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Resumo

A framboesa é uma fruta apreciada pelo seu sabor e aroma agraddveis e essas
caracteristicas fazem com que ela seja consumida, principalmente, na forma de sucos,
iogurtes, sorvetes, gelatinas e geleias. Essa fruta, também se destaca por ser um alimento
rico em compostos bioativos, principalmente antocianinas, que possuem propriedades anti-
inflamatdrias e antioxidantes, além de ajudar a prevenir o cancer e doengas cardioldgicas. A
framboesa pode ser consumida de diversas maneiras. Entre elas, o principal meio de
consumo é na forma de suco. No entanto, para possibilitar o consumo, é necessario que a
framboesa passe pelo processo de pasteurizagdo, para que sejam inativadas enzimas e
micro-organismos que podem afetar a qualidade dos produtos. O processo de pasteurizagao
mais comum é o térmico, em que o suco de a framboesa é submetido a altas temperaturas.
Apesar de eficiente, esse processo pode degradar compostos bioativos, diminuindo os
beneficios dos produtos. Com isso, existe a procura por alternativas a esse tipo de
tratamento, sendo destacadas as tecnologias de ultrassom e campo elétrico moderado.
Dentro deste contexto, o objetivo desse trabalho é comparar a pasteurizacdo do suco de
framboesa de maneira convencional com a pasteurizacdo utilizando as tecnologias de
ultrassom e campo elétrico moderado. Visando manter a qualidade do suco, apds os
tratamentos, foram analisados o conteido de compostos fendlicos e antocianinas além de
outros aspectos fisico-quimicos como cor, pH e acidez titulométrica. Para verificar a
eficiéncia dos processos foram realizados testes microbioldgicos. No tratamento térmico foi
utilizada a temperatura de 90°C, no ultrassom foram utilizadas as poténcias 423 W cm? e
508 W cm™ (75 % e 90 % da capacidade de poténcia do equipamento, respectivamente) e
no campo elétrico as tensdes de 25 e 50 V. A intensidade do campo nao esta descrita em V
cm?, pois os eletrodos utilizados eram curvos, ndo sendo possivel medir a exta distancia
entre eles. Os resultados mostraram que a Unica tecnologia que afetou a concentracao dos
compostos fendlicos e antocianinas foi a tecnologia do ultrassom, que degradou parte das
antocianinas. As tecnologias do CEM e o tratamento térmico convencional n3o afetou
significativamente esse aspecto do suco. J& os parametros da cor e os aspectos fisico-
guimicos pH e acidez titulométrica ndao foram afetados por nenhuma das tecnologias. As
analises microbioldégicas mostraram que todos os tratamentos conseguiram diminuir a
guantidade de micro-organismos em cerca de dois ciclos logaritmicos. No entanto, como os
valores finais ficaram abaixo de 1000 UFC mL™?, n3o foi possivel verificar a diferenca da
eficacia de cada tratamento. As tecnologias conseguiram diminuir a quantidade de micro-
organismos a valores aceitaveis pelos padrdes de higiene e saude exigidos por lei. No
entanto, um estudo mais aprofundado em relagao aos micro-organismos presentes no suco
dever ser realizado para que possa ser observada a diferenca entre os processos de
pasteurizagdo utilizados.
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1 Introdugao

A busca pela inclusdo de compostos que tragam beneficios a saude na alimentacdo
estd cada vez maior. As pessoas procuram, cada vez mais, ter em sua alimentacdo
alimentos que, ndo s6 sejam saborosos e tragam prazer ao serem ingeridos, mas que
também proporcionem algum tipo de beneficio para a saude. Nessa linha, destacam-se
os alimentos funcionais, que pode ser qualquer alimento natural ou formulado, que
contenha uma ou mais substancias capazes de promover beneficios a saude. Dentre
esses principais beneficios estdo as redugdes do risco de doengas crbnicas degenerativas,
como cancer e diabetes. Pode-se destacar, entre os componentes alimentares nao
nutrientes com propriedades funcionais, os compostos organosulfurados, inddlicos,
substancias fendlicas, terpenos e oligossacarideos, entre outros.

