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Resumo

O consumo do mirtilo vem se intensificando nos ultimos tempos, principalmente por ser
rico em antocianinas, compostos fendlicos de alto poder antioxidante, que podem ser
capazes de atuar na prevengao de inumeras doengas. O aquecimento 6hmico é uma
forma menos agressiva de tratamento térmico, em relacdo ao processamento
convencional, pois proporciona um aquecimento rdpido e uniforme do alimento,
potencialmente preservando propriedades nutricionais e sensoriais desejaveis no produto
final. O aquecimento 6hmico se baseia na passagem de corrente alternada através do
alimento, que atua como uma espécie de resisténcia, transformando energia elétrica em
térmica. Dentre as enzimas responsdveis pela reducao da vida de prateleira de alimentos,
pode-se destacar a peroxidase (POD), responsavel por modificagGes na cor, na textura e
no sabor das frutas. E também uma das enzimas mais termorresistentes existente nos
alimentos, sendo dessa maneira, sua elimina¢do um indicativo de que as outras espécies
tenham sido inativadas também. O objetivo deste trabalho foi determinar um modelo
cinético que possa descrever o comportamento da atividade da peroxidase no suco de
mirtilo ao longo do aquecimento 6hmico, quando mantido a temperatura constante. O
comportamento foi testado em trés temperaturas distintas (55, 65 e 75 °C). O
experimento se deu em um aparato experimental que consiste em uma fonte de energia,
um sistema de aquisicdo de dados e uma célula 6hmica; ja, a andlise de atividade
enzimatica se deu via espectrofotometria, pelo monitoramento de uma reagao catalisada
pela presenca da peroxidase contra o-dianisidina. Com o estudo desenvolvido foi possivel
verificar que o melhor modelo preditivo para esta inativacao, na faixa de temperatura
trabalhada, foi o modelo de Weibull. A taxa de degradacdo da enzima foi de

0,7342 min®***® para o processamento a 55°C e 0,8074 min™ %%’

para 65°C. Para o
processamento ocorrendo a 75°C, observa-se uma rapida inativacdo da enzima, sendo
gue em um minuto de processamento isotérmico nenhuma atividade foi verificada. Com
isso, o aquecimento Ohmico se mostrou uma importante ferramenta para o
processamento térmico de suco de mirtilo, rapidamente inativando peroxidase em

temperatura de 75°C.

Palavras-chave: mirtilo, aquecimento Ohmico, peroxidase, cinética de inativacao

enzimatica.
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1 Introdugdo

A cultura do mirtilo no Brasil é recente mas vem tomando espaco, principalmente,
para atender ao mercado externo. O consumo do mirtilo tem se intensificado em grande
parte pelos seus aspectos nutricionais, ja que possui um alto teor de antocianinas, que

sdo compostos fendlicos de alto poder antioxidante.

A fim de promover a transformacdo dos frutos in natura em produtos armazenaveis,
que possam ser consumidos em longo prazo, é necessario que o mirtilo passe por algum
tipo de processamento, sendo o processamento térmico o mais comum e importante
dentro da industria alimenticia. Porém, altas temperaturas envolvidas nos tratamentos
térmicos convencionais, que utilizam vapor ou d4gua como meios de aquecimento, além
de destruir microorganismos prejudiciais e inativar enzimas, podem provocar também a
degradacdo indesejada de vitaminas e nutrientes presentes nas frutas; é exatamente por
conta destas consideracdes, que ha pouco tempo o processamento térmico via
aquecimento 6hmico vem chamando a atencgao, pois, como esta tecnologia proporciona
aquecimento rapido e uniforme aos alimentos, ha possibilidade de maior preservacao das

propriedades nutricionais e organolépticas que se deseja manter.

Dentre as enzimas que se deseja inativar nos alimentos, encontra-se a peroxidase
(POD), um complexo de enzimas oxirredutoras, responsdveis por uma série de
modificacGes nas frutas, como perda de coloracdo, sabor, textura e nutrientes. A
peroxidase possui alta estabilidade térmica sendo, portanto, muito utilizada para
determinacdo dos niveis de qualidade de um processo. A sua inativacdo pelo calor pode

ser um indicio de que os demais tipos de enzimas estejam inativadas.

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o perfil de degradacdo de peroxidase em
suco de mirtilo durante aquecimento térmico via tratamento 6hmico. Como objetivos
especificos, avaliou-se estatisticamente qual modelo cinético presente na literatura

melhor prevé a degradac¢ao da enzima no suco e estimaram-se os parametros cinéticos de



2 Influéncia do Aquecimento Ohmico na Cinética de Inativagdo da POD no Suco de Mirtilo

processo com base no melhor modelo. Além disto, a fim de realizar a caracterizagdo do
suco trabalhado, foi realizada a determinacgao de algumas propriedades fisico-quimicas do
suco de mirtilo (pH, teor sodlidos soluveis e totais) e também a determinacdo do
comportamento da sua condutividade elétrica, propriedade fisica muito importante ao se

processar um alimento via aquecimento 6hmico.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Mirtilo

O mirtilo pertence a familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae e ao género
Vaccinium; é um fruto nativo da América do Norte pricipalmente dos Estados Unidos e
do Canada, onde é chamado de “blueberry”. O fruto, apresentado na Figura 2.1,
apresenta sabor exdtico, bom valor econ6mico e possui propriedades medicinais, sendo
mencionado como fonte de longevidade, j3 que possui um alto teor de antocianinas.
Esses compostos estdo contidos nos pigmentos hidrosoliveis de cor azul-plUpura do
mirtilo. As antocianinas sdo compostos fendlicos com alto potencial antioxidante, sendo
esse potencial relacionado a efeitos benéficos para a saide humana no tratamento e
prevencdo de diversas doencgas (Santos et al., 2007; Fachinello, 2008). Esta substancia
favorece a sintese do coldgeno e dos muco-polisacaridos, principais componentes da
estrutura do tecido conetivo, oferecendo enormes beneficios a pele, aos vasos
sangliineos, aos casos de varizes, hemorrdidas problemas circulatérios, transtornos

cardiacos, feridas externas e internas, edema, artrites e artroses (Madail e Santos, 2004).

Figura 2.1: Mirtilo. Fonte: Antunes, Trevisan e Gongalves (2004).

Segundo Galleta e Ballington (1996), os mirtilos comercialmente cultivados podem

ser classificados em cinco tipos:
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e Highbush (arbusto alto): plantas de 2 ou mais metros de altura que
necessitam de frio hibernal (650 a 800 horas de frio).

e Halfhight (arbusto de médio porte): plantas de 0,5 a 1m de altura e que
ndo exigem tanto frio quanto as do grupo anterior.

e Southern (arbusto de porte alto): é originario do sul dos Estados Unidos -
também é conhecido como highbush que necessita menos frio.

e Rabbiteye: plantas de 2 a 4 m de altura. S3o mais vigorosas, apresentam
maior produtividade, tolerancia ao calor e a seca.

e Lowbush (arbusto de pequeno porte): plantas com menos de 0,5 m de

altura.

O mirtilo pode ser comercializado in natura e também pode ser processado como
polpa para iogurtes, polpas, doces, sorvetes e geléias, ou ser congelado e comercializado

desta forma (Raseira, 2004).

Durante o armazenamento dos frutos ocorrem alteragdes ja que estes continuam
vivos; essas alteracdes diminuem sua qualidade os direcionando para o envelhecimento e
conseqliente morte. As alteracdes sofridas pelas frutas sdo agrupadas em: processos
fisicos (transpiracdo, perda de agua através dos tecidos), processos quimicos e
bioquimicos (respiracdo celular), acdo de microorganismos e enzimas, fatores pods
colheita, fatores do pomar (grau de maturacdo, colheita, pré-resfriamento),
armazenamento (ambiente, refrigerado, em atmosfera controlada ou em atmosfera

controlada) (Coutinho e Cantilano, 2004).

