelho (0°) e é escura
(localizagao de L* no hemisfériosul do diagrama).

Tabela 4.5:Parametros de cor para o suco in natura de beterraba.

L* a* b* h° c*
28,3 0,507 -0,61 310 0,793

A variagdo dos parametros de cor durante os experimentos estdo representados na
Figura 4.5.
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Figura 4.5: Comportamento dos parametros de cor no decorrer dos experimentos de

aguecimento 6hmico e convencional. Representam a evolugdo de (a) luminosidade, (b)
a*, (c) b*, (d) °h e (e) C*.

Nota-se que houve um pequeno acréscimo em todos os pardametros colorimétricos,
principalmente b*, o que mostra uma tendéncia do suco de beterraba a adquirira
tonalidade marrom quando aquecido por 120 minutos. Tomando como base comparativa
um estudo realizado com o suco de caju (Zepka et al., 2009) a 90 °C, onde houve AE*
maximo de 6,11+0,6, a descoloracdo do suco de beterraba nos experimentos
apresentados é aceitavel pela industria alimenticia, uma vez que todos os valores foram
inferiores a 1,0.

Tabela 4.6: Valores médios de variacdo de cor (AE*)para o suco de beterraba em cada
método de aquecimento.

Tempo (min) AC 75°C AO 75°C AC 85°C AO 85°C
0 - - - -
20 0,48 + 0,11 0,45 +0,11 0,29 + 0,03 0,27 + 0,05
40 0,51+0,14 0,51+0,14 0,31 + 0,05 0,4+0,11
60 0,69 + 0,45 0,52+0,11 0,33 +0,08 0,44 +0,16
80 0,58 + 0,18 0,52 +0,16 0,35 + 0,06 0,57 + 0,08
100 0,69 0,27 0,65+0,11 0,51 +0,06 0,66 +0,11
120 0,78 + 0,09 0,69+0,18 0,7 £0,09 0,78 + 0,15

Para saber se as variacOes de cor sdo significativas, foi aplicado o teste de t-Student
nos conjuntos de dados de L*, a*, b*, °h (angulo Hue) e C (Croma) dos tempos analisados
(20, 40min, ...) comparando-os com os valores dos parametros do tempo zero. Houve
pequenas variacdes, nao significativas, dos parametros de cor: na maioria dos parametros
houve diferenca estatisticamente relevante entre o tempo 120 e o controle (tempo zero).
As duas excec¢bes foram os parametros a* e C para o aquecimento 6hmico a 75°C, onde
nao houve diferenca entre nenhum tempo em comparacdao com a referéncia.
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5 Conclusdes e Sugestoes para Trabalhos Futuros

O presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos ndo-térmicos do
aquecimento Ohmico em comparacdo com o convencional avaliando a cinética de
degradacdo de betacianinas e betaxantinas no suco de beterraba, bem como a alteragao
de cor do mesmo.

Baseando-se no perfil de degradacdao desses compostos nas temperaturas 75°C e
85°C, percebe-se que houve maior degradacdo com o incremento da temperatura em
ambos os métodos de aquecimento. Sendo assim, fica claro que as betalainas se
degradam essencialmente pelo efeito térmico e o maior desvio padrdo encontrado nos
ensaios a 75°C frente aqueles a 85°C podem ser explicados pela acdo de enzimas ainda
ativas.

Através dos dados de C/C, foi possivel propor o modelo de primeira ordem como
adequado para descrever a cinética de degradacdao de betaxantinas e betacianinas. Os
parametros cinéticos estimados para betaxantinas foram: k entre 0,0027 e 0,0067min'1,
valor-D entre 342 e 856min e ti/2 de 258 — 103min e nas betacianinas, k entre 0,0044 e
0,0067min™, valor-D entre 342 e 568min e ty, de 171 — 103min. Betaxantinas
apresentaram degradacdao média inferior as betacianinas, possivelmente devido a
diferencas na estrutura quimica entre elas, que conduzem a reacdes diferentes e em
proporcoes desiguais. O fato das constantes cinéticas serem maiores no AO pode ser
devido a reacdes de eletrdlise da dgua e a polarizacdo promovida pela aplicagdao do
campo elétrico.

Afora o estudo da cinética, foi analisada a evolucdo da coloracdo do suco durante os
tempos de coleta em comparagdao com o tempo zero (instante em que a amostra atinge a
temperatura de trabalho) e foi possivel observar que globalmente ha pequenas
diferencas nos parametros de cor (p<0,05) e esses indicam a migracdo da tonalidade do
suco para o marrom. Entretanto, nao foi possivel estimar a cinética de degradagdo com
esses dados em virtude das variacoes terem sido minimas.

Algumas sugestOes de trabalhos futuros sdo a avaliacdo das enzimas enddgenas
durante os aguecimentos 6hmico e convencional, para verificacdo se verdadeiramente
sdo elas as geradoras das variabilidades nos experimentos a temperaturas inferiores a
85°C. Além disso, sugere-se aplicagdo do aquecimento 6hmico no suco de outros
alimentos que contenham betalainas, tais como a pitaia e o cactus de pera, para fins de
comparag¢ao das constantes cinéticas de degradac¢ao obtidas neste trabalho.
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