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Resumo

Tratamentos térmicos sdo os métodos mais utilizados na industria alimenticia
para promover a conservacdo de alimentos. O tratamento térmico convencional
consiste no contato do produto com superficies aquecidas por dgua ou vapor;
esse método tem como grande problema a falta de uniformidade no aquecimento,
podendo levar a perda de nutrientes e propriedades organolépticas devido ao
superaquecimento localizado. Com o intuito de reduzir estes problemas, novas
tecnologias para a conservacéo de alimentos vém sendo estudadas e, entre elas,
destaca-se o0 aquecimento dhmico, que se baseia na passagem de corrente
elétrica alternada no alimento, gerando calor de maneira uniforme por efeito
Joule. No presente trabalho, foi avaliada a utilizagdo do aquecimento 6hmico na
inativacdo de peroxidase do caldo de cana e a regeneragdo da atividade
enzimatica ao longo do armazenamento do caldo tratado por 14 dias. Também foi
realizado o estudo da cinética de inativacdo da enzima durante o processamento.
Os experimentos tiveram uma duracao de 30 min e foram realizados a 70 e 80 °C
com tensdes de 50 e 100 V, além de ensaios com aquecimento convencional para
cada temperatura. Os ensaios executados a 70 °C ndo foram eficientes na
inativacdo enzimatica. Contudo, houve diferenca significativa (p < 0,05) entre o
tratamento convencional e o aquecimento 6hmico a 100 V, com aproximadamente
25 e 40% de inativacdo, respectivamente. Com 80 °C conseguiu-se até 90% de
inativacdo, mas sem diferenca entre os métodos. O estudo cinético realizado com
os dados obtidos demostrou que o modelo de distribuicdo de Weibull € o que
melhor se ajusta a cinética de inativacdo de peroxidase do caldo de cana nas
condicdes estudadas. Em relacdo a regeneracdo da atividade enzimética residual
durante o armazenamento refrigerado, para 70 °C néo houve diferenca entre os
métodos aplicados. Ja para 80 °C, as amostras tratadas com aquecimento 6hmico
ndo apresentaram regeneracdo, ao contrdrio do método convencional, que
apresentou até 80% de aumento da atividade. Por fim, conclui-se que, do ponto
de vista da atividade de peroxidase, o tratamento com aquecimento 6hmico por
30 min a 80 °C apresenta-se como uma boa alternativa para o processamento de

caldo de cana, que podera ser consumido em até 14 dias.

Palavras-chave: aquecimento 6hmico, caldo de cana, peroxidase, inativacao,

cinética, regeneracao, tratamentos térmicos.
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1 Introducao

O consumo do caldo de cana é muito apreciado em diversas partes do mundo,
sendo considerado uma bebida energética e nutritiva; suas propriedades o
tornam, contudo, um produto facilmente perecivel e de dificil processamento. Tal
fato faz com que o seu potencial econémico seja subaproveitado, pois 0 comeércio
fica restrito a feiras populares e bancas de beira de estrada, onde é consumido
logo apls a extracdo. Assim, propostas de tratamentos que mantenham suas
propriedades organolépticas e nutricionais e fornecam uma consideravel vida de

prateleira, abririam portas para potenciais mercados consumidores.

Tratamentos térmicos sdo os mais utilizados para a conservacdo de sucos de
frutas, sendo eficientes na inativagdo de enzimas e de microrganismos
patogénicos. No entanto, os processos térmicos convencionais podem provocar a
decomposicdo de componentes nutricionais e alterar as propriedades
organolépticas do produto. Uma alternativa a estes métodos, que vem sendo
estudada nos ultimos anos, é o aquecimento 6hmico. Essa tecnologia fornece um
aquecimento rapido e uniforme, diminuindo o tempo de processamento
necessario e, consequentemente, ajudando a conservar as propriedades do

alimento.

O presente trabalho tem como objetivos avaliar a aplicacdo de aquecimento
O6hmico na inativacdo da enzima peroxidase presente no caldo de cana e posterior
acompanhamento da atividade enzimatica residual durante o armazenamento.
Para tal, foram realizados experimentos com diferentes tensées do campo elétrico
aplicado e temperaturas e, para fins de comparacdo, também foi realizado
aquecimento convencional. Como complemento, foi realizado o estudo da cinética
de inativacdo da enzima durante o tratamento para definir o modelo cinético que

melhor se adequa a inativacdo de peroxidase do caldo de cana.



2 Avaliacéo da aplicacéo de aquecimento 6hmico na inativagdo enzimatica e seu
efeito no armazenamento de caldo de cana

2 Revisao Bibliografica

2.1 Cana-de-agucar

A cana-de-acgUcar € uma planta do género Saccharum, que pertence a familia
das gramineas (Poaceae), caracterizada por crescer na forma de moitas e possuir
caule em colmo, identificado por nés bem marcados e entrends distintos, com
folhas longas na forma de laminas. Sua casca apresenta tons do amarelo ao
vermelho, e a polpa pode ser branca, verde, creme ou castanha (SILVA, J. P. N.
Da; SILVA, M. R. N. Da, 2012). A Figura 2.1 mostra uma moita formada pelos

colmos da cana-de-acucar.

Figura 2.1: Colmos da cana-de-agucar. Fonte: SILVA, J. P. N. Da; SILVA, M. R.
N. Da, 2012.

Seu local de origem mais provavel séo as ilhas da Polinésia, com sua cultura
disseminada no sul da Asia pelos chineses e na Africa e Europa pelos arabes. No
Brasil, foi introduzida pelos colonizadores portugueses, onde hoje esta o estado
de S&o Paulo (SILVA, J. P. N. Da; SILVA, M. R. N. Da, 2012). As variedades
cultivadas atualmente foram obtidas por melhoramento genético realizado por
meio do cruzamento entre as diversas espécies do género Saccharum (MORAIS,
et al., 2015).

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar, sendo esta uma
cultura de grande relevancia para o agronegdcio do pais. A area a ser colhida na
safra 2017/18 é de 8,77 milhdes de hectares, com uma producdo estimada em
646,4 milhdes de toneladas. Isso coloca o Brasil em uma posicdo de destaque

internacional como lider na tecnologia de producédo de etanol e agucar, como
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também no uso de seus subprodutos e residuos para a cogeragdo de energia,

fabricacéo de racdes e fertilizacdo de lavouras (CONAB, 2017).

2.2 Caldo de cana

O caldo de cana, ou garapa, é obtido da moagem dos colmos da cana em
moendas elétricas ou manuais, normalmente coado e servido com gelo. O caldo é
considerado uma bebida energética, ndo alcodlica e nutritiva, sendo caracterizado
como um liquido viscoso, opaco e de baixa acidez (pH 5,0 — 5,5). Sua coloragéo
pode variar de parda a verde escuro, apresentando sabor doce e agradavel. Sua
composicdo € dependente da variedade, idade e sanidade da cana, condicfes
climaticas e planejamento agricola, conservando todos 0s nutrientes existentes na
cana-de-acucar (BROCHIER; MERCALI; MARCZAK, 2016; KUNITAKE, 2012;
OLIVEIRA, A. C. G. De et al., 2007). Na Tabela 2.1 é apresentada a composi¢ao

centesimal do caldo de cana determinada em alguns estudos.

Tabela 2.1: Composicao centesimal do caldo de cana in natura.