Devido aos seus efeitos benéficos a salde, e também por atrair consumidores
tanto no mercado interno, quanto no externo, o mirtilo alcanca valores econémico
expressivos no mercado, representando uma boa possibilidade de cultivo para regides
gue ainda ndo possuem tradicdo nesta cultura, como é o caso da América do sul. Nos
ultimos anos a producdo e o cultivo de mirtilo tiveram aumentos expressivos, segundo a
Organizacdo Mundial de Agricultura e Alimentacdo das Nac¢des Unidas (FAO) (Madail e
Santos, 2004).
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O interesse crescente do mercado norte-americano, europeu e asiatico tem
pressionado produtores tradicionais a aumentarem sua produgdo e tem motivados novos
empreendedores, como o Chile, a Argentina e recentemente o Brasil, no qual a cultura do
mirtilo foi introduzida pela Embrapa Clima Temperado (Pelotas-RS). Em 2002, os Estados
Unidos foram responsaveis por 50% da produg¢do mundial, o Canadd por 33%, o
continente europeu por 16% e o restante do mundo é responsavel por 1%. Mesmo com a
maior producdo, os EUA ndo sdo auto-suficientes o ano inteiro na produg¢do de mirtilos,
apenas nos meses de maio, junho e julho (periodo de safra), necessitando importar o

produto na entressafra (Madail e Santos, 2004).

2.2 Aquecimento Ohmico

Segundo Sastry e Barack (2000), o aquecimento 6hmico é definido como um
processo no qual corrente alternada passa através de um produto com a finalidade de
aquecé-lo. A passagem de corrente elétrica alternada (CA) em um alimento transforma
energia elétrica em energia térmica, promovendo assim um aumento de temperatura no
interior do produto. Como a maioria dos alimentos que necessitam processamento
térmico possuem constituintes idnicos (sais e acidos), é possivel a passagem de corrente

elétrica pelos mesmos (Palaniappan e Sastry, 1991).

Este método de tratamento térmico também pode ser chamado de aquecimento
Joule, aquecimento eletrocondutivo, aquecimento por resisténcia, aquecimento por
resisténcia direta, ou ainda, aquecimento elétrico direto. Para promover o aquecimento,
uma tensdo é aplicada sobre os eletrodos que estdao nas extremidades do alimento a ser

aquecido, como é mostrado na Figura 2.2.
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Fonte de CA
Alimento -
-~ ‘r
v ™.
- _,-’/. '\\\‘
Eletrodo solante Eletrodo

Figura 2.2: Sistema de aquecimento 6hmico esquematizado. Fonte: Ruan et al.(2002).

O aquecimento 6hmico permite um aumento rdpido na temperatura dos sélidos
presentes, pois gera calor diretamente nos alimentos, o que nos tratamentos
convencionais ocorre de uma forma mais lenta, por se tratar de uma transferéncia
basicamente condutiva (Goullieux e Pain, 2005). Os tratamentos convencionais utilizam
agua ou vapor como meio de troca térmica com o alimento. Nestes tratamentos,
transferéncia de calor para os sélidos dissolvidos depende principalmente da interface
sélido liquido, pois ndo ha geracdo de calor no interior do alimento. No aquecimento
O0hmico, a geracdo de calor é uma espécie de for¢ca motriz para que ocorra a transferéncia

de calor (Nicolai, Verboven e Scheerlinck, 2001).

Palaniappan e Sastry (1991) descreveram resumidamente a formulacao
matematica do aquecimento Ohmico. Considerando que o alimento é aquecido
internamente por atuar como uma resisténcia elétrica, o principio bdasico que rege a

geracao de calor é dado pela Equacao 2.1:

Q=1 "R? (2.1)

onde Q é a taxa de calor gerado [W], / é a intensidade da corrente elétrica através da

amostra [A] e R é a resisténcia elétrica da amostra [Q)]. A resisténcia elétrica da amostra é

inversamente proporcional a sua condutividade elétrica e pode ser expressa por:

R= — (2.2)
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onde L [m] é o espacgo entre os eletrodos ou o comprimento da amostra, A é a area dos
eletrodos ou da sec¢do transversal da amostra [m?] e o é a condutividade elétrica do

produto a ser aquecido [S.m™].

As Equacgdes 2.1 e 2.2 mostram que a quantidade de calor gerada estd relaciona
com a corrente induzida pela fonte de tensdo e também com a condutividade elétrica do
material (Sastry e Li, 1996 apud Icier e llicali, 2005). A taxa de aquecimento é proporcional
a condutividade elétrica e ao quadrado da forca de campo elétrico e, desta forma ela
pode ser controlada pelo distanciamento entre os eletrodos e também pela tensao

aplicada ao produto (Lima et al., 1999; Lewis e Heppell, 2000).

O processamento térmico por meio do aquecimento Ohmico permite que os
alimentos se aquecam de forma rapida - em questdo de minutos ou até segundos (Sastry,
2005 apud Knirsch et al., 2010). Outro aspecto muito favoravel é que o aquecimento
O6hmico permite que as particulas sélidas suspensas no alimento se aquegcam a uma taxa
semelhante ao liquido, tornando possivel o processamento UHT (Ultra High Temperature)
e HTST (High Temperature Short Time) (Imai et al., 1995; Kim et al., 1996; Castro et al.,
2003; Tucker, 2004).

Como todo o processo, o aquecimento 6hmico também possui parametros
criticos, tais como a condutividade elétrica, a temperatura e a taxa de aquecimento. A
condutividade elétrica é dependente de diversos fatores, tais como temperatura,
constituintes i0nicos, viscosidade e microestrutura do material e forca do campo, entre
outros (Sastry e Palaniappan, 1992). Dentre as possiveis aplicacdes para o aquecimento
Ohmico pode-se citar o seu uso em branqueamento, evaporacao, desidratacao,

fermentacdo e extracdo (FDA, 2001).

Os tratamentos térmicos aplicados aos alimentos causam uma série de
modificacGes organolépticas e nutricionais, sendo que algumas destas modificagcdes sdo
desejadas e outras ndo; nesse ultimo caso, essas modificacdes devem ser minimizadas.
Uma série de fatores tais como: caracteristicas do alimento in natura, condicGes de
operacdo e tipo de produto desejado influenciam na escolha da tecnologia de

processamento e no grau de modificacdo associado a esta tecnologia. Por isso, estes



8 Influéncia do Aquecimento Ohmico na Cinética de Inativagdo da POD no Suco de Mirtilo

fatores devem ser levados em conta na escolha da tecnologia. A melhor alternativa alia as

caracteristicas desejadas com o menor custo e tempo de processamento (Sarkis, 2010).

Dentre todas as técnicas utilizadas no processamento de alimentos na industria, o
tratamento térmico é o de maior importancia e o mais utilizado para conservagao,
cozimento e inativagdo enzimatica. As altas temperaturas utilizadas em tratamentos
térmicos convencionais levam a inativacdo de enzimas e a eliminagdo de micro-
organismos patogénicos; porém, também causam perdas de vitaminas e minerais,
provocando altera¢des no sabor, aroma, textura e aparéncia do produto. Por conta disto,
a industria vem voltando suas ateng¢des para o aquecimento 6hmico, ja que este se
apresenta como uma forma menos agressiva de tratamento térmico, devido a sua rapidez
e uniformidade, e é aplicavel a alimentos bombeaveis de processamento continuo

(Ramaswamy e Chen, 2002).