A framboesa é uma fruta rica em compostos fendlicos, destacando-se as antocianinas,
componente que possui grande potencial farmacoldgico, com propriedades anti-
inflamatdrias e antioxidantes. Entre os principais meios de consumo da framboesa estdo
os sucos industrializados, os quais passam pelo processo de pasteurizacao para poderem
ser consumidos. Essa etapa da produ¢do do suco visa a inativacdo de enzimas e micro-
organismos que podem prejudicar aspectos importantes do suco, como cor e sabor e
ainda a saude o consumidor. Como principal método de pasteurizacdo, o tratamento
térmico consiste em submeter o suco a altas temperaturas por determinado periodo de
tempo. Essa pratica possui boa eficiéncia na eliminacao das enzimas e micro-organismos,
0 que aumenta o tempo de prateleira do produto, mas pode acabar por degradar
também nutrientes e compostos de interesse, como as antocianinas.

Devido a essas desvantagens que a busca por alternativas ao tratamento térmico
convencional tem sido cada vez mais intensa e frequente entre os pesquisadores e a
industria. As tecnologias emergentes que utilizam temperaturas moderadas vém se
destacando, e, dentre elas, pode-se citar o ultrassom e o campo elétrico moderado .

O ultrassom baseia-se na propagacdo de ondas acusticas inaudiveis, que cobrem uma
faixa de frequéncia desde 16 kHz até 1010 kHz. Essas frequéncias estdo associadas a
comprimentos de onda comparaveis as distancias intermoleculares o que, em liquidos,
pode provocar o fendbmeno denominado de cavitacdo de bolhas. O campo elétrico
moderado consiste na passagem de corrente elétrica alternada através de um alimento,
com tensdes variando entre 1 V.cm™ e 1000 V.cm™, com a principal finalidade de causar
a eletroporacdo das células aumentando a sua permeabilidade. Esse processo pode ou
ndo gerar o aquecimento do alimento; se a intensidade do campo for suficiente para
aquecer o alimento, o processo é chamado de aquecimento 6hmico. No entanto, este
trabalho busca estudar os efeitos ndao térmicos do campo elétrico, que estdo ligados ao
fenbmeno de permeabilizacdo das células. Nesse caso, essa tecnologia é denominada
campo elétrico moderado (MEF, do inglés moderate electric field).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade do suco de framboesa
guanto aos aspectos microbioldgicos, conteido de compostos fendlicos e caracteristicas
fisico-quimicas, apds os tratamentos utilizando as tecnologias de ultrassom e campo
elétrico moderado.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Framboesa (Rubus idaeus)

A framboesa (Rubus Idaeus) (Figura. 21) é um fruto originario do centro-norte europeu
e de parte da Asia. No &mbito mundial, a framboesa é cultivada em 37 paises, sendo o
principal produtor a Russia, seguido pela Servia, Ucrania, Estados Unidos e
Pol6nia. Estima-se que a produg¢ao mundial de framboesa seja de aproximadamente 415
mil toneladas, (University of Georgia, 2006). Na América Latina, quem se destaca é o
Chile com uma produ¢dao anual de 30 mil toneladas, cultivadas em cerca de 5.000
hectares, e também Argentina e Uruguai, onde o cultivo da framboesa tem aumentado
gradativamente.

AT

N

Figura 2.1: Framboesa.

No Brasil, o cultivo da framboesa comegcou em Sao Paulo, no municipio de Campus do
Jord3o. Posteriormente, se espalhou para o sul do pais, sendo os atuais maiores
produtores os estados do Rio Grande do Sul, Sao Paulo e Minas Gerais, com um cultivo
em uma area de 150 hectares e com uma producdo anual de 150 toneladas (Gongalves et
al., 2011).

Em relagdo as formas de consumo, a produgao de framboesa pode ser destinada tanto
ao mercado de frutas frescas quanto a fabricacdao de polpa congelada, gelatinas, geleias,
sucos e iogurtes (Vendrusculo et al., 2009). Como também é muito apreciada in natura, o
seu cultivo tornou-se comum em dreas que realizam o turismo rural (Pio, 2007).

Quanto aos valores nutricionais, a framboesa é constituida principalmente por agua,
podendo variar o seu teor entre 83 e 85 % (Gorini, 1989). Também estdo presentes em
boa quantidade acucares, sendo a frutose, glucose e sacarose os principais. Essa fruta
caracteriza-se por ser de baixa quantidade calérica e com bom teor de sais minerais
como potassio, calcio, magnésio e ferro, vitamina C, betacaroteno e compostos fendlicos
(Souza et al., 2007). Todas essas caracteristicas fazem com que a framboesa faca parte
dos chamados alimentos funcionais, os quais segundo a ANVISA, além de possuir efeitos
nutricionais, auxiliam na reducdo dos riscos de doengas como cancer, diabetes,
hipertensao entre outras.