(OLIVEIRA, 2007) (NEPA, 2011) (REZZADORI, 2014)

Valor calorico (Kcal) 73,80 73,00 80,82
Sdlidos solaveis (°Brix) 22,74 - 19,35
Umidade (%) 81,14 81,30 79,47
Carboidratos (%) 18,20 18,20 19,95
Proteinas (%) 0,21 0,13 0,26
Cinza (%) 0,41 0,13 0,33
Vitamina C (mg/100 mL) 2,98 2,78 5,54

O caldo de cana se apresenta como um 6timo substrato para o crescimento de
uma grande e diversificada microbiota por conter diversos nutrientes organicos e
inorganicos, alta atividade de agua e pH entre 5,0 e 5,5 (CRISTINE et al., 2006;
OLIVEIRA, A. C. G. De et al., 2007 apud Gallo, C. R.; Canhos, V. P., 1991).
Devido a essas propriedades, o caldo de cana in natura sofre deterioracdo em
menos de 24 horas apds sua extragdo, mesmo sob refrigeragdo, prejudicando
caracteristicas como cor e sabor (YUSOF, S.; SHIAN; OSMAN, A., 2000).

O escurecimento é uma importante alteracdo que ocorre no caldo de cana e

comeca logo apds sua extracado através de quatro diferentes mecanismos: (1)
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melanoidinas formadas da reacdo entre aminoacidos e acucares via reacdo de
Maillard; (2) degradacdo térmica e reagBes de condensacdo de acucares
(caramelizacdo); (3) degradacdo alcalina e reacfes de condensacédo de agucares
redutores; (4) reacdes de oxidacdo de compostos fendlicos; os trés primeiros sao
reacdes ndo enzimaticas e a oxidacdo dos compostos fendélicos € provocada por
enzimas (BUCHELI; ROBINSON, 1994; OLIVEIRA, A. C. G. De et al., 2007).

Segundo Bucheli e Robinson (1994) e Qudsieh et al. (2002), a mudanca de cor
que ocorre no caldo de cana estd majoritariamente relacionada a reacdes de
escurecimento enzimatico. As enzimas responsaveis por este escurecimento sao
a polifenoloxidase (PPO) e a peroxidase (POD). A primeira catalisa a oxidagéao de
o-fendis para o-quinonas, posteriormente polimerizadas, dando origem a
pigmentos escuros, enquanto que a POD pode causar o branqueamento da
clorofila como também a oxidacdo de fendis (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2008; ICIER; YILDIZ; BAYSAL, 2008; MIZOBUTSI et al., 2010).

A POD esta entre as enzimas mais comuns e termorresistentes presentes em
tecidos vegetais. Sua termoestabilidade é muito alta e, dependendo da fonte da
qual é obtida, sua completa inativacao pode exigir a exposi¢cao por varios minutos
a 80-100 °C. Por ser tao resistente, sua atividade residual € usada como indicador
em processos de brangueamento. No entanto, isso pode levar a um tratamento
térmico excessivo, comprometendo as propriedades do alimento. Além disso, se o
tempo de processamento for curto, ocorrerd a regeneracdo de sua atividade
durante o armazenamento do produto (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2008).

Por ser um alimento de dificil conservacao e tratamento, o mercado do caldo
de cana se restringe ao comércio de beira de estrada e feiras populares, onde é
extraido e consumido na hora. Estudos mostram que, atrelada a forma com que o
caldo é comercializado, as condi¢des higiénico-sanitarias durante sua producao
nem sempre sao satisfatorias, representando riscos a saude do consumidor
(CRISTINE et al., 2006; MOSUPYE; HOLY, VON, 2000).

Mesmo tendo comércio majoritariamente ligado ao mercado informal, o caldo
de cana é muito apreciado em paises populosos do leste asiatico, como a india,

China e a Malasia, e também aqui no Brasil. Portanto, o desenvolvimento de
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métodos para o tratamento do caldo de cana, que consigam manter suas
qualidades e frescor abririam caminho para um enorme mercado consumidor ndo
explorado, como redes de fast food, shoppings, restaurantes e supermercados,
locais em que a procura por alimentos naturais, saudaveis e com boas
caracteristicas nutricionais é cada vez maior (MAO; XU; QUE, 2007; OLIVEIRA,
A. C. G. De et al., 2007; YUSOF, S.; SHIAN; OSMAN, A., 2000).

2.3 Meétodos de Tratamento Térmico

A maioria dos alimentos de origem vegetal e animal sdo suscetiveis a
deterioracdo em funcdo de que sdo um meio ideal para a proliferacdo de
microrganismos e também devido a presenca de enzimas. No intuito de conserva-
los, € necessaria a execucao de processos que alterem as condi¢cbes do meio,
momentanea ou irreversivelmente, tornando inviavel qualquer manifestagéo vital
(GAVA, 1998).

Segundo Saxena, Makroo e Srivastava (2016), ja foram pesquisadas inUmeras
formas de tratamento capazes de prolongar a vida de prateleira do caldo de cana
para sua entrada no mercado de processamento de sucos. Tratamento térmico €
o método mais estudado e que apresenta bons resultados na inativacdo de
microrganismos e enzimas, mas devido as altas temperaturas utilizadas, provoca
perdas importantes nutricionais, de odor e de coloracdo. Porém, na Ultima
década, novas técnicas de tratamento tém tido sua aplicacdo estudada em varios

substratos, das quais 0 aquecimento 6hmico tem ganhado grande popularidade.

2.3.1 Meétodo Convencional

Os tratamentos térmicos convencionais consistem na aplicacdo de altas
temperaturas por meio de troca térmica entre uma superficie aquecida por agua
ou vapor e o alimento a ser processado. Entre os processos utilizados estédo a
pasteurizacdo e a esterilizacao; o primeiro € um método mais suave e 0 segundo
emprega temperaturas maiores. Ambos os métodos acarretam em mudancgas
indesejaveis como perda de vitaminas e minerais, alteracées no sabor, no aroma
e textura do alimento (AWUAH; RAMASWAMY; ECONOMIDES, 2007; SARKIS,
2011).

A pasteurizagcédo LTLT (Low Temperature, Long Time) € aplicada em alimentos

que sdo mais sensiveis a altas temperaturas, para a eliminagdo de patdgenos
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com baixa resisténcia térmica e microrganismos deteriorantes. No processamento
de sucos de fruta, € operada com bindmios tempo-temperatura proximos a faixa
dos 30 min a 60 °C. Em virtude do longo tempo de processamento, ocorrem
perdas de compostos de aroma volateis e o aparecimento de sabores e aromas
de cozido. Outra desvantagem da pasteurizacdo é o fato deste tratamento ter sua
efetividade em termos de vida de prateleira limitada a apenas alguns dias ou
semanas (AWUAH; RAMASWAMY; ECONOMIDES, 2007).

A fim de minimizar mudancas indesejaveis durante o processamento, existem
os meétodos HTST (High Temperature, Short Time) e UHT (Ultra High
Temperature) que utilizam temperaturas elevadas por um curto periodo de tempo.
Para fins de comparagéo, no tratamento de sucos de fruta os bindbmios estdo na
faixa de 1 min a 77 °C e 15 s a 88 °C Porém, estas variagcdes ndo fornecem um
aguecimento uniforme e, pela transferéncia de calor ocorrer principalmente por
conducdo e convencdo, sao criados consideraveis gradientes de temperatura,
dificultando seu uso em produtos contendo particulas. Nesses tratamentos, pode
ocorrer 0 superaquecimento do alimento que estda em contato com a superficie
aguecida, para se atingir a temperatura adequada nas regibes mais frias
(AWUAH; RAMASWAMY; ECONOMIDES, 2007; GAVA, 1998; SARKIS, 2011).