Os tratamentos convencionais apresentam outro problema, sendo este referente
a ndo uniformidade da temperatura no alimento; as partes em contado com a superficie
de aquecimento aquecem em excesso e podem acabar queimando se ficarem em contato
o tempo suficiente até que as partes mais frias alcancem as temperaturas necessarias. A
principal vantagem do aquecimento 6hmico esta relacionada exatamente a este ponto,

uma vez que ele aquece de forma rdpida e uniforme os alimentos (Castro et al., 2003).

Uma das principais caracteristicas e vantagens do aquecimento 6hmico é o
aquecimento volumétrico de alimentos por meio da geracdo interna de calor e, desta
forma, possiveis particulas sdlidas existentes no meio podem chegar a mesma
temperatura - ou até alcancar temperaturas superiores as do liquido, reduzindo a queima
do produto, evitando danos mecanicos e reduzindo as perdas de vitaminas e nutrientes.
Além disso, outras vantagens sao: alta eficiéncia, uma vez que cerca de 90% da energia
elétrica é convertida em calor (Ghnimi et al., 2008), facilidade no controle do processo
(ligar ou desligar a fonte de energia do sistema) , menos agressivo para o meio ambiente
(ndo usa agua e nem vapor, o que gera grande gasto energético e geracdo de efluentes)
(Ruan et al., 2002; Ghnimi et al., 2008). E ainda, se os alimentos submetidos ao
aquecimento 6hmico forem combinados com embalagens assépticas, estes podem ser

comercializados a temperatura ambiente (Soojin e Sastry, 2005).
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Segundo Goullieux e Pain (2005), o aquecimento 6hmico pode ser realizado com

trés tipos diferentes de configuragao:

e Batelada: processo é realizado de forma descontinua. Esse tipo de configuracao
também é conhecida como aquecedor estatico, e € amplamente utilizada para validacdes
de modelos envolvendo o comportamento de diferentes amostras, ajuste e determinagao
de pardmetros elétricos e simulacdes de processos industriais como pasteurizacdo e
esterilizagdo. Esse tipo de aquecedor permite a determinacdo dos parametros
fundamentais para o aquecimento, como a condutividade elétrica da amostra, o tempo
de aquecimento e a homogeneidade durante o processo, sendo uma boa ferramenta para
aplicacdo em escala de laboratério (Goullieux e Pain, 2005).

e Tranversal: no qual o fluxo do produto é paralelo aos eletrodos e perpendicular
ao campo elétrico.

e Colinear: fluxo do alimento é realizado de um eletrodo para o outro,

paralelamente ao campo elétrico.

A Figura 2.3 mostra, de forma esquematica, os trés modos de operacao do sistema

de aquecimento 6hmico.

N _ P
+
(&) Batelada {b) Tranversa {C) Colinear

Figura 2.3: ConfiguracGes do processo de aquecimento 6hmico. Fonte: Goullieux e Pain (2005).

2.3 Peroxidase

As peroxidases (POD) sdo enzimas pertencentes ao grupo das oxirredutases. Essas
enzimas sdo responsaveis pela deterioracdo oxidativa de muitos vegetais durante o

armazenamento e estdao envolvidas em diversas rea¢des bioldgicas, como: rea¢des de
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oxidacdo, ligacGes de polissacarideos, oxidacdo do dacido indol-3-acético, ligacdes de
monomeros, lignificagdo, cicatrizagdo de ferimentos, estresse fisioldgico, oxidacdo de
fendis, infeccdes nos vegetais, regulacdo da elongacdo de células e outras. O estudo desse
grupo de enzimas tem sido de grande importancia para a tecnologia de alimentos, uma
vez que a continuidade da atividade enzimatica pode ocasionar mudangas na cor,
variacGes de aroma, alteracdes no teor de vitaminas e mudancas na textura (Freitas et al.,

2008; Gaspar et al., 1982; Kao, 2003; Campos et al., 2004; Maciel et al., 2007).

A partir da reducdo de perdxido de hidrogénio ou de perdxidos organicos, a
peroxidase é capaz de catalisar a oxidacdo de um grande nimero de substratos doadores
de hidrogénio (aminas aromdticas primdria, secunddrias e tercidrias, fendis, antocianinas,
lignina, vitamina C, clorofila, entre outros) (Haard e Tobin, 1971; Burnette, 1977,

Lopezserrano e Barceld, 1996; Chamarro e Molina, 1989).

O mecanismo da reacdo geral da peroxidase é mostrado a seguir:
POD
ROOH + AH, ———— H,0 + ROH + A*

onde ROOH é o aceptor de hidrogénio e o AH, é o doador de hidrogénio. Esse mecanismo

de reacdao pode ser esquematizado como:

POD + H,0, — Complexo |
Complexo I + AH, — Complexo Il + AH

Complexo Il + AH — POD + A

Uma caracteristica marcante das peroxidases é a sua termoestabilidade, sendo
gue em muitas dreas da tecnologia de alimentos é considerada como referéncia para o
controle de eficiéncia do processamento térmico. (Mutfligil, 1985). Esta é uma das razoes
pela qual ela é empregada para se determinar a efetividade do processo de
branqueamento (processo que visa provocar a inativacdo enzimatica de frutas e vegetais,
para prevenir sua perda de qualidade na estocagem) (Khan e Robinson, 1993a). Sua f4cil

deteccdo é outro motivo pelo qual é utilizada para esta finalidade.
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Segundo Lamukanra e Watson (2000) muitas altera¢des de sabor podem estar
ligadas a atividade de peroxidase. Ja foi até constatado, através de dados empiricos, a
ocorréncia de off-flavors relacionados a atividade residual de peroxidase em alimentos
processados (Burnette,1977; Cano et al, 1998; Khan e Robinson, 1993; Mutfilgil, 1985;
Valderram e Clemente, 2004). Além dos efeitos no sabor, foi sugerido que a peroxidase
possa alterar a textura de alguns tipos de frutas por meio da sintese de lignina e da
capacidade de catalisar a ligacdao entre as moléculas de acido ferrulico (substituintes na
cadeia da pectina) (Adams, 1997). Segundo Forsyth et al. (1999), a lignificacdo ocorrida
pela habilidade que a peroxidase possui de oxidar iniUmeros compostos fendlicos, entre
eles a clorofila, é um indicativo de que esta enzima também estd relacionada com a
descoloracdo de tecidos de frutas e vegetais (Onsa et al., 2004). Considerando todas
essas modificacGes decorrentes nos alimento pela presenca da peroxidase, estudos

envolvendo sua inativagao sao muito importantes.

2.4 Modelos Cinéticos

Os modelos cinéticos comumente sao usados para descrever o comportamento de
um composto alvo ao longo do processo de inativacdao. A Tabela 2.1 apresenta varios
modelos disponiveis na literatura para descrever a inativacao térmica de enzimas. Nas
equacoes, A representa a atividade enzimatica no tempo t, Ap é a atividade enzimatica

inicial e k é a constante de taxa de degradacdo a uma dada temperatura (Shalini et al.,

2008).
Tabela 2.1: Equagdes cinéticas usadas para analisar a inativa¢do da peroxidase.
N° Equagdo Modelo Equagdo
imeira- A
(2.3) Primeira-ordem In2 = it
AO
2.4 Isoenzimas distintas A
(2:4) 1= A ep(hit) + Apexp(y)
(2:5) Duas-fracdes L =a xexp(—k, xt) + (1 —a) x exp(—kg X t)
0
2.6 Multi-componente primeira-ordem A
(2.6) P P 1= (e (ki) + rexp (<hp0)/(147)
(2.7) nésima ordem A i _ 1/(n=1)
a0 {AF™ + (n— 1) kt}
(2.8) Conversdo francionaria

A
— = A, + (A, — A,) exp(—kt)
Ay

(2.9) Distribui¢do de Weibull s = s, exp(—bt")
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Os seguintes processos podem estar envolvidos na desnaturacado térmica da POD:
dissociagdo do grupo prostético da haloenzima (enzimas que possuem em sua
composicdo outras substancias, além de aminodcidos), mudanca na conformacdo da
apoenzima (parte referente aos aminoacidos das haloenzimas) e modificagdo ou

destruicdo do grupo prostético (Vamos Vigyazé, 1981).