http://www.lume.ufrgs.br/browse?type=author&value=Souza,%20Daiana%20de

3 DEQUI/ UFRGS — Rodrigo Ramos Laurino

2.2 Compostos Bioativos

Compostos bioativos sdo substancias capazes de desempenhar um papel importante
na diminui¢do de doengas cronicas degenerativas (Neumann et al., 2002; Taipina, Fontes,
Cohen, 2002). Essas substancias sdao constituintes extras nutricionais presentes em
pequenas quantidades em alimentos de origem vegetal como cereais, frutas, hortaligas,
peixes e 6leos (Scarbieri, Pacheco, 1999). Entre os principais exemplos dessas substancias
pode-se citar os flavonoides (como quercetina, carcetina, antocianinas e genisteina),
carotenoides (licopeno, luteina, zeaxantina e B-caroteno), fotosterdis e dcidos graxos.

Dentre todos os compostos bioativos, neste trabalho serd dado maior enfoque aos
compostos fendlicos, principais compostos bioativos presentes na framboesa, que sado
compostos quimicos cujo aspecto estrutural comum é a presenca de pelo menos um
grupo hidroxila ligado a um anel aromatico (Croteau, Kutchan, Lewis, 2000; Shabhidi,
Naczn, 1995).

2.2.1 Compostos fendlicos

Representando a maioria dos agentes fotoquimicos, esses compostos encontram-se
amplamente distribuidos no reino vegetal. Existe uma grande variedade na estrutura e
ocorréncia das substancias fendlicas, desde estruturas complexas, como, por exemplo, os
taninos hidrolisaveis (Figura 2.2a) de elevadas massas molares, até estruturas
extremamente simples como os acidos hidrobenzdicos (Figura 2.2b) (Tomas Barberan,
Espin, 2001).

> { ol OH

o (l,m,n=0,1,2 ou 3) HO
a) b)
Figura 2.2 : Exemplos de estruturas de compostos fendlicos: a)taninos hidrolisaveis, b)

acidos hidrobenzodicos.

(fontes: Nakamura et al., 2003, : Angelo e Jorge, 2006 )

Os compostos fendlicos naturais sdo considerados metabdlitos secunddrios e estao
entre as principais classes de antioxidantes naturais, sendo encontrados em todas as
plantas e também em frutas e legumes (You, et al., 2001). Entre as principais classes de
compostos fendlicos destaca-se os flavonoides, os acidos fenélicos e os taninos.

Na framboesa, os principais compostos fendlicos encontrados sdo as antocianinas
(25 %) e elagitaninos (50 %); o restante se divide em acidos fendlicos e conjugados de
acidos elagicos e a quercetina (Burton-Freeman, et al., 2016).
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Além dos compostos com propriedades antioxidantes, a framboesa possui também
compostos bioativos anti-inflamatdrios, que atuam contra a atividade microbiana de
organismos patogenos intestinais e anti-proliferacdo de células cancerigenas no figado,
mama, célun e préstota (Zhang, et al., 2009).

Os flavonoides (Figura 2.3) sdo compostos de baixa massa moleculares, possuindo
estruturas quimicas Ce-C3-Cg com dois anéis benzénicos ligados a um anel pirano
(lwashina, 2000, Martinez-Flores et al., 2002; Shahidi, Naczn, 1995a).

O

C
=

Figura 2.3: Estrutura quimica dos Flavondides

(Fonte: Angelo e Jorge, 2007)

Esses compostos estdo presentes em diversas partes das plantas como caule, folhas,
sementes e em outras partes. Esses compostos estdo associados a fungdes de defesa e
atragdo (Santos, 2007). Podem-se dividir os flavonoides em diversas subclasses, entre
elas as antocianinas, flavonas, flavanonas, isoflavonas e flavonéis (King, Young, 1999),
sendo a diferencga entre elas as substituicdes no anel heterociclico.

Os acidos fendlicos sdo compostos que possuem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metila na sua estrutura, o que
confere a molécula propriedades antioxidantes. Eles consistem em dois grupos, os
derivados do acido hidroxibenzdicos, que incluem os acidos galico, p-hidroxibenzdico,
protocatecuico, vanilico e siringico, os quais possuem estrutura comum C¢—C;, € 0s
derivados do acido hidroxicinamico, como os dacidos caféico, ferulico, p-cumarico e
sindptico, todos compostos aromaticos com trés carbonos que formam uma cadeia
lateral.