2.3.2 Aquecimento Ohmico

O aquecimento 6hmico, ou aquecimento Joule, € definido como um processo
em que corrente elétrica alternada € passada através de um alimento que seja
capaz de conduzir eletricidade convertendo energia elétrica em calor. A Figura
2.2: mostra a operagcdo de aquecimento 6hmico, onde tem-se o contato de
eletrodos inertes com o alimento que aquece internamente em consequéncia da
resisténcia por ele exercida a passagem da corrente elétrica. Portanto, esta pode
ser considerada uma tecnologia de geracdo de energia e n&do apenas de
transferéncia de energia térmica (CASTRO et al., 2004; SARKIS, 2011).
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Figura 2.2: Diagrama esquematico ilustrando o principio do aquecimento 6hmico.
Fonte: SAKR; LIU, 2014.

Por apresentar geracao interna de calor, e ndo apenas depender da conducéo
e convecgao como a pasteurizacdo, o aguecimento 6hmico oferece como grande
vantagem um aquecimento muito rapido e uniforme. Deste modo, o gradiente de
temperatura produzido no volume tratado € muito menor do que em métodos
convencionais. Essa caracteristica Unica permite com que alimentos contendo
particulas sélidas possam ser satisfatoriamente processados, pois tanto a fase
liguida como as particulas presentes sdo aquecidos a uma mesma taxa
(GOULLIEUX; PAIN, 2005; SAKR; LIU, 2014).

Outras vantagens apresentadas pelo aquecimento 6hmico em relacdo aos
meétodos tradicionais de tratamento térmico sdo sua capacidade de preservar
componentes nutricionais e a diminuicdo de incrustacdes devido ao rapido
aguecimento, possibilitando um menor tempo de processamento. Em alimentos
particulados, € possivel manter a textura e a microestrutura das particulas por
provocar menores tensdes de cisalhamento. Além disso, possui alta eficiéncia
energética, convertendo até 90% da energia elétrica em calor (CAPPATO et al.,
2017; ENGCHUAN; JITTANIT; GARNJANAGOONCHORN, 2014; GHNIMI et al.,
2008).

Como toda nova tecnologia a ser validada, o aguecimento 6hmico possui
problemas a serem resolvidos e dificuldades para ser aplicado em determinados
alimentos. Em consequéncia da sua dependéncia direta da condutividade elétrica,
produtos que apresentem variacdes consideraveis dessa propriedade exigem que
0 processo seja ajustado conforme estas variagfes. Além disso, os eletrodos sé&o
passiveis a corrosdo, necessitando substituicdo peridédica (JAEGER et al., 2016;
SAKR; LIU, 2014).
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Goullieux e Pain (2005) demonstraram o principio matematico do aquecimento

o6hmico, onde a taxa de energia gerada (AP) é a razdo entre o quadrado da

diferenca de potencial (AU) e a resisténcia 6hmica (AR) exercida pelo alimento:

ap =22 2.1)
Uma vez que:
AU =E.Az (2.2)
e:
=

onde E é o campo elétrico gerado na direcdo z, Az é a distancia entre os

eletrodos, AA é a area dos eletrodos e o é a condutividade elétrica, a Equagéo

2.1 é reescrita como sendo:
AP = 0.E*.AA.Az = .E?. AV (2.4)

A Equacao 2.4 comprova a natureza volumétrica do processo de aquecimento
6hmico e demonstra que a taxa de energia gerada é proporcional ao quadrado do
campo elétrico, fazendo com que o aquecimento dependa diretamente da tenséo
fornecida ao sistema e seja inversamente proporcional a distancia entre 0s
eletrodos. Observa-se, ainda, que a condutividade elétrica exerce grande
influéncia no tratamento, mostrando que a composicdo do produto sera
determinante para que sejam obtidos resultados satisfatorios (GOULLIEUX; PAIN,

2005).

Além de ser utilizado para atingir objetivos comumente esperados de um
tratamento térmico convencional (eliminar microrganismos e inativar enzimas), o
aguecimento 6hmico vem se mostrando aplicavel para a realizacdo ou auxilio de
outros processos da industria alimenticia que incluem branqueamento,
evaporacao, fermentacédo, desidratacdo e extracdo (AWUAH; RAMASWAMY;
ECONOMIDES, 2007). Tais informagfes demonstram o qudo grande é o
potencial do aquecimento 6hmico, abrindo caminho para novas pesquisas e

validacédo de métodos a serem aplicados industrialmente.
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Durante a pesquisa para a realizacéo do presente trabalho, foram encontrados
poucos estudos anteriores que avaliassem a inativacdo enzimatica de POD por
aguecimento 6hmico e nenhum que fizesse o posterior acompanhamento da
atividade residual ou regeneracéao da enzima. Isso faz com que n&o se tenha uma
base para comparacbes dos resultados obtidos, mas por outro lado, revela a

importancia e o carater inovador deste estudo.
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3 Materiais e Métodos

O presente capitulo tem por objetivo apresentar os procedimentos
experimentais e 0s equipamentos utilizados. Todos o0s procedimentos foram
realizados no Laboratério de Tecnologia e Processamento de Alimentos
(LATEPA) e na Central Analitica, ambos pertencendo ao Departamento de
Engenharia Quimica (DEQUI) da UFRGS.

3.1 Caldo de Cana

O caldo de cana utilizado nos experimentos foi comprado na Banca n° 26, Rei
do Lanche, no abrigo da Praca XV de Novembro, em Porto Alegre. Foram
adquiridos 4 L de caldo, sendo que a cana-de-acUcar usada para extracao ja
estava previamente descascada e sob refrigeracdo. O volume total foi
homogeneizado em um recipiente 5 L e fracionado em porgbes de 225 mL
acondicionadas em sacos plasticos com fecho. As amostras foram armazenadas
em um freezer a -15 °C, visando manter suas propriedades para a realizacdo dos

experimentos.

3.2 Caracterizagao do Caldo

A caracterizacdo do caldo é necessaria para que seja possivel comparar 0s
dados obtidos no presente estudo com trabalhos posteriores que fizeram uso do
mesmo substrato. Nesta etapa, foram determinadas propriedades fisico-quimicas

como atividade de agua, condutividade elétrica, pH e sdlidos soluveis.

A atividade de agua a 25 °C foi determinada utilizando um medidor de
atividade de agua (Novasima, modelo LabMaster-aw, Suica), de acordo com o
método 978.18 da AOAC (1990). Os sdélidos soluveis foram determinados por
refratometria (refratdmetro portatil modelo SZJ-A) com leitura corrigida para 20 °C,
conforme o0 método n° 932.12 da AOAC (2000).

O pH foi determinado utilizando um pHmetro (Digimed, modelo DM-22, Brasil),
de acordo com o método 981.12 da AOAC (2000). O equipamento foi calibrado
com trés solugbes tampdo com pH iguais a 4,00, 7,00 e 10,06. Por sua vez a
condutividade elétrica foi determinada usando um condutivimetro (Digimed,
modelo DM-3P, Brasil) calibrado com uma solucdo padréo de 1041 uS/cm e com
temperatura de referéncia de 20 °C.
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3.3 Aquecimento Ohmico e Convencional

O equipamento de aquecimento 6hmico utilizado para os experimentos de
inativacdo enzimatica € composto por trés partes: uma fonte de energia, um
sistema de aquisicdo de dados e uma célula 6hmica. Na Figura 3.1 € apresentado

o diagrama esquematico do sistema de aquecimento 6hmico.

Fonte de
energia AfC T
| Célula Ohmica
Estabilizador v Data Computador

Logger

| A
Variadorde |
Tensdo

Figura 3.1: Diagrama esquematico do sistema de aguecimento 6hmico.
Fonte: SARKIS, 2011.