Lencki, Arul e Neufeld (1992a, 1992b) afirmaram que, quando um aparente
comportamento de primeira-ordem é observado durante a inativacdo enzimatica, a taxa
na qual um dos fen6menos acontece determina a taxa de inativa¢dao e, quando as taxas
de vérios fendmenos envolvidos sdo semelhantes, hd ndo linearidade nos processos de
inativacdo. O conceito de que curvas de inativacdo térmica sdo a forma cumulativa de
distribuicdo cronolégica dos eventos de degradacdo, tem sido apoiada por varios
pesquisadores. Estas curvas representam o espectro de resisténcia a inativagao térmica
das enzimas. A curva de atividade térmica residual (A/Ap; x t), por sua vez,
independentemente dos mecanismos biofisicos especificos que realmente causam a
inativagdo das enzimas, indica o total efeito destrutivo do calor sobre as enzimas afetadas

(Shalini et al., 2008).

A seguir sdao apresentados alguns modelos cinéticos e sua relagdo com o

comportamento enzimatico.

e Primeira-ordem (Eqg. (2.3)): tem sido usada para descrever a inativacao térmica
de enzimas em geral. Supde que o rompimento de uma simples ligacdo ou estrutura é
suficiente para desativar a enzima (Ludikhuyze, et al., 1999). Considerando a
complexidade e a diferente variedade de fendmenos envolvidos em uma inativagdo, esta

explicacdo parece muito simples (Ladero et al, 2006).

e Modelo de distintas Isoenzimas (Eq. (2.4)): esse modelo sugere que a inativacdo
enzimatica é descrita pela soma de dois decaimentos exponenciais, um referente a
enzimas termolabeis e outro referente a enzimas termoestdveis. Nesta equacao, A; e Ag
sdo as atividades residuais e k; e kg sdo as constantes de taxa de reacdo de primeira-
ordem para as fracOes termoldbeis e termorresistentes, respectivamente (Ludikhuyze et

al., 1999) .
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e Duas Fragdes (Eqg. (2.5)): modelo proposto por Chen e Wu (1998) que apresenta
como hipdtese o fato de que a amostra de extrato vegetal possui variadas isoenzimas que
podem ser separadas em dois grupos, um com resisténcia térmica superior ao outro e
ambos inativados termicamente seguindo uma cinética de primera-ordem. O coeficiente
a representa a atividade da fracdo de isoenzimas termolabeis em relacdo a atividade
enzimatica total. Este modelo é equivalente ao modelo anterior na parte que se refere a

descricdo enzimatica, havendo apenas diferencas nos parametros constantes adotados.

e Multi-componente primeira-ordem (Eq. (2.6)): as caracteristicas deste modelo
foram discutidas por Fujikawa e Itoh (1996) em simulagdes cumulativas e, a partir disto,

descreveram o método de estimativa dos parametros de inativagao.

e Ordem n (Eq. (2.7)): considera que a inativacdo é de ordem varidvel, nao

fixando um valor inteiro (Shalini, et al., 2008).

e Conversao fracionada (Eq. (2.8)): refere-se a uma conversdo de primeira ordem
e considera a atividade enzimatica diferente de zero apdés um prolongado tempo de
agquecimento por causa da presenca de uma fragdo de enzimas extremamente resistente
ao calor. A, é a atividade enzimatica residual referente a fracdo extremamente resistente

(Rizvi e Tong, 1997).

e Distribuicdo de Weibull (Eq. (2.9): o padrdo de distribuicdao de Weibull se baseia
na suposicao de que, sob as condi¢cdes examinadas, a taxa momentanea de sensibilidade
térmica para o calor, é somente um fator transiente da intensidade do aquecimento e da
atividade residual, mas ndo da taxa com que a atividade residual foi alcancada (Peleg e

Penchina, 2000).
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3 Materiais e Métodos

Esta secdao estd dividida em duas partes, a primeira delas tem por objetivo
descrever como foi realizada a determinacdo de algumas propriedades fisicas e fisico-
quimicas proprias do suco utilizado. A segunda etapa, por sua vez, destina-se a descri¢do
detalhada de todas as etapas experimentais envolvidas na determinacdo da cinética de
inativacdo enzimdtica do suco de mirtilo, quando este é submetido ao aquecimento

ohmico.

3.1 Caracterizagao do Suco de Mirtilo

As propriedades fisico-quimicas do mirtilo analisadas foram: teor de soélidos

soluveis (°Brix), pH e umidade.

O teor de acgucares foi determinado utilizando refratébmetro analégico portatil
(Carl zeiss, modelo 32-G, Estados Unidos), de acordo com o método da AOAC 932.12
(AOAC, 2000a), e o pH foi determinado utilizando pHmetro (Tecnal, modelo TEC-3MP,
Brasil), também de acordo com a AOAC, método 981.12 (AOAC, 2000c).

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico de acordo com a
metodologia 934.06 (AOAC, 2000b). Este método consiste em pesar, em balanca analitica,
com precisdo de 0,0001 g (BOSH, modelo SAE 200, Alemanha), 5 g de amostra em capsula
de aluminio contendo bastdo de vidro e 10 g de areia. E necessario utilizar a areia devido
ao alto teor de acucares dos frutos. Em altas temperaturas, o acglcar carameliza, criando
uma crosta superficial que impede a saida de agua do alimento. A areia evita a formacao
desta crosta e forma poros, facilitando a retirada de agua do alimento (AOAC, 2000b).
Apds a pesagem, com o auxilio do bastdo de vidro, a amostra é misturada a areia e

colocada em estufa a vacuo (Tecnal, modelo TE-395, Brasil) a 80 °C por 8 h. No final deste
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periodo, a amostra é resfriada e novamente pesada. A umidade é calculada através da
diferenca de massa antes e apds a secagem da d4gua, utilizando a Equagdo 3.1 e o
resultado é obtido em porcentagem. O teor total de sdlidos é calculado diminuindo-se de
100 o valor obtido na Equagdo 3.1. Todas as analises de umidade contidas neste trabalho

foram realizadas em triplicata.

xW = DeuMas o 100 (3.1)

Mau

onde, x* é a umidade em base Umida em porcentagem, mau é a massa de amostra Umida e

mas € a massa de amostra seca.

Além destas propriedades fisico-quimicas, foi determinada também a
condutividade elétrica do suco de mirtilo, uma propriedade fisica de suma importancia
guando se deseja submeter algum alimento ao aquecimento Ohmico, ja que esta
propriedade é um indicativo se a o alimento em questdo pode conduzir bem as correntes

elétrica e ser aquecido com certa facilidade ou ndo (Goullieux e Pain 2005).

A condutividade elétrica (o) é habilidade que o material possui de conduzir
corrente elétrica. Sendo a corrente (I) e a tensdo (V) monitoradas pelo sistema e
conhecendo as dimensdes do equipamento, pode-se aplicar a Equagdo 3.2 e o resultado

serd o valor da condutividade elétrica (Goullieux e Pain 2005).

L L

o= AV~ AR

(3.2)

onde L e A sdo o comprimento e a area da célula, respectivamente; e R a resisténcia do

alimento submetido ao aquecimento 6hmico.