Em relagdo aos taninos, esses compostos possuem a massa molar relativamente mais
alto do que os flavonoides, constituindo uma classe de polifendis. Os taninos destacam-
se pela capacidade de formar ligacGes estaveis com as proteinas (Flanzy, 2003), isso por
gue sdo moléculas relativamente volumosas e esse volume juntamente com a sua
configuracdo espacial, fornece estabilidade a essas ligacbes (Ribéreau-Gayon et al.,
2003).

2.2.1.1 Antocianinas

De formula molecular C6-C3-C6, as antocianinas sdo uma parte muito importante do
grupo dos flavondides (Hernandez, 2002). Pigmentos naturais, elas sdo compostos
hidrossoltveis que estdo distribuidas amplamente na natureza, fornecendo cores como
rosa, laranja, vermelho, azul e violeta a diversas plantas e vegetais (Bridle; Timberlake,
1997; Castaneda-Ovando et al., 2009).

O interesse nas antocianinas cresceu apds ser descoberto que, além de corantes
naturais, essas moléculas proporcionam beneficios a saude, em virtude de seus efeitos
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antioxidantes, atuando na preven¢ao de doengas cronicas degenerativas como cancer,
diabetes e problemas cardiovasculares (Espin et al., 2000; Wang et al., 2008).

Em relacdo a sua estrutura quimica, as antocianinas sdo compostos formados por duas
ou trés partes: uma aglicona (antocianidina), um grupo de acucares e, frequentemente,
um grupo de acidos organicos (Francis, 1989). Na Figura 2.4 é possivel visualizar as
diversas combinagdes possiveis para formacao de antocianinas.

Existem cerca de 22 diferentes agliconas, mas entre elas destacam-se a cianidina, a
delfinidina, a malvidina, a pelargonidina, a peonidina e a petunidina (Vizzoto, 2012), por
serem as mais presentes em todas as frutas. Jd entre os agUcares que se ligam a elas,
destacam-se a glicose, a xilose, a arabinose, a ramnose e a galactose.

OH
CH,OH
Aglicona Substituigao glicosidica Acilagao
[Estrutura do anel B) (substifuigio nas posipbas 3 (esterificacdo das hidrovdlas do
e 5) aglcar)
R,=R;=H Pelargonidina D-glicose Acidos cindmicos
R,=0H,R,=H Cianidina D-galactosa pHCUmArico
R,=R,=0 Delfinidina D-sboze Fenilico
Ry=0CHs, Ra=H Peonidina Lramnose Caféico
1= OCHy Ry =0H Petunidina L-arabinose
Fy=R;=0CH; Malvidina Rufincse Acdaos alifiScos
Soforose Acalico
Sambubiose Makinico
Gentiobiose Succinico

Figura 2.4: Estruturas quimicas das antocianinas.

Fonte: Malacrida, Mota (2006).

Na framboesa, as antocianinas mais abundantes sao as Antocianinas cianidina 3-O
glucosideo e cianidina 3-0 soforosideo (Mullen et al., 2002).

2.2.1.1.1 Estabilidade das antocianinas

Uma limitacdo no uso das antocianinas na industria é devido a sua estabilidade, que
pode ser afetada por propriedades intrinsecas do processo, como temperatura, presenca
de enzimas, pH, luz, oxigénio e ions metdlicos (Rein, 2005). A seguir sdo apresentados
maiores detalhes dos fatores que podem influenciar a estabilidade das antocianinas.

a) pH

O pH é o principal fator que influencia na estabilidade das antocianinas. Segundo
Markakis (1982), as antocianinas sdo mais estaveis em solu¢Oes acidas do que em
neutras ou alcalinas. Brouillard e Dubois (1977) mostraram em seus estudos que existem
qguatro diferentes estruturas de antocianinas em equilibrio. O cation flavilio (coloracdo
vermelha), a base quinoidal (coloracdo azul), a pseudo base carbinol (incolor) e a
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chalcona (levemente amarelada). A quantidade de cada uma dessas formas é decorrente
do pH do meio (lacobucci e Sweeny, 1983).

Em condi¢cdes muito acidas (pH inferior a 2), as antocianinas existem na forma de
cation flavilio. Elevando-se o pH ocorre a formacao das formas quinoidais, ocorrendo em
paralelo a hidratagdao do cation flavilio, formando-se o carbinol que atinge o equilibrio
lentamente com a chalcona incolor. Todas essas formas podem ser vistas na Figura 2.5.