O sistema para fornecimento de energia € composto por um estabilizador
(Forceline, modelo EV 1000 T/2-2, Brasil) ligado a rede local, utilizando corrente
alternada com frequéncia de 60 Hz, um variador de tensdo manualmente
ajustavel de 0 a 240 V (Sociedade Técnica Paulista LTDA, modelo Varivolt, Brasil)
e um disjuntor (Siemens, Brasil). Na aquisi¢cdo de dados, empregou-se um modulo
de aquisicdo e registro (Novus, modelo Field logger, Brasil). O modulo foi
responsavel pelo monitoramento e aquisicdo dos valores de corrente elétrica,
tensdo e temperaturas (T1 e T3) em intervalos de 0,9 s. A Figura 3.2 mostra o
local dos termopares Tl e T3 na célula 6hmica e a Figura 3.3 apresenta a

interface grafica do programa utilizado nos experimentos.

Medidores de

Eletrodos Temperatura

Figura 3.2: Vista superior da célula 6hmica localizando os eletrodos e o0s
termopares T1 e T3. Adaptado de SARKIS, 2011.



12 Avaliacéo da aplicacéo de aquecimento 6hmico na inativagdo enzimatica e seu
efeito no armazenamento de caldo de cana
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Figura 3.3: Interface grafica do software de aquisicdo de dados.

A célula 6hmica consiste em um frasco de vidro encamisado, com capacidade
para 500 mL com diametro e profundidade internos de 8 cm e 12,5 cm,
respectivamente. Os eletrodos utilizados medem 6 cm de altura e possuem
formato axial, a fim de se adequarem melhor ao formato e tamanho do reator. Em
consequéncia do formato curvado, a distancia entre os eletrodos varia entre 7,5 e

5,7 cm.

Antes de cada experimento, aproximadamente 20 min, uma amostra do caldo
de cana foi retirada do freezer para ser descongelada. A mesma foi colocada em
banho de agua a temperatura ambiente para que o descongelamento fosse o
mais rapido possivel, de modo que nado fossem prejudicadas suas caracteristicas.
Durante o processo, a agua do banho foi trocada diversas vezes.

Com a amostra completamente descongelada e homogeneizada, foram
pesados 200 g de caldo de cana na célula 6hmica que posteriormente foi fechada
com a tampa contendo os eletrodos. Ap6s o fechamento da célula 6hmica, os
termopares foram inseridos na tampa nas posi¢coes ja mostradas na Figura 3.2. O
uso de dois termopares se justifica como uma maneira de assegurar que a

amostra se encontra termicamente homogénea. Em seguida, na haste dos
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eletrodos foram fixados conectores para permitir a passagem de corrente elétrica

alternada proveniente do variador de tensao.

Durante os experimentos, foram utilizados dois banhos termostaticos, um para
aquecimento e outro para controle da temperatura na célula 6hmica. O Banho 1
(Lauda, modelo ALPHA A 6) mantinha &gua aquecida a 98 °C e o Banho 2
(Lauda, modelo ALPHA RA 8) continha agua para resfriamento com temperatura
ajustada para cada condicdo a ser estudada. A Figura 3.4 mostra o sistema de
troca de banhos, que consiste em um grupo de mangueiras e valvulas permitindo

uma mudanca rapida e precisa.

Figura 3.4: Sistema de troca de banhos, onde: BP sao os by-pass, E as entradas
e S as saidas. Adaptado de GRINGS, 2016.

A Figura 3.5 mostra o sistema de aquecimento 6hmico pronto para ser
operado, jA com a célula 6hmica devidamente conectada ao sistema de by-pass
(troca de banhos) e o caldo de cana sendo agitado a 500 rpm por um agitador
magnético (IKA, modelo C-MAG HS 10, Alemanha).

Mobdulo de
aquisicéo

Figura 3.5: Sistema de aquecimento 6hmico do LATEPA.
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O aquecimento foi iniciado fechando a valvula de by-pass e abrindo as
valvulas de entrada e saida do Banho 1. Assim o sistema foi mantido até,
aproximadamente, 2 °C abaixo da temperatura do experimento, quando, entéo, foi
realizada a troca entre os banhos. A troca foi feita abrindo a valvula do by-pass e
fechando a entrada e a saida do Banho 1, seguida da abertura da entrada e da
saida e fechamento do by-pass do Banho 2. Atingida a temperatura desejada,
deu-se inicio a passagem de corrente elétrica através do variador de tenséo,
sendo este considerado o “tempo 0" do experimento. Para o tratamento
convencional, procedeu-se da mesma maneira, porém sem a passagem de

corrente elétrica.

Os experimentos de inativagcdo de POD tiveram 30 min de duragdo cada.
Durante a fase isotérmica do tratamento foram coletadas amostras em sete
tempos (0, 2, 5, 10, 15, 20 e 30 min) e armazenadas em tubos Falcon de 15 e 50
mL. Imediatamente apds a coleta, os tubos foram acondicionados em um banho
de gelo para impedir que o processo de inativagdo continuasse sendo feita, na
sequéncia, a analise de atividade enzimética. Nos tempos 0, 2, 5, 10 e 20 min

foram coletados 7 mL de amostra e nos tempos 15 e 30 min, 30 mL.

Os pontos com 15 e 30 min de processamento foram os escolhidos para terem
sua atividade enzimética e cor avaliados durante o armazenamento. Portanto, foi
necessario que um volume maior de amostra fosse coletado para a realizacédo das
analises no periodo de acompanhamento. Durante o armazenamento, os tubos
Falcon foram acondicionados em uma geladeira (Brastemp, modelo BRM42,

Brasil) com temperatura média de 1,5 °C.

Os ensaios de inativacdo enzimatica foram conduzidos nas temperaturas de
70 e 80 °C e, para cada temperatura, foram aplicadas trés diferentes tensées, 0
(aquecimento convencional - CH), 50 V (o que representa 7,6 V/cm) e 100 V (15,2
V/cm). Todos os experimentos foram realizados em duplicata para que possiveis
erros experimentais fossem identificados. Na Tabela 3.1 sdo apresentadas as
condicbes empregadas em cada experimento e a temperatura de operagao do

banho de resfriamento (Banho 2).
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Tabela 3.1: Condigbes experimentais e de operagédo do Banho 2.

Tenséo (V) T do caldo (°C) T do Banho 2 (°C)
0 70+1 72+1
0 80+1 8l+1
50+0,5 701 50+1
50+£0,5 80+1 70+1
100+ 2,5 70+1 61
100+ 2,5 80+1 171

3.4 Analise de atividade enzimatica

A analise de atividade enzimatica da POD foi baseada no protocolo descrito
por Chisari, Barbagallo e Spagna (2007). Para o estudo da cinética de inativacao
foram analisados todos os pontos coletados durante o tratamento; para o
acompanhamento da atividade de POD das amostras armazenadas foram feitas
analises nos quatro dias seguintes ao experimento e, posteriormente, no sétimo e

décimo quarto dias.

Inicialmente, foi preparado um extrato enzimético contendo uma parte de caldo
de cana misturada com quatro partes de uma solucao tampéao de fosfato de sédio
0,05 M com pH 7,0 em vortex (agitador de solu¢cdes Phoenix Luferco, modelo AP
56, Brasil). Os extratos foram mantidos abaixo de 4 °C para evitar a0 maximo
alteracdes durante o procedimento. Depois de prontos, os extratos foram
centrifugados (SIGMA, modelo 2-16KL) por 10 min a 2 °C e 8403 rpm (7500 g).