A condutividade elétrica do suco de mirtilo foi determinada através do
aquecimento Ohmico. Foi empregada uma parte do aparato experimental usado na
determinacdo da cinética de inativacdo enzimatica; apenas a célula 6hmica foi trocada

por outra, mais adequada para esta finalidade, uma vez que seus eletrodos permanecem
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numa posicao fixa ao longo do experimento. A fotografia da célula 6hmica empregada

esta mostrada na Figura 3.1.

Figura 3.1: Célula 6hmica utilizada para determinar a condutividade elétrica do suco de mirtilo.

Esta célula possui 3 cm de didametro e 3,8 cm de comprimento. Os eletrodos, que
possuem o mesmo diametro da célula, estdo nas extremidades da mesma. Estes
eletrodos foram ligados a barras de cobre, para que entdo estas possam ser conectadas
ao sistema de fornecimento de energia. A célula 6hmica possui ainda duas aberturas na
sua parte superior, para que possam ser introduzidos os medidores de temperatura
(termopares do tipo Pt 100). Uma destas aberturas é maior que a outra, para os casos de
transbordamento. No experimento sé foi usado um termopar, e este foi introduzido na

abertura lateral.

Primeiramente, foi colocado suco de mirtilo na célula 6hmica de forma que todo o
interior da célula fosse preenchido. A célula preenchida com o suco foi posicionada sobre
uma mesa agitadora, o termopar foi introduzido na abertura superior e as barras de
cobre foram conectadas a fonte de energia. O suco foi, entdo, submetido ao aquecimento
O0hmico, a fonte de tensdo foi ligada em 150V e esta tensdo foi mantida constante ao
longo de todo o experimento. O software conectado ao sistema de aquecimento 6hmico,
calculou a condutividade elétrica do suco de mirtilo ao longo do tempo com base na
equacdo 3.2. A tensdo e a corrente, necessarias para a determinac¢do da condutividade
elétrica, foram monitoradas pelos medidores e as dimensbes da célula 6hmica foram

inseridas no programa.
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3.2 Determinacgao da Cinética de Inativacao Enzimatica

O experimento que envolve a determinagdo da cinética de inativacdao da
peroxidase no suco de mirtilo foi dividido em trés etapas: elaboragdo do suco,
aquecimento 6hmico e coleta de amostras e analise via espectrofotometria de luz visivel

para verificar a atividade enzimatica de cada amostra.

3.2.1 Elaboragdo do Suco

Os mirtilos utilizados no experimento sdao da espécie Vaccinium corymbosum e
fazem parte do grupo highbush. Os frutos foram adquiridos congelados da empresa
Italbraz (Vacaria, RS, Brasil) e pertenciam ao mesmo lote. Para preparo do suco, os
mirtilos, que estavam em embalagens distintas, foram primeiramente, homogeneizados e
posteriormente triturados em um liquidificador por tempo suficiente para que ndo

houvesse mais pedacos visiveis da fruta.

Apds passar pela etapa de trituracdo, as por¢des foram homogeneizadas e, em

seguida, centrifugadas durante 20 minutos, sob uma rotacao de 6000 rpm a 4°C.
Depois da etapa de centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um copo de

béquer, no qual todo o suco foi homogeneizado. Em seguida, o suco foi repassado para

tubos Falcon limpos e, entdo, congelado até o uso.

3.2.2 Aquecimento Ohmico e Coleta de Amostras

3.2.2.1. Sistema de Aquecimento Ohmico

O aparato experimental utilizado é composto por um sistema de fornecimento de
energia, um sistema de aquisicdo de dados e uma célula 6hmica. A seguir, cada sistema

serd descrito separadamente.
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O sistema de fornecimento de energia é formado por um estabilizador (Forceline,
modelo EV 1000 T/2-2, Brasil), um variador de tensdo, que pode ser ajustado em tensGes
entre 0 e 240 V (Sociedade Técnica Paulista LTDA, modelo Varivolt, Brasil) e um disjuntor
(Siemens, Brasil). O estabilizador foi conectado a rede local, utilizando corrente alternada

com frequéncia de 60 Hz.

O sistema de aquisicdao de dados permite o monitoramento e registro de valores
relativos a corrente elétrica, tensdo e temperatura em funcdo do tempo. Os dados foram
coletados utilizando um mddulo de aquisi¢cdao e registro (Novus, modelo Field logger,
Brasil). Foi utilizado um programa para monitoramento e registro das varidveis. A Figura

3.2, mostra a interface grafica do programa.

Figura 3.2: interface grafica do software utilizado para monitoramento e registro de dados.

Para monitoramento da temperatura, foram utilizados medidores de temperatura
do tipo Pt-100 (Novus, Brasil), previamente calibrados, com haste de aco inoxidavel
revestida com uma liga de niquel-fosforo a fim de evitar reacbes de corrosdo. Para o
monitoramento da tensdo, foi utilizado um transdutor de Tensdo CA (Yokogawa, modelo
2374A-T13-VRX/AN, Taiwan), cujo sinal de entrada varia de 0 a 240 V. A corrente elétrica
foi monitorada através de um transdutor de corrente CA, (Yokogawa, modelo 2374A-T13-
ALS/NA, Taiwan) com sinal de entrada de 0 a 5 A. Estes equipamentos ja haviam sido
previamente calibrados através da utilizacdo de um multimetro (Wavetek Meterman,

modelo 25XT, Taiwan) e um termometro de mercurio.
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A célula 6hmica utilizada possui didmetro de 8 cm e altura de 13,5 cm. Os
eletrodos, cujas dimensdes sdao de 3x2,5 cm, possuem formato retangular e sdo feitos de
platina. Estes eletrodos estdo ligados a hastes de cobre e estas, por sua vez, sdo
conectadas ao sistema de fornecimento de energia. Nesta célula, tanto os medidores de
temperatura, quanto os eletrodos sdo inseridos na parte superior. A Figura 3.3 mostra

fotografias da célula 6hmica, dos eletrodos de platina e dos medidores de temperatura.

(a) (b)

Figura 3.3: (a) célula 6hmica; (b) eletrodos e termopares

3.2.2.2. Aquecimento Ohmico do Suco de Mirtilo e Coleta das Amostras

Inicialmente, foram descongelados 150 mL de suco de mirtilo, apds degelo, o suco
foi acondicionado na célula 6hmica, de modo a cobrir totalmente os eletrodos de platina,
o que é fundamental na determinacdo da condutividade elétrica. Posteriormente, a célula
foi colocada sobre um agitador magnético (Instrulab, modelo ARE, Brasil) a fim de se
obter uniformidade do produto ao longo das andlises. Feito isto, foi aplicada uma tensao
de 150 V, e esse valor foi mantido constante até que a temperatura de trabalho fosse
alcancada. Quando alcancada esta temperatura, a tensdo foi diminuida e manipulada de
forma a manter-se constante a temperatura para a qual se desejava determinar o modelo
cinético de inativacdo enzimatica. No mesmo instante em que a temperatura requerida

foi alcancada, coletou-se uma amostra de aproximadamente 1 mL do suco sob
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aquecimento. Outras amostras foram coletadas nos instantes 1, 2, 3, 5, 7,5 e 10 min.
Além destas coletas, foi feita a amostragem do suco in natura. Apds a coleta, as amostras
foram mantidas a -40°C até o momento da analise. O experimento foi feito em duplicata
para cada temperatura de trabalho, sendo que as temperaturas escolhidas foram de 55,

65 e 75°C.