=]

OH
N
oo 1
99 )
Z ~o6L

HO

HO

Base quinoidal (A) Cation flavilio (AH)
Azul

Wermaliho

HO

Chalcona (C) Carbinol (8)
Incalar Incalor

Figura 2.5: Formas estruturais de antocianinas em equilibrio em solugao aquosa.
Fonte: Francis (1989)

Estudos realizados por Bordignon et al. (2009) mostram que a concentracdo das
antocianinas extraidas do suco de morango é fortemente afetada pelo pH do meio.
Segundo os autores, a extracao de antocianinas é mais eficiente em meio acido, devido a
formacao do cation flavilio, que acentua as caracteristicas espectroscdpicas das
antocianinas, gerando uma melhor representacdao do contelddo dos frutos frescos. Os
melhores resultados foram em pH 1, onde os valores das concentra¢des de antocianinas
foram quase dez vezes maiores do que os obtidos em pH 4,5.

b) Oxigénio

O oxigénio é considerado o segundo fator em ordem de importancia na degradacao de
antocianinas. Isso foi constatado por Daravingas e Cain (1968), apds estudos da
degradacdo do pigmento do suco de framboesa. Em todos os experimentos realizados, a
estabilidade das antocianinas aumentou quando o nitrogénio foi usado em substituicao
ao oxigénio.

Essa degradacdo pode ocorrer através de dois mecanismos: a oxidacdo direta ou
indireta dos constituintes do meio que reagem com as antocianinas. Precipitados e
desenvolvimento de turbidez em sucos de frutas podem ser resultado da oxidacdo direta
da base carbinol de antocianinas (Jackman e Smith, 1992).
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A oxidacdo indireta, mais comumente relatada, ocorre em produtos que contém acido
ascoérbico. Na oxidacdo do acido ascorbico, em presenca de ions cobre, ocorre a
formacdo do perodxido de hidrogénio (H,0,), que causa a descoloracdo das antocianinas.
Além disso, a degradacdo das antocianinas também pode ocorrer pela reacdo de
condensacdo entre o acido ascorbico e as antocianinas, que forma produtos instaveis
que se degradam em compostos incolores (Markakis e Pericles, 1982).

c) Luz

A luz, ultravioleta ou visivel, é outro fator que influencia na estabilidade das
antocianinas. Experimentos realizados por Palamidis e Markakis (1975) com bebidas
carbonatadas coloridas com antocianinas extraidas da polpa da uva, comprovaram que a
presenca de luz acelera a destruicao das antocianinas. Com as mesmas condi¢des de
temperatura, o tempo de meia-vida das antocianinas diminuiu de 416 dias, quando no
escuro, para 197 dias quando expostas a luz ambiente.

Segundo Dirby et al. (2001) e Carlsen e Stapelfeldt (1997), o efeito da luz estd
estreitamente ligado ao efeito do pH. Eles realizaram experimentos determinando a
quantidade aparente de foto-branqueamento de antocianinas oriundas do repolho roxo
e do fruto do sabugueiro, respectivamente. Sendo observada a baixa sensibilidade a
foto-degradacdo para valores de pH 3,0 a 3,8.

d) Temperatura

A temperatura é um fator muito importante no que diz respeito a estabilidade das
antocianinas. Na medida em que as antocianinas sdo submetidas a uma temperatura
superior a ambiente (25°C), comeca a ocorrer a degradacdo da mesma (Havlikovae e
Mikova 1985; Rhim, 2002). Com isso, o controle da temperatura desde a estocagem até
os processos utilizados é de extrema importancia.

Segundo Meschter (1954), reduzindo a temperatura de estocagem de 38°C para 20°C,
o tempo de meia-vida das antocianinas aumentou de 10 para 54 dias, chegando, por
extrapolacdo, a um tempo de meia-vida de 11 meses a 0°C. J& para tratamentos
térmicos, baixos tempos em alta temperatura sdo recomendados para menor
degradacdo. Experimentos realizados por Markakis e Pericles (1982) mostraram que para
sucos de frutas vermelhas, a perda de antocianinas foi insignificante para tratamentos
térmicos com duracdo inferior a 12 minutos a 100°C.