Para leitura no espectrofotdbmetro (PG Instruments Ltd, T80 UV/VIS
Spectrometer) foram preparadas cubetas de acrilico, com uma distancia do
caminho otico de 1 cm, contendo 750 pL de solucéo tampéao de fosfato de sédio
0,1 M com pH 5,0, 100 pL de solugdo de perédxido de hidrogénio 1 g/100 g e
500 pL de sobrenadante do extrato enzimético centrifugado. Apds a adicdo do
extrato a temperatura da mistura foi elevada até 25 + 1 °C com o auxilio de um
copo de Becker contendo agua na referida temperatura. A temperatura da solucao
na cubeta foi verificada com o auxilio de um termdémetro digital (Kasvi, modelo
K29-5030). Atingida a temperatura de leitura adicionou-se 250 pL de solugéo de
guaiacol 1,5 g/100 g e, entdo, acompanhou-se a variagcdo na absorbancia a 460

nm por 60 s com intervalos de 1 s a cada leitura. No entanto, em consequéncia da
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baixa atividade enzimatica de POD apresentada nas amostras de 30 min dos
experimentos a 80 °C com tensdes de 50 e 100 V, o tempo de leitura precisou ser
elevado para 120 s com intervalos de 2 s. Todas as analises foram realizadas em

duplicata.

A atividade enzimatica foi determinada pela variacdo na absorbancia por
minuto (Aabs/min) que foi chamada de A, nas condi¢des de leitura. O valor de A

foi obtido através de regresséo linear, para a qual apenas a parte linear da curva

de absorcao foi levada em consideragéo. Entéo utilizou-se o conceito de atividade
enzimatica residual (A/A4,) que é a razdo entre a atividade no tempo t (4) pela

atividade do tempo t = 0 (A4,).
3.5 Cinética de inativagao

Utilizando os dados obtidos de atividade enzimatica residual durante o
processamento do caldo de cana, foi realizado o estudo cinético da inativacdo de
POD, associando os dados experimentais a varios modelos cinéticos ja
estabelecidos na literatura. Para tanto, foi empregado o uso de regressao nao-
linear com auxilio do software Statistica (versdo 13.2, StatSoft, Inc. Tulsa, OK,
EUA). Na Tabela 3.2 sdo apresentados os modelos avaliados juntamente com

suas equacoes.

Tabela 3.2: Modelos cinéticos usados para analisar a inativacao da peroxidase.

N° Equacdo Modelo Equacéao
3.1 Primeira-ordem ln:#0 = —kt
(3.2) Isoenzimas distintas fo = Apexp(—k.t) + Ag exp(—kgt)
(3.3) Duas-fracdes A% = aexp(—k.t) + (1 — a) exp(—kgt)
(3.4) Multicomponente primeira-ordem A% = [exp(—kyt) + T exp(—k,6)] /(1 +71)
(3.5) nésima ordem A% = [AF" + (n — Dkt]¥/ ™D
(3.6) Conversao fracionaria Ai = A, + (4; — A, )exp(—kt)

0

(3.7) Distribuic&o de Weibull A = exp(=bt")

Ay
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O modelo de primeira-ordem geralmente é o0 adotado para descrever
inativacdo enzimatica, o qual é baseado na premissa de que a quebra de apenas
uma ligacdo ou estrutura € suficiente para inativar a enzima. JA o modelo de
multicomponente de primeira-ordem € expresso como a soma da cinética de
inativacao térmica de cada componente, tendo sido aplicado para o estudo da
inativacdo de isoenzimas (FUJIKAWA; ITOH, 1996; LADERO; SANTOS;
GARCIA-OCHOA, 2006).

O modelo de isoenzimas distintas se caracteriza por uma diminuicdo de
atividade enzimética descrita pela soma de dois decaimentos exponenciais, um
para enzimas termolabeis (subindice L) e outro para enzimas termoestaveis
(subindice R) (WEEMAES et al., 1998). Porém, segundo Chen e Wu (1998), por
meio do modelo de duas fracdes, sugerem que 0 extrato de plantas possuem
varias isoenzimas e que podem ser separadas em dois grupos, um mais

termorresistente do que o outro, sendo 0s dois grupos inativados seguindo uma
cinética de primeira-ordem. Nesse modelo, o coeficiente a é a atividade da fracéo

de isoenzima termolabil relativa a atividade enziméatica total.

O modelo de converséo fracionada se refere a um processo de inativagdo de
primeira-ordem que considera que o zero de atividade enzimatica nao sera

atingido, mesmo com prolongada exposi¢cdo ao calor, devido a presenca de
fragdes extremamente termorresistentes. O termo A, representa a atividade apés

o sistema atingir o equilibrio (RIZVI; TONG, 1997).

A distribuicdo de Weibull assume que a taxa momentanea de sensibilidade
térmica ao calor depende apenas da intensidade do aquecimento transiente e da

atividade residual, ndo dependendo da taxa com que ela foi atingida. Esta
distribuicdo possui dois parametros, que séo b e n. Onde n determina a forma da
curva de distribuicdo e b determina a taxa de inativacdo (RUDRA SHALINI;
SHIVHARE; BASU, 2008).

3.6 Analise de Cor

A cor do caldo de cana foi identificada utilizando um colorimetro (HunterLab,

modelo ColorQuest XE) para a determinacdo dos parametros do sistema CIELab,

que sdo: a luminosidade L*, o nivel de verde a vermelho a* e o nivel de azul ao
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amarelo b*. Através destes valores foram calculados o croma (C,;), que é a

vivacidade, o angulo hue, que define a tonalidade, e a diferenca total de cor (AE).
Por meio destes parametros € possivel localizar a cor na esfera CIELab (Figura

3.6). As equacoOes utilizadas sao explicitadas a seguir.

ap = Va2 +b*2 (3.8)
hqp = arctan(b*/a*) quando + a* e + b* (quadrante 1) (3.9)

hap = 180 + arctan(b*/a*) quando — a*,+b* (quadrante 2) e
—a*,— b* (quadrante 3) (3.10)

hgap = 360 + arctan(b*/a*) quando + a* e — b* (quadrante 4) (3.11)

AE* = \/Aa* + Ab* + AL (3.12)

~ Quadrant| Red

-a Quad "“":‘ —_—— / Quadrant V.

Black

Figura 3.6: Esfera CIELab. Fonte: SANT'ANNA et al. (2013).

3.7 Analise estatistica

Para avaliar a adequacdo dos modelos propostos para a inativacdo da

peroxidase foram utilizados critérios fisicos e estatisticos. Os critérios estatisticos
incluiram o coeficiente de determinacao (Rz), qui-quadrado (xz) e 0 erro
quadratico médio (RMSE). x? e RMSE mostram o tamanho do erro de uma

determinada estimativa e séo calculados pelas Equacdes 3.13 e 3.14.
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Y(@previsto—a ; 2
xz — (aprevisto = e:perlmental) (3.13)

1 0,5
RMSE = n [Zn(aprevisto - aexperimental)z] (3.14)

onde n € o nimero de observacdes, p € o numero de parametros. Ay episto ©

Qexperimental S0 as atividades residuais previstas e experimentais,

respectivamente. O critério fisico utilizado é a auséncia de parametros estimados
negativos na temperatura determinada (BROCHIER; MERCALI; MARCZAK, 2016;
RUDRA SHALINI; SHIVHARE; BASU, 2008).

Foram realizadas comparagbes entre as atividades residuais durante o
armazenamento e entre os parametros do melhor modelo encontrado. Para tanto,
utilizou-se analise de variancia (ANOVA), teste-t de Student e teste de Tukey com
um nivel de confianca de 95% (Statistica versdo 13.2, StatSoft, Inc. Tulsa, OK,
EUA).
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4 Resultados e Discussao

4.1 Caracterizagao do caldo de cana

Na Tabela 4.1 sado apresentados os resultados obtidos para a caracterizagéo
do caldo de cana in natura. Como ja demonstrado em estudos feitos por Brochier
et al. (2016) e Kunitake (2012), o caldo de cana fresco apresenta baixa acidez,
com pH variando entre 5,1 e 5,4, uma alta atividade de agua (0,951) e sélidos
soluveis na faixa de 16,4 a 23,7 °Brix, confirmando os resultados obtidos. De
acordo com Cristine et al. (2006), essas sdo propriedades que fornecem 6timas

condicBes para o crescimento de microrganismos.

Tabela 4.1: Caracterizacdo do caldo de cana in natura.

Parametros Valores

pH (25 °C) 5,07 £ 0,02
Atividade de agua (25 °C) 0,979 + 0,001
Solidos solaveis (°Brix) 19,1+0,1
Condutividade elétrica (uS cm™, 20 °C) 1944 £ 5
Atividade POD (UAE mint g1) 12718 + 1862

O caldo de cana também apresentou uma alta atividade enzimatica de
peroxidase, fortalecendo a necessidade da realizacdo de um tratamento térmico
para preservar suas qualidades. Além disto, por apresentar uma boa
condutividade elétrica e grande quantidade de agua, o aquecimento dhmico se

apresenta como uma boa alternativa para seu processamento.

4.2 Atividade residual de POD durante o tratamento

Nesta fase do estudo, foram quantificados e avaliados os valores de atividade
residual de POD obtidos em cada experimento e, posteriormente, determinou-se
gual dos modelos propostos melhor representava os dados experimentais. Com o
modelo mais adequado definido, realizou-se uma comparacao estatistica entre os

resultados obtidos para cada condicéo estudada.
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Ao longo dos experimentos o Banho 1 foi utilizado para rapidamente aquecer a
amostra até a temperatura a ser avaliada, com o objetivo de se obter uma mesma
taxa de aguecimento em todos eles. Tal procedimento € necessario para que o
efeito térmico seja igual em todas as condicdes, possibilitando a anélise do efeito
elétrico provocado pelo aquecimento 6hmico (CASTRO et al., 2004). A Figura 4.1
apresenta um grafico da temperatura em funcéo do tempo para amostras tratadas
via aquecimento 6hmico e convencional nas duas temperaturas ensaiadas. Os
tempos necessarios para atingir a temperatura de manutencdo desejada foram

de, aproximadamente, 3,5 e 5 minutos para 70 e 80 °C, respectivamente.

85
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Figura 4.1: Evolucéo da temperatura durante os experimentos via aquecimento

convencional e 6hmico do caldo de cana.

Na Figura 4.2 sdo apresentadas as curvas de inativacao da POD ao longo dos
experimentos de agquecimento 6hmico e convencional; por meio delas € possivel
acompanhar a atividade enzimatica residual no decorrer do tratamento. Ao
representa a atividade enzimatica no tempo 0, que € definido pelo inicio da
passagem de corrente elétrica. Cabe ressaltar que durante a rampa de
aguecimento, para se atingir a temperatura desejada, foi observada uma
inativagao parcial da POD. Para os ensaios a 80 °C a inativacao foi de 27% e

para 70 °C de apenas 10%.
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Figura 4.2: Atividade residual de POD ao longo do tempo durante aguecimento

6hmico e convencional.

A andlise da figura indica que, em ambas as temperaturas avaliadas (70 e 80
°C), a atividade de POD decresceu ao longo do tempo e que quanto maior a
temperatura aplicada, menor foi a atividade residual. Também, pode ser
observado que para 70 °C o tratamento nao foi eficiente, com uma inativagcéao de,
aproximadamente, 25% para o aquecimento convencional e de 40% para o
6hmico a 100 V. J& a 80 °C foi alcancada cerca de 90% de inativacdo, com

valores similares entre os diferentes tratamentos.

A fim de se realizar uma comparacdo mais adequada, os dados de atividade
enzimatica residual foram ajustados a sete modelos cinéticos de inativacdo, ja
descritos apresentados na Tabela 3.2. Com o uso do software Statistica 13.2
foram calculados os parametros de cada modelo e os coeficientes de
determinacdo (R?) correspondentes. Utilizando os parametros encontrados,
calcularam-se os valores previstos de A/Ao para cada modelo e, por meio das

Equacbes 3.13 e 3.14, os mesmos foram comparados aos valores experimentais,
fornecendo os parametros de adequacéo (x2 e RMSE). Os valores minimos e

maximos obtidos para cada parametro estdo explicitados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Parametros estatisticos dos modelos cinéticos descrevendo a

inativacdo de POD durante aquecimento 6hmico e convencional (70-80 °C).

x2

RMSE

Modelo R?

Primeira-ordem [0,963; 0,896]
Isoenzimas distintas [0,986; 0,940]
Duas-fracdes [0,964; 0,875]
Multicomponente primeira-ordem [0,964; 0,896]
nésima ordem [0,977; 0,996]
Converséo fracionaria [0,976; 0,977]
Distribuicdo de Weibull [0,986; 0,997]

[0,00049; 0,01023]
[0,00021; 0,00580]
[0,00049; 0,01230]
[0,00049; 0,01023]
[0,00034; 0,00038]
[0,00035; 0,00229]
[0,00022; 0,00027]

[0,00751; 0,03524]
[0,00428; 0,02223]
[0,00751; 0,03873]
[0,00751; 0,03524]
[0,00565; 0,00635]
[0,00578; 0,01632]
[0,00477; 0,00574]

Os modelos de isoenzimas distintas, multicomponente primeira-ordem e
nésima ordem nado foram fisicamente possiveis, pois apresentaram parametros
com valores negativos. Dos modelos restantes, o de primeira-ordem, duas-
fracbes e conversdo fracionaria apresentaram os valores mais baixos para R? e
mais altos para x? e RMSE, especialmente para os experimentos a 80 °C, que
apresentaram uma inativacdo mais acentuada. Estes resultados se devem,
possivelmente, ao fato de que a POD € uma isoenzima, logo, ndo possui uma
cinética de inativacdo de primeira-ordem. Ela pode apresentar simultaneamente
mais de uma isoforma com atividade catalitica, cada qual com diferentes niveis de
termorresisténcia (CHAKRABORTY; RAO; MISHRA, 2015).

O modelo de distribuicdo de Weibull foi o que apresentou o melhor resultado
em todos os parametros avaliados e, portanto, foi o escolhido para estimar a
cinética de inativacdo de POD do caldo de cana. Como exposto na Equacéo 3.7,
o modelo de distribuicdo de Weibull apresenta dois parametros, b e n. Os
mesmos foram determinados para cada condicdo estudada por meio do uso do

Statistica 13.2 e se encontram na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3: Coeficientes do modelo de distribuicdo de Weibull.

Condicdo empregada b” n' R? x? RMSE

70 °C - convencional 0,018 + 0,004 B 0,82 + 0,064 0,988 0,0001 0,0035

70°C-50V 0,030 £ 0,005”8 0,76 +0,01”8 0,983 0,0002 0,0053
70°C-100V 0,062 + 0,011A 0,61 +0,02B 0,968 0,0006 0,0084
80 °C - convencional 0,37 +£0,022 0,52 +0,012 0,998 0,0002 0,0052
80°C-50V 0,38+ 0,042 0,52+ 0,062 0,987 0,0013 0,0112
80°C-100V 0,34 +0,092 0,59+ 0,082 0,997 0,0004 0,0066

* Letras iguais nha mesma coluna ndo representam diferenca significativa (p > 0,05). Letras
mailsculas e mindsculas referem-se as temperaturas de 70 e 80 °C, respectivamente.

Analisando os dados expostos na Tabela 4.3 observa-se que para a
temperatura de 80 °C nao houve diferenca estatistica (p > 0,05) entre os métodos
de tratamento utilizado. Acredita-se que, nestas condi¢cBes, os efeitos térmicos
sdo superiores aos elétricos, impossibilitando a avaliagdo da influéncia da
presenca do campo elétrico durante o tratamento. No entanto, para 70 °C foi
observada diferenca significativa (p < 0,05) entre o tratamento convencional e o
aguecimento 6hmico com tensao de 100 V. A taxa de inativacdo enzimatica (b)
obtida com o aquecimento O6hmico foi maior do que com o tratamento
convencional, indicando que a presenca do campo elétrico pode ser um fator que

promova ou facilita a inativacdo de enzimas.

Utilizando os parametros determinados foram calculados os valores previstos
para a inativacdo de POD ao longo do tempo. Com estes valores foram plotadas
curvas comparando os dados experimentais e 0s previstos pelo modelo de
distribuicdo de Weibull que sdo apresentadas na Figura 4.3. Para melhor
visualizacdo, apenas curvas para condi¢cdes com diferenca estatistica significante
(p < 0,05) foram tracadas, essas foram identificadas como “WD” na legenda do

gréfico.
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Figura 4.3: Valores de atividade residual experimentais e previstos para
inativacao de POD de caldo de cana.

A Figura 4.4 mostra um grafico plotado para avaliar a paridade entre os dados
experimentais e previstos, no qual as linhas tracejadas representam o intervalo de
+ 5% de confianca dos resultados. Como pode ser visto, todos os dados se
encontram entre os limites de confianga, confirmando que o modelo de
distribuicdo de Weibull descreve adequadamente a cinética de inativacdo de POD
no caldo de cana. Brochier, Mercali & Marczak (2016) reportaram resultados

condizentes com os encontrados no presente estudo para o caldo de cana.
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Figura 4.4: Paridade entre dados experimentais e previstos para inativacdo de

POD de caldo de cana.



26 Avaliacéo da aplicacéo de aquecimento 6hmico na inativagdo enzimatica e seu
efeito no armazenamento de caldo de cana

O aquecimento 6hmico faz uso de corrente alternada, logo, moléculas que
possuam cargas e momento de dipolo, como as enzimas, se movimentardo em
resposta ao campo elétrico (SAMARANAYAKE; SASTRY, 2016). Porém, a forma
com que a presenca de um campo elétrico afeta a inativacdo enzimatica ndo €
bem conhecida, existindo apenas hipoteses do que ocorre. A deshaturacdo de
enzimas é causada pelo rearranjo e/ou pela destruicdo de ligacdes ndao-
covalentes, interacdes hidrofobicas e ligagbes ibnicas da estrutura terciaria da
proteina. Segundo Castro et al. (2004), a presenca de um campo elétrico pode
influenciar reacdes bioquimicas, alterando o0 espacamento molecular e
aumentando as reacfes entre cadeias, situacdo que pode ter acontecido nos
experimentos realizados nesse trabalho, principalmente nos tratamentos a 70 °C,

em que foi observado efeito ndo-térmico.

Castro et al. (2004) realizou estudos com a aplicacdo de aquecimento 6hmico
em diversas enzimas, como polifenoloxidase e pectinase e demonstrou que
apenas algumas delas respondem a presenca do campo elétrico, tendo sua
inativacao acelerada. Analisando os resultados obtidos, foi proposto que a perda
de atividade enzimatica e desnaturacdo da proteina, em virtude da presenca do
campo elétrico, ocorre devido a remoc¢ado do grupo prostético metélico presente
nas enzimas afetadas. A POD contém o grupo prostético heme, composto por um
anel porfirinico com um ion de ferro em seu centro (ADAMS, 1997;
DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008), o que vai a0 encontro com esta
hipétese e poderia explicar a diferenca encontrada entre o tratamento

convencional e o aguecimento 6hmico a 70 °C.

4.3 Atividade residual de POD durante o armazenamento

O caldo de cana processado ficou armazenado numa geladeira por um
periodo de 14 dias. Foram armazenadas amostras com 15 e 30 min de tratamento
e o0s resultados obtidos para atividade residual de POD sédo apresentados e
discutidos a seguir. As atividades residuais ao longo do armazenamento foram
calculadas em relacéo a atividade enzimatica de POD observada no momento de

coleta das amostras, logo, o nivel de regeneracdo se refere a atividade da

amostra quando coletada e ndo a atividade no tempo 0 do experimento.

Nas Figuras 4.5 e 4.6 s&o apresentados os dados de atividade residual de

POD para os experimentos a 70 °C. Os resultados ndo mostraram diferenca
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significativa (p < 0,05) tanto entre os experimentos como também para a
regeneracao da enzima ao longo do tempo de armazenamento. Segundo Adams
(1997), durante o processamento pode ocorrer apenas inativacao parcial da POD,
por meio da perda do seu grupo prostético, como também a completa
desnaturacado da mesma, devido a grandes mudancas em sua estrutura. Quando
o tratamento for realizado em temperaturas mais brandas ou em temperaturas
elevadas, mas por um curto espaco de tempo, o grupo prostético da POD pode
dimerizar. Assim, ocorre uma recombinacdo entre 0 grupo prostético e a proteina
desnaturada, resultando em isoenzimas semelhantes ou ndo as iniciais e,
consequentemente, na regeneracdo da atividade enzimética. Logo, se o
tratamento for a temperaturas e periodos de tempo maiores o grupo prostético
nao conseguira se recombinar, resultando em uma baixa regeneracdo da

atividade.
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Figura 4.5: Atividade residual de POD durante o armazenamento apds tratamento
a 70 °C por 15 min.



28 Avaliacéo da aplicacéo de aquecimento 6hmico na inativacdo enzimatica e seu
efeito no armazenamento de caldo de cana

2,00
1,80 -
1,60 -
1,40 - T
1,20 - l
1,00 B

0,80 - ;
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00

AIA,

—a——
Oo—HE-

HOHEH+—
—— —
o r—

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tempo (dias)

m70°C-CH 70°C-50V e70°C-100V

Figura 4.6: Atividade residual de POD durante o armazenamento apos tratamento
a 70 °C por 30 min.

A presenca de grandes erros experimentais dificulta a comparagdo entre os
dados, e devem ser o motivo pelo qual ndo se obteve uma diferenca
estatisticamente significativa. Foi necessario repetir quatro vezes o ensaio de
aguecimento 6hmico a 70 °C e 100 V para que erros aceitaveis fossem obtidos.
Acredita-se que a dificuldade para se conseguir dados mais concisos e com
menores erros se deva a presenca de varias isoenzimas de POD no caldo de
cana e pela temperatura empregada ser proxima da temperatura o6tima de
atividade (~60 °C) (BROCHIER et al.,, 2016). Soma-se a isso a falta de
conhecimento e informagao sobre as diferentes vias de regeneragdo da enzima.
Segundo Mozhaev & Martinek (1982), a reativacdo pode ocorrer quando a
inativacéo foi causada pela agregacéo da proteina, modificacdo de grupos SH (ou

ligacdes S-S) ou como consequéncia de mudancgas conformacionais irreversiveis.

Os resultados obtidos para o armazenamento das amostras processadas a
80 °C por 15 min sé&o apresentados na Figura 4.7. Por meio de analise estatistica,
mostrou-se que para 15 min de tratamento n&o houve diferenca significativa para
a atividade residual entre os experimentos ao longo do armazenamento. Porém, o
tratamento convencional apresentou uma regeneracao de atividade enzimatica
significativa (p < 0,05) no primeiro, sétimo e décimo quarto dias de
armazenamento. Ja para os dois ensaios com aquecimento 6hmico ndo houve
regeneracao significativa (p > 0,05). Assim sendo, de acordo com a atividade

enzimatica de POD, o caldo de cana processado por 15 min por meio de
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aguecimento 6hmico com 50 e 100 V ainda estaria em condigcbes para ser

consumido, ao contrario do caldo que passou pelo tratamento convencional.
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Figura 4.7: Atividade residual de POD durante o armazenamento apos tratamento
a 80 °C por 15 min.

Analisando os dados para 30 min a 80 °C, expostos na Figura 4.8, nota-se
que, apesar de se obter uma diferenca de apenas 10 pontos percentuais na
inativacdo de POD com o aumento do tempo de tratamento, foi observada uma
diferenca significativa (p < 0,05) entre as atividades enzimaticas residuais obtidas
com o método convencional e o0 aguecimento ©6hmico ao longo do
armazenamento, ao contrario do resultado para 15 min, sugerindo um tempo de
tratamento ideal de 30 min nessas condi¢cbes. Enquanto em ambas as condi¢des
do aquecimento 6hmico ndo houve regeneracdo, a atividade enzimatica teve um
grande aumento ap0s o tratamento convencional, que chegou a atingir picos de
até 80% em relacdo a atividade de POD no dia do tratamento. Uma hipétese para
essa diferenca na regeneracdo para o tratamento convencional seria de que o
maior tempo de tratamento térmico pode ter liberado outros substratos que
favoreceram a acdo da enzima, aumentando, assim, sua atividade; tal situacéo foi

impedida com o uso de campo elétrico.
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Figura 4.8: Atividade residual de POD durante o armazenamento apds tratamento
a 80 °C por 30 min.

De modo similar a regeneracdo obtida com o aquecimento convencional no
presente trabalho, Schmidt & Vamos-Vigyazé (1985) observaram que em
temperaturas mais baixas de tratamento (70 — 80 °C), os percentuais de
regeneracdo também foram expressivos, variando de 80 até 100% da atividade
inicial. Para conseguirem um nivel de regeneracao reduzido (~20%) foi necessaria
a realizacao de tratamentos com temperaturas de até 95 °C. No presente estudo,
com a aplicacdo de aquecimento 6hmico, conseguiu-se evitar a regeneracao da
atividade de POD a apenas 80 °C, ou seja, com essa tecnologia é possivel se
atingir resultados satisfatérios em relacdo a regeneracao de atividade enzimética,
mesmo com temperaturas mais baixas, ajudando a reduzir danos ao alimento e

melhorando sua qualidade final.

Y

Ndo foram encontrados dados em relagdo a atividade enzimética da POD
apos aquecimento 6hmico com campo elétrico moderado na literatura, apenas
trabalhos que utilizaram campo elétrico pulsado (PEF, do inglés pulse electric
field), que usa gradiente de tensdo maior do que 1 kV/cm, em que nao houve
regeneracdo da enzima, ou seja, a inativacdo foi total durante o tratamento.
Zhong et al., (2007) estudaram a atividade residual relativa da POD apos 48 h de
armazenamento a 4 °C em solucéo tamp&o de acetato tratada via PEF. A medida
gue o tempo de armazenamento foi prolongado, a sua atividade residual relativa
mostrou uma ligeira inativagdo, mas nenhuma diferenga significativa de atividade
de POD foi exibida durante o armazenamento (p > 0,05). Por outro lado, Yeom et
al., (1999) observaram que a papaina apresentou uma diminuicéao significativa da
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atividade relativa (cerca de 90% de redugdo) apos o armazenamento durante 48 h

a 4 °C independentemente da intensidade do campo elétrico.

A comparacao entre os meétodos de tratamento aplicados no presente estudo
mostra que o aquecimento 6hmico apresenta uma grande vantagem em relagcao
ao tratamento térmico convencional. Embora inicialmente a inativagdo obtida com
os dois seja similar, durante 0 armazenamento nao ocorre regeneracao da POD
no caldo de cana tratado com aquecimento 6hmico, tanto para 50, como para
100 V. Tal fato sugere que, do ponto de vista de atividade enzimética de POD, o
caldo estara apto para ser consumido por até 14 dias apos o tratamento. Para o
caldo processado de modo convencional, a regeneracao foi expressiva, ja no dia
seguinte ao tratamento, fazendo com que ele perca propriedades rapidamente,

nao se aconselhando seu consumo.

4.4 Analise de Cor

Os resultados obtidos para a analise de cor apresentaram grandes erros entre
as duplicatas. Essa grande variacdo pode ser observada na Figura 4.9, que indica
a diferenca total de cor em relagdo ao caldo de cana in natura ao longo do
experimento. Estes erros impossibilitaram que uma avaliacdo adequada dos
dados fosse realizada. Acredita-se que isso tenha ocorrido devido a possiveis
reacoes de decomposicédo de algum componente do caldo de cana e a reagbes
de oxidacao dos eletrodos, consequentemente alterando a cor do produto.
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Figura 4.9: Diferenca total de cor ao longo dos tratamentos convencional e

6hmico.
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5 Conclusoes e Trabalhos Futuros

O presente trabalho realizou estudos da cinética de inativagdo de POD
presente no caldo de cana através da aplicacdo de aquecimento 6hmico.
Também foi avaliada a atividade enzimatica residual de POD ao longo do
armazenamento do caldo processado. Nos experimentos, foram avaliadas a
variacdo da temperatura, do tempo de processo e da tensdo aplicadas no
tratamento. Para fins de comparacéo e apreciacdo de possiveis efeitos elétricos,

foram realizados experimentos com tratamento térmico convencional.

Os tratamentos realizados a 80 °C mostraram-se mais eficientes na inativacao
de POD proveniente do caldo de cana do que os a 70 °C, atingindo indices de até
90% na reducao de atividade enzimética. Com os dados de atividade enzimatica
residual foram avaliados os modelos cinéticos de inativacdo, dos quais o modelo
de distribuicdo de Weibull foi o que melhor se adequou aos resultados
experimentais, confirmando o resultado de trabalhos anteriores. Para os
experimentos a 70 °C foi observada uma diferenca significativa (p < 0,05) entre o
tratamento convencional e o aquecimento 6hmico com aplicacdo de 100 V. Ja
para 80 °C nao foi encontrada diferenca entre os tratamentos empregados, onde
possivelmente os efeitos térmicos foram superiores aos elétricos nestas

condicoes.

A avaliacdo das atividades enzimaticas residuais durante o armazenamento foi
inconclusiva para os experimentos a 70 °C. Porém, para os experimentos a 80 °C,
foi demonstrado que o processamento com aquecimento 6hmico por 30 min
evitou a regeneracdo da atividade de POD ao longo dos 14 dias de
acompanhamento. Por outro lado, o tratamento convencional apresentou grande
regeneracao da atividade enzimética quando conduzido na mesma temperatura.
Isso mostra que o método sugerido se apresenta como uma boa alternativa para
0 processamento do caldo de cana e seu posterior consumo por um periodo de
até 14 dias.

Como sugestdes para trabalhos futuros, indica-se a realizacdo de novos
ensaios para a reavaliagéo da influéncia do tratamento na cor do caldo de cana e
0 uso de temperaturas mais elevadas para a inativacéo total da enzima. Além
disso, sugere-se a andlise de estruturas secundarias e terciarias da POD por

dicroismo circular (CD), para avaliacdo da inativacdo/regeneracdo enzimatica.
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