3.2.3 Andlise de Atividade Enzimdtica

A andlise de atividade enzimatica foi feita via espectrofotometria, em
comprimento de onda de 460 nm (Clemente, 1998). A anadlise realizada indica
guantitativamente a atividade de peroxidase presente nas amostras e esta é determinada
através do método de reducdo de o-dianisidina a o-quinona. Esta reagdo sé ocorre na

presenca da peroxidase, que age como catalisador (Clemente, 1998).

Em uma cubeta, aliquotas de 200 pL de extrato enzimatico (suco de mirtilo in
natura ou submetido ao aquecimento 6hmico) foram misturadas a 2,7 mL de perdxido de
hidrogénio 0,1%, o qual foi preparado em solug¢ao tampao fosfato de sédio (100 mM e pH
6,0). A seguir, 100 pL de o-dianisidina 1% (em metanol) foi adicionado ao sistema e o
aumento da absorbancia do sistema a 460 nm foi monitorado a cada 10 segundos por 5
minutos. Uma unidade de atividade de enzimatica (u.a.e.) foi definida como o
correspondente a variagdo de 0,001 unidades de absorbancia por minuto/mL de amostra.

Todas as amostras foram lidas em triplicatas.

A atividade enzimatica residual foi determinada pela variacdo de absorbancia por
minuto (AAbs/min), nas condi¢Ges de ensaio. Para calcular AAbs/min foi usada regressao
linear, sendo que somente a parte linear da curva de absorgao foi considerada (Shalini, et
al., 2008). A atividade enzimatica residual, que é a razdo entre a atividade residual em um

determinado tempo e a atividade enzimdtica no tempo zero é dada por:

Atividade enzimdtica residual (A%) (%) = Si x 100,
0

onde s e sy sdo a atividade enzimatica apds tratamento térmico por tempo t e a atividade

enzimatica inicial.
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4 Resultados

4.1 Caracterizacao do Suco de Mirtilo

Os resultados para as propriedades fisico-quimicas analisadas do suco de mirtilo

estdao apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Valores médios para teor de sdlidos totais, sélidos soluveis e pH.

Propriedade Valor (*)

Teor de sélidos totais (%) 11,07 + 0,06
Teor de sélidos soltveis (°Brix) 11,0+ 0,0

pH a 25°C 3,64 £0,01

(*) Valores médios + desvio padrdo de n repeticdes (n = 3).

Esses valores podem variar com o estagio de maturacao, fertilidade do solo, clima,
entre outros, sendo o teor de sdlidos soltiveis um indice de maturidade de algumas frutas
Coutinho e Flores (2004). Com os valores obtidos, percebe-se que quase a totalidade dos
sélidos do suco em questdo sdo sollveis, provavelmente porque a etapa de centrifugacao

envolvida na preparacdo do suco foi eficiente na remocao dos sdlidos suspensos.

A Figura 4.1 mostra o comportamento da condutividade elétrica do suco de mirtilo
ao longo do aguecimento 6hmico, no qual ocorre o aumento de temperatura. Verifica-se
claramente uma relacdo linear positiva entre temperatura e condutividade elétrica.
Quando a temperatura do suco aumenta, simultaneamente ocorre o aumento da
condutividade elétrica, porque esta propriedade depende, entre outros fatores, do
movimento dos ions presentes no suco. Com o aumento da temperatura, a energia
interna do sistema cresce e os ions se movimentam mais, aumentando, desta forma, a

condutividade elétrica (Palaniappan e Sastry, 1991).
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Figura 4.1: Condutividade elétrica do suco de mirtilo em func¢do da temperatura.

4.2 Cinética de inativacao da Peroxidase

Os valores de inativagao obtidos para cada ponto da curva estdao mostrados na
Tabela 4.2. Os pontos sdo resultados da média de triplicatas de dois experimentos
independentes. A média utilizada para representar o ponto na curva sempre respeitou
um erro maximo de 5% entre os valores obtidos. Para a elaboracdo das curvas, foi
considerada como atividade inicial a atividade enzimatica do suco no instante em que

este atingiu a temperatura de trabalho.

Tabela 4.2: Resultados de atividade residual ao longo do tempo de

processamento.

55°C 65°C 75°C

Tempo (min) A/A, A/A, A/A,
0 1,00 £0,00 1,00 %£0,00 1,00 £0,00
0,5 0,40 £0,06
1 0,49 +£0,03 0,47 £0,00 0,00 £0,00
2 0,38 +0,03 0,34 £0,00 0,00 £0,00
3 0,33 +0,05 0,23 +0,02 0,00 £0,00
4 0,26 +0,03 0,18 +0,02 0,00 £0,00
7,5 0,21 +0,03 0,16 £0,00 0,00 £0,00

10 0,20 +0,03 0,13 +0,00 0,00 +0,00
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A Figura 4.2 mostra o comportamento da atividade enzimatica residual média da
peroxidase no suco de mirtilo ao longo do aquecimento 6hmico, quando este foi efetuado
em processo isotérmico a temperatura de 55, 65 e 75°C. A andlise deste grafico mostra
que os resultados obtidos foram coerentes, pois com o aumento da temperatura de

trabalho houve um aumento na velocidade da taxa de inativagdao da peroxidase.

1,00 &
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Figura 4.2: Atividade enzimatica residual da peroxidase ao longo do aquecimento 6hmico

procedido a 55, 65 e 75°C.

A média das curvas referentes as temperaturas de 55 e 65°C foram utilizadas para
modelar a inativagdo enzimatica da peroxidase no suco de mirtilo nesta faixa de
temperaturas. A curva de 75°C ndao pdde ser utilizada para este fim, pois a esta
temperatura a peroxidase apresentou uma inativacdo muito rdpida e, assim sendo, ndo se
obtiveram pontos suficientes para realizacdo da modelagem (simbolos em forma de

triangulos)

O objetivo inicial deste trabalho incluia a obtencdo de mais uma curva de
inativacdo (a 70°C), mas devido a problemas experimentais ocorridos ao longo da
pesquisa, o suco preparado ndo foi suficiente para a execucdo de mais experimentos. No
preparo de um novo lote de suco, foi observado que o novo lote ndo possuia atividade
enzimatica semelhante ao anterior, cuja atividade enzimatica média era de 545,62 u.a.e.
Dessa forma, ndo poderia ser feito um comparativo com os resultados ja obtidos. Foram

feitos outros dois lotes de suco, sendo que um deles apresentou atividade enzimatica
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inferior (metade do valor) ao do lote utilizado neste trabalho e o outro lote possuia uma
atividade muito superior. Estas variagdes, que impediram a construcdao da curva de
inativacdo a 70°C, podem ser explicadas pelas diferencas entre as safras. Esta curva seria
utilizada na determinagao de parametros termodinamicos do processo, como a energia

de ativagao.

Foram testados alguns modelos de degradagdao enzimatica encontrados na
literatura, apresentados na Tabela 2.1, com os valores das curvas de 55 e 65°C. Os
parametros cinéticos dos modelos foram obtidos através de regressdao nao linear pelo
método de Quasi-Newton (STATISTICA 7.0, Statsoft, Tulsa, OK, USA). Para comparacdo
dos modelos obtidos por regressao nao-linear, os seguintes critérios estatisticos foram
considerados: coeficiente de correlagdo (R?), chi-quadrado (x?) e erro padrdo de médias
(S.E.M.). Estes critérios tém sido usados com sucesso para comparar modelos cinéticos de

inativacdo (Sant’Anna et al.,2010; Schokker e van Boekel, 1997; Corradini e Peleg, 1997).
O célculo de ¥? é feito pela equacgdo:

2 (Wmedido—%previsto)’
2= Z ?m_;; : (4.1)

X

S.E.M. é definido como:

_ 2 (Amedido —Qprevisto)’
S.E.M.= = (4.2)

onde m é o numero de observagdes, p o niumero de parametros, Qmedido € Oprevisto SA0 OS
valores obtidos para a atividade residual da peroxidase experimentalmente e pela

aplicacdo do modelo adequado, respectivamente.

A estimativa de parametros cinéticos negativos a uma dada temperatura é um
critério fisico para se rejeitar o modelo. O modelo com o menor valor para x* e S.E.M. e
mais alto R? é a melhor escolha do ponto de vista estatistico (Shalini et al., 2008;
Sant’Anna et al., 2010). Os resultados dos critérios estatisticos para os modelos cinéticos

testados sdo apresentados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3: Desempenho dos modelos selecionados para descrever a inativacdo da

peroxidase no suco de mirtilo.

Modelo (Eq.)

R? [55°C;65°C]

¥ [55°C;65°C]

S.E.M. [55°C;65°C]

Primeira-ordem
Duas-fracoes

Multicomponente

Conversao fracionada

Distribuicdo de Weibull

[0,87157; 0,94170]
[0,99946; 0,99886]
[0,99946; 0,99886]
[0,99146; 0,99695]

[0,99953; 0,99746]

[0,01875; 0,01061]
[0,00013; 0,00032]
[0,00013; 0,00032]
[0,00199; 0,00094]

[0,00009; 0,00057]

[0,04253; 0,02405]
[0,00019; 0,00049]
[0,00019; 0,00049]
[0,00301; 0,00142]

[0,00017; 0,00108]

O modelo cinético de inativacdao de primeira-ordem foi testado para verificar sua
aplicabilidade aos dados de inativacao térmica da peroxidase. No entanto, este modelo
ndo resultou em bons valores de R? para as duas temperaturas de trabalho. Isso se deve
ao fato da peroxidase ser uma isoenzima, apresentando um complexo de enzimas; o
complexo de redutases que compde a peroxidase ndo apresenta um comportamento
Unico de degradacdo e, sim, diferentes perfis de resisténcia térmica (Shalini et al., 2008).
Em funcdo deste fato, foram testados os modelos duas-fracbes e multicomponente, e
ambos os modelos resultaram em valores iguais para R? (0,99946 e 0,99886), x> (0,00013
e 0,00032) e S.E.M (0,00019 e 0,0049), sendo, portanto, considerados bons modelos para
descrever este processo de inativacdo. O modelo cinético de ordem n mostrou o pior
comportamento dentre todos os modelos testados, ndo chegando a gerar nem mesmo
um valor para R? e produzindo valores altos para x? e S.E.M., sendo descartado ja num
primeiro momento. O modelo de conversao fracionada também foi testado, mas valores
obtidos apresentaram qualidade inferior aos de duas fracdes e multicomponente, sendo
também eliminado. A distribuicdo de Weibull, por sua vez, também apresentou valores
muito bons para R? (0,99953 e 0,99746), x*> (0,00009 e 0,00057) e S.E.M. (0,00017 e
0,00108), constituindo dessa forma um o6timo modelo para explicar a inativacdo da

peroxidase na faixa de temperaturas testadas.

A selecdo de um modelo depende da finalidade do estudo. Quando o objetivo da
modelagem ¢é elucidar os mecanismos de inativacdo, todos os modelos que sdo
estatisticamente aceitdveis podem ser usados (Schokker e van Boekel, 1997); foi o caso
de trés dos modelos testados - de duas-fragdes, multicomponenete e distribuicdo de
Weibull - que defendem a existéncia de uma fracdo termoldbil e outra termorresistente

na peroxidase, com algumas diferencas sutis na sua forma de degradacao.
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A modelagem matematica da cinética de inativagao térmica de enzimas pode ser
utilizada para prever a atividade residual apds um tratamento térmico e para elucidar o
mecanismo da inativacdo. Quando o propdsito é a modelagem preditiva, como é o caso
deste estudo, é recomendavel escolher o modelo no qual o menor nimero de
parametros sao estimados, pois este € o modelo mais facil de ser usado. Além disso, este
modelo é o mais estdvel, porque os parametros sdo os menos correlacionados. Outro
aspecto que deve ser levado em conta é que o modelo com o menor nimero parametros
tem o maior numero de graus de liberdade, fato que pode ser importante quando o
numero de medicBes é pequeno (Schokker e van Boekel, 1997). No presente estudo, o
modelo estatisticamente aceitavel com o menor nimero de parametros é o modelo de

distribuicao de Weibull.

A Figura 4.3 mostra os valores de atividade enzimatica experimental plotada
versus o tempo, para a temperatura de 55°C, sendo que a curva cheia é a representagao
do modelo de distribuicdo de Weibull. A Figura 4.4 mostra a paridade dos dados
observados e preditos. A andlise destas figuras mostra que o modelo se aplica

satisfatoriamente a inativagao enzimatica da peroxidase.
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Figura 4.3: Inativacdo térmica da peroxidase a 55°C: ajuste ao modelo de distribuicdo de Weibull.
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Figura 4.4: Comportamento dos valores previstos pelo modelo versus os dados experimentais para

a temperatura de 55°C.

A Figura 4.5 mostra os valores de atividade enzimatica experimental versus o
tempo, para a temperatura de 65°C, com a curva cheia representando o modelo de
distribuicdo de Weibull. A Figura 4.6 mostra a paridade dos dados observados e preditos.
Da mesma forma que para a temperatura de 55°C, a analise das Figuras 4.5 e 4.6 mostra

gue o modelo se aplica satisfatoriamente a inativacdo enzimatica da peroxidase.
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Figura 4.5: Inativacdo térmica da peroxidase a 65°C: ajuste ao modelo de distribuicdo de Weibull.
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Figura 4.6: Comportamento dos valores previstos pelo modelo versus os dados experimentais para a

temperatura de 65°C.

A distribuicdo de Weibull, que sugere uma degradacdo continua da enzima,
enguanto os outros modelos sugerem uma descontinuidade da curva, é caracterizada
por dois parametros, b e n, cujos valores obtidos sdo apresentados na Tabela 4.4. O
parametro b representa a taxa de inativacdo: quanto maior o seu valor, mais rapida é a
degradacdo da enzima, o que estd de acordo com os valores obtidos, uma vez que o valor
de b a 65°C é maior do que o seu valor a 55°C. n, por sua vez, é o chamado fator de

forma: quando n<1, como é o caso deste estudo, a curva que mostra a atividade residual
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possui uma concavidade para cima, indicando o que autores chamam de efeito de rabo
"tailing phenomena". Isso indica que existe uma fragdo resistente (e outra labil) no
composto de analise, o que também estd de acordo com a teoria, uma vez que a
peroxidase é uma isoenzima, composta por vdarias enzimas, umas mais termorresistentes

do que outras, que apresentam a capacidade de reduzir o-dianisidina em o-quinona.

Tabela 4.4: Coeficientes da fun¢ao de distribuicao de Weibull.

Temperatura b n
55°C 0,734 0,363
65°C 0,807 0,437

Shalini et al. (2008) , ao trabalhar com a inativagdao da peroxidase em folhas de
menta submetidas ao tratamento térmico convencional, também verificou que o
processo de degradagao da enzima seguia a distribuicdo de Weibull. Este estudo foi capaz
de modelar a inativacdo da peroxidase numa faixa de temperatura mais abrangente, que
variou de 70 a 100°C. Na temperatura de 70°C foi obtido pardametro n<1, mas para as
demais temperaturas n foi maior que um, mostrando uma diferenca no formato da curva

de atividade residual obtida. Com isto, a curva possui uma concavidade para baixo.

Resultados distintos foram encontrados por Igier et al. (2008) ao avaliar a
influéncia do aquecimento 6hmico na inativacdo da polifenoloxidase no suco de uva, que
por sua vez, seguiu o modelo cinético de primeira-ordem. Essa avaliacdo se deu mediante
a aplicacdo de trés gradientes de tensdo (20, 30 e 40 V/cm) nos aquecimentos e a adogdo
de quatro temperaturas de trabalho, 60, 70, 80 e 90°C. Um resultado interessante que
também foi mostrado neste estudo é o fato de que a temperatura critica de inativa¢do da
polifenoloxidase a 40V/cm foi mais baixa que a 20 e 30 V/cm.

A cinética de primeira-ordem também foi observada por Icier et al. (2006) ao
trabalhar com a inativacdo de peroxidase em puré de ervilha quando submetido ao
tratamento térmico. Nesse estudo foi realizado o processamento térmico por
aquecimento 6hmico, onde foram variadas as tensdes de trabalho (20-50 V/cm) e
também foi utilizado o tratamento térmico convencional, para verificar qual seria mais
efetivo na inativacdo enzimdtica. Com essa comparacao foi possivel constatar que o

aquecimento 6hmico foi mais efetivo, inativando a peroxidase em menos tempo. As
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amostras foram aquecidas de 30 a 100°C e mantidas a esta temperatura para alcangar o
grau de branqueamento adequado. Foi possivel verificar a diminuicdo da temperatura de
inativacdo com o aumento do gradiente de tensao aplicado e também, como no trabalho
citado anteriormente, foi verificada uma diminui¢ao da temperatura de inativagdao com o

aumento do gradiente de tensdo aplicado.

Jakoéb et al. (2010) investigaram a inativacdao de diversas enzimas presentes no
leite e em sucos de frutas e vegetais ao submeter esses alimentos ao aquecimento
Ohmico usando variadas temperaturas de trabalho. Os mecanismos de inativagdo da
fosfatase alcalina, da pectina metilesterease e da peroxidase foram determinados para
cada material alimenticio. Além disto, essas inativacdes foram comparadas com as do
aquecimento convencioal. Os modelos cinéticos se mantiveram iguais para ambas as
formas de processamento, sendo verificadas mudancas apenas nos parametros dos
modelos. Citando-se especificamente a peroxidase, ela seguiu uma inativacdao de dois
passos quando analisada no brdcolis, indicando a existéncia de uma fracdo labil e outra
resistente. Mais uma vez as enzimas foram inativadas mais rapidamente quando

submetidas ao aguecimento 6hmico ao invés do convencional.

Mais um estudo a ser referenciado é o estudo comparativo entre a cinética de
inativagcdo enzimatica sob aquecimento 6hmico e convencional desenvolvido por Castro
et al. (2004). As enzimas testadas foram a polifenoloxidase , lipoxigenase, pectinase,
fosfatase alcalina e a B-galatosidase. Todas as enzimas seguiram o modelo de inativacdo
de primeira-ordem para os dois tipos de tratamento térmico, mas apenas a
polifenoloxidase e a lipoxigenase foram afetadas pela acdo do campo elétrico, tendo seu
tempo de inativagdo diminuido quando submetidas ao aquecimento 6hmico. Para as
demais enzimas as diferencas ndo foram notaveis.

Esses estudos deixam evidente a vantagem existente do aquecimento 6hmico
sobre o aquecimento convencional na inativacdo enzimatica, mostrando um grande
potencial para a aplicacdo desta forma de processamento térmico. O mecanismo de acao
da tensdo aplicada sobre as enzimas ainda ndo foi elucidado, entretanto, os resultados da

literatura demonstram que, com o aumento da tensdo, esse mecanismo se intensifica.
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5 Conclusoes e Trabalhos Futuros

O presente trabalho teve como objetivo determinar o melhor modelo cinético
para descrever o comportamento da enzima peroxidase no suco de mirtilo, quando este é
submetido ao aquecimento 6hmico a uma temperatura constante. Este modelo cinético é

valido para a faixa de temperaturas trabalhadas.

O suco analisado apresentou pH igual a 3,64 e um teor de sélidos sollveis de 11,0
°Brix, valor muito semelhante ao obtido para os sélidos totais, dando um indicativo de

que todos os sélidos presentes possivelmente sdo soluveis.

Na analise via espectrofotometria, foi possivel quantificar a atividade enzimdtica
das amostras submetidas ao aguecimento 6hmico e, a partir disto, foi verificado, como ja
era esperado, uma aceleragdo na inativacdo da peroxidase com o aumento da
temperatura de trabalho. As temperaturas de 55 e 65°C geraram as curvas de inativacao
utilizadas para determinar o modelo cinético de inativacdao da enzima em questdo. O
modelo de distribuicdo de Weibull, que descreve uma degradacdo continua da enzima,
ocorrendo primeiramente inativacao da parte menos resistente ao calor, sendo sucedida
pela parte mais temorresistente, foi selecionado como o modelo preditivo mais adequado
para esta inativacdo. Este modelo se mostrou o mais satisfatério dentre os testados,
mediante a adoc¢do de alguns critérios estatisticos e por possuir apenas dois parametros
cinéticos. Para o coeficiente de correlacdo, R? os valores obtidos foram de 0,99953 para
55°C e de 0,99743 para 65°C, e além disto, foram obtidos baixos valores para x> (0,00009
e 0,00057) e S.E.M. (0,00017 e 0,00108).

O modelo de Weibull possui dois parametros, b e n. O parametro b resultou nos
valores de 0,734 (55°C) e 0,807 (65°C). Quanto maior este valor, mais rdpida é a
degradacdo do composto, o que estd de acordo com os resultados, uma vez que a
peroxidase foi inativada mais rapidamente a 65°C do que a 55°C. Os valores obtidos para

n, fator de forma, sdo menores que 1, mostrando a existéncia de uma concavidade para
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cima na curva que representa a atividade residual. Isto indica a existéncia de uma fragao

mais resistente e outra labil, o que faz sentido ja que a peroxidase é uma isoenzima.

Os resultados da andlise enzimdtica obtidos para a temperatura de 75 °C nado
puderam ser utilizados na modelagem da cinética de degradac¢ao, pois nesta temperatura
as enzimas inativaram rapidamente, ndo havendo pontos suficientes para sua
modelagem. Problemas com sazonalidade de lotes de mirtilo ndo permitiram que se
avaliasse o efeito do aquecimento 6hmico sobre a enzima em uma faixa de temperatura
mais ampla. Com isso, o aguecimento 6hmico se mostrou eficiente para a pasteurizagao
do suco de mirtilo, inativando rapidamente a enzima peroxidase quando se realizou um
tratamento isotérmico a 75°C. Mais estudos sdo necessarios para a adequada utilizagdo
do aquecimento Ohmico em larga escala na industria de alimentos visando a

pasteuriza¢do de suco de frutas.

Como sugestdo para trabalhos futuros propGe-se a determina¢do de mais uma curva
de inativacdo para que seja possivel calcular alguns pardmetros termodinamicos deste
processo. Além disto, propor um modelo cinético que seja vdlido para uma faixa maior de
temperaturas, ampliando sua aplicabilidade. Outro aspecto que poderia vir a ser
acrescentado é a comparacgdo entre a cinética de inativacdo da peroxidase quando o suco é
submetido ao aguecimento convencional e quando é submetido ao aguecimento 6hmico.
Finalmente destaca-se a possibilidade de se averiguar a possivel influéncia da tensdo sobre a
inativacdo enzimatica, submetendo o suco a diversas tensGes de aquecimento, para que
dessa forma seja possivel verificar se realmente a temperatura critica de inativacdo é

influenciada pela corrente elétrica do meio.
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