Apesar de o mecanismo da degradacdo térmica das antocianinas ainda ndo ser
conhecido, experimentos realizados por Sapers et al. (1981) mostram que a estabilidade
das antocianinas frente a temperatura é influenciada pelo grau de acilacdo. Bridle &
Timberlake (1997) e Chigurupati et al. (2002) confirmaram que a ocorréncia extensiva de
acilacdo confere aos vegetais caracteristicas superiores na estabilidade e na cor.

e) Enzimas

As enzimas também sdo responsaveis pela degradacdo das antocianinas. Sao exemplos
de enzimas que podem alterar a estrutura quimicas das antocianinas, as glicosidases,
polifenol oxidases, fenolases e peroxidases. As primeiras, também conhecidas por
antocianases, hidrolizam as ligacdes glicosidicas com a liberacdo do agucar e da aglicona.
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Como essa é instdvel, acaba se degradando e formando a chalcona incolor. As enzimas
polifenol oxidases, por sua vez, atuam por outro mecanismo: oxidam as antocianinas
usando o-dihidroxifendis como substrato formando o-quinonas. Essas reagem entre si ou
com outros compostos, inclusive antocianinas, e formam polimeros escuros. As fenolases
também reagem com as antocianinas, sendo essa reagdo favorecida quando outros
fendlicos estdo presentes no meio (Francis, 1989).

As peroxidases também s3o responsaveis pelo escurecimento enzimdatico, decorrente
da oxidagdao dos compostos quando ha a presenca de perdxido de hidrogénio no meio
(Malacrida e Motta, 2006); é também devido a presenca dessas enzimas que é necessario
a aplicagcdo de tratamento térmico nos alimentos, para que ocorra a inativacao delas e as
propriedades dos alimentos sejam mantidas.

2.3 Aspectos microbioldgicos

A capacidade de sobrevivéncia de micro-organismos nos alimentos esta ligada a uma
série de fatores; esses fatores podem ser intrinsecos (caracteristicas do alimento) ou
extrinsecos (caracteristicas do meio).

Entre os fatores extrinsecos podem-se citar a temperatura e a umidade relativa do
ambiente como os que mais afetam no desenvolvimento dos micro-organismos. Em
relacdo a temperatura, a velocidade especifica de crescimento dos micro-organismos vai
diminuido a medida em que a temperatura se afasta da 6tima (em torno de 30°C) até
que atinja um valor onde o crescimento cesse e ocorra a morte das células. Essa
temperatura varia de acordo com o micro-organismo. A umidade relativa, por sua vez,
influencia diretamente a atividade de 4gua (a,) do alimento. Estocando um alimento de
baixa atividade de agua em ambiente com alta umidade relativa, a a,, do alimento ira
aumentar, podendo ocorrer deterioragdo do mesmo. Assim, o bindmio UR/temperatura
deve ser controlado e, geralmente, quanto mais baixa a temperatura de estocagem,
menor deverd ser UR (Qualidade microbioldgica dos alimentos, 2016).

Considerados alimentos com alta atividade de dgua (a, > 0,90) e alta acidez (pH < 4,0)
0s sucos naturais sao passiveis de contaminagao por diversos tipos de organismos. Esses
dois fatores sao intrinsecos e de extrema importancia para determinar os tipos de micro-
organismos que podem se desenvolver no alimento. O pH muito dcido, como o do suco
de framboesa, limita o crescimento de micro-organismos basicamente a mesdfilos
aerébios, bolores e leveduras (Qualidade microbioldgica dos alimentos, 2016). De acordo
com a ICMSF (1984) esses sdo 0s principais micro-organismos que servem de indicadores
para monitorar a qualidade de processos industriais.

Os bolores sdo fungos filamentosos, multicelulares, podendo estar presentes no solo,
agua, ar e matéria organica em decomposicdo; eles possuem uma boa capacidade de
adaptacdo ao meio, crescendo sob condi¢cdes extremamente variaveis de pH (2,0 a2 9,0) e
resistindo bem a desidratacdo. Eles também sdo pouco exigentes quanto aos nutrientes
disponiveis necessitando basicamente da presenca de oxigénio para seu crescimento. A
presenca de bolores estd, na maioria das vezes, associada ao crescimento visivel de
colonias na superficie e em alguns casos na elaboragdo de microtoxinas, o que torna
importante o controle da proliferacdo dos bolores nos alimentos (Barbosa, 2012)
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As leveduras sao fungos nao filamentosos, normalmente disseminados por insetos ou
pelo vento (Siqueira, 1995). No entanto, é interessante observar que uma mesma
levedura pode ser benéfica ou maléfica, dependendo do tipo de alimento. Um exemplo
sdo as leveduras do género Saccharomyces, utilizadas nos processos tecnolégicos de
producdo de etanol, cerveja e vinho e que, ao mesmo tempo, é uma das principais
agentes deteriorantes em suco de frutas (Barbosa, 2012).

Os organismos mesofilos aerébios sdo bactérias que podem estar presentes tanto na
forma vegetativa quanto esporulada (Hayes, 1995; Siqueira, 1995). Esses organismos se
desenvolvem melhor em condi¢des de temperatura moderada, entre 15 e 40°C, sendo a
temperatura 6tima a de 32°C. O numero desses organismos presentes nos sucos serve
como indicador de qualidade do suco, indicando se a limpeza, a desinfecgdo e o controle
de temperatura do processo estdao adequados (Silva, 2002)

Outro fator que determina o desenvolvimento microbiano é a atividade de agua. A
atividade de agua (a,) € um fator importante porque o crescimento e o metabolismo
microbiano exige a presenca de dgua livre para realizacdo de suas reacdes, e é a atividade
de agua que indica a disponibilidade da dgua para esse fim. Sendo 1 o valor de a,, para
agua pura, o valor de a, para alimentos varia de 0 a 1. Grande parte dos micro-
organismos patogénicos encontra-se controlados com a,, inferior a 0,85, sendo a
producdo de toxinas inibidas com a,, inferiores a 0,9 (Garcia, 2004).

Sendo assim, fica claro que os sucos sdo alimentos que favorecem o crescimento de
micro-organismos. Segundo a Portaria n? 451, de 19 de Setembro de 1997, do Ministério
da Saude, os padrdes microbioldgicos para sucos concentrados congelados, sucos e
refrescos in natura, preparado para refrescos e refrigerantes, sucos concentrados
adicionados ou ndo de conservantes, polpas e produtos de frutas devem possuir valores
méximos de bolores e leveduras entre 10° e 10* UFC mL™. J4 de acordo com a Portaria n2
451 e a RDC n? 12 n3o se estabelecem padrdes microbiolégicos para produtos a base de
frutas em relacdo a contagem de micro-organismos mesdfilos aerébios.

2.4 Tratamento térmico

Na industria alimenticia, o tratamento térmico é uma etapa muito importante para
preservacao dos alimentos. O principal objetivo desse processo é a eliminacdo de micro-
organismos e enzimas que podem ser perigosos para a saude humana e também podem
degradar os alimentos, diminuindo sua qualidade e tempo de prateleira.

O tratamento térmico possui trés etapas: o aquecimento, o tempo de exposicdo e o
resfriamento. O principal parametro que deve ser controlado é a temperatura durante o
periodo de exposicdo. O ideal é que essas etapas ocorram o mais rapidamente possivel,
para que os danos aos alimentos sejam minimos (Dias et al., 2007)

A temperatura e o tempo de exposicdo irdo depender de varios fatores, sendo os
principais a resisténcia térmica dos micro-organismos e enzimas presentes no alimento, o
teor microbiano inicial contido no alimento antes do tratamento, o pH e o estado fisico
do alimento.

Apesar de ser um método muito eficiente na eliminacdo dos micro-organismos e
enzimas, o tratamento térmico possui como desvantagens alteracdes desagradaveis no
alimento. Dentre essas alteracdes indesejaveis, pode-se destacar a perda de nutrientes
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importantes, além de alterar negativamente as caracteristicas organolépticas do
alimento como cor, textura e aroma.

Assim, dependendo do produto a ser tratado, existem diversos binbmios tempo-
temperatura que podem ser usados. Para sucos de frutas, por exemplo, existem trés
principais bindmios: 65°C por 30 min, 77°C por 1 min e 88°C por 15s.

Existem basicamente duas formas de tratamentos térmicos dos alimentos, o processo
LTLT (Low Temperature Long Time) e o processo HTST (High Temperature Short Time). O
primeiro normalmente ocorre em equipamentos bateladas, em sistemas de produgao
menores e pode ser realizado, por exemplo, utilizado temperaturas entre 62 e 68 °C
durante 30 min. J4 o segundo é realizado em trocadores de calor, em sistemas continuos
e em escalas maiores, em uma faixa de temperatura de 72 a 85 °C durante 15 a 20 s.

Conforme mencionado, ao realizar o tratamento térmico em alimentos ndo se busca
apenas a elimina¢do dos micro-organismos para o aumento da vida de prateleira, mas
também outros aspectos de qualidade dos alimentos. Nesse contexto, novas tecnologias
de processos ndo térmicos tém sido alvos de pesquisas para avaliar o potencial desses
processamentos como métodos alternativos ao tratamento térmico convencional,
eliminando ou minimizando a degradacdo de nutrientes o que aumenta os beneficios dos
alimentos (Aronsson et al., 2005). Dentre essas tecnologias pode-se destacar os
processos de campo elétrico moderado e ultrassom que serdao abordados em maiores
detalhes a seguir.

2.5 Campo elétrico moderado (CEM)

A tecnologia do campo elétrico moderado nao é nova e foi muito utilizada durante o
século XX, sendo seu uso deixado de lado devido ao efeito de corrosdo dos eletrodos. No
entanto, no fim do século passado, com a descoberta de materiais mais resistentes a
corrosdao, essa tecnologia foi redescoberta e virou assunto de pesquisa de muitos
trabalhos. O processo de CEM possui uma vasta gama de aplicagdes na industria de
alimentos podendo ser usada, por exemplo, no tratamento de alimentos sélidos,
alimentos liquidos e misturas de alimentos sélido-liquidos (Stancil e Zitny, 2010).

O processo de CEM pode ser definido como a passagem de corrente elétrica alternada
através do alimento, com forma de onda arbitravel e intensidade de campo elétrico que
pode variar de 1 a 1000 V cm™, com ou sem os efeitos do aquecimento 6hmico (Sensoy e
Sastry, 2004).

Quando se deseja aquecer o alimento, o processo serd denominado de aquecimento
Ohmico e a geracdo de energia é proporcional ao quadrado da intensidade do campo
elétrico local e inversamente proporcinonal a condutividade elétrica (Mercali, 2013). O
principio bdsico que governa a geracdo de calor é dado pela Equacdo 2.1, onde Q é a
quantidade de calor ou energia gerada (J.s%); | é a intensidade da corrente elétrica que
passa através da amostra (A); e R é a resisténcia elétrica da amostra (Q).

Q = I*>xR (2.1)
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Quando os efeitos do calor ndo estdo associados ao processo, essa tecnologia é
denominada campo elétrico moderado e os efeitos resultantes da passagem de corrente
elétrica pelo alimento sdo os chamados efeitos ndo térmicos; esses efeitos podem
promover a permeabilizacdo das membranas das células (Eugene Vorobiev, 2008;
Somavat, Mohamed e Sastry, 2013).

A permeabilizacdo ou eletroporagdo consiste na formagdo de poros na membrana
celular; com a passagem de corrente elétrica, a célula exposta ao campo elétrico sofre
desestabilizacdo da bicamada lipidica e das proteinas da membrana celular, levando a
formagao de poros e por consequéncia, a danificagdo parcial ou total da estrutura
celular. A permeabilizagdo das células serd parcial quando a formac¢dao dos poros for
reversivel, e isso ocorre quando a diferenga de potencial fica abaixo do potencial de
colapso; assim, os poros s6 existem enquanto o campo elétrico é aplicado. A danificagdo
serd total quando a diferenga de potencial atingir valores acima do potencial de colapso,
assim a formacgdo dos poros sera irreversivel (Knorr et al., 1994). Os valores de potencial
de colapso sdao dependentes de cada célula e variam de acordo com o material
submetido ao campo elétrico (Eugene Vorobiev, 2008).

O processo de eletroporacdo consiste em trés diferentes fases. A primeira delas
consiste na formacdao dos poros, que é uma resposta das membranas celulares ao
potencial induzido. Esse processo dura microssegundos e o potencial deve superar o
potencial de colapso. A segunda fase é a de expansdao dos poros e depende da
intensidade e tempo de exposicdo ao campo. A Ultima fase consiste na recuperacao da
membrana, que comeca apds o término da exposicdo do alimento ao campo elétrico e
dura por varios minutos. Essa fase é fortemente afetada pela temperatura (Eugene
Vorobiev, 2008).

Existem diversos fatores que influenciam a eletroporacdo, dentre eles os mais
importantes sdo as caracteristicas do campo elétrico aplicado e as propriedades das
células a serem expostas a essa tecnologia. Entre as propriedades do campo elétrico que
devem ser controladas estdo a intensidade, a amplitude, a duracdo e a frequéncia de
repeticao de pulsos, para o caso de aplicacdo de campo elétrico pulsado.

Sabe-se que a inativacdo dos micro-organismos devido ao uso do campo elétrico
ocorre devido a mudancas na estrutura da membrana citoplasmatica (Ramos et al.,
2006). Aronsson et al. (2005) realizaram tratamento com campo elétrico pulsado em
Escherichia coli, Listeria innocua e Saccharomyces cerevisiae e verificaram a formacao de
poros nas células dos micro-organismos pelo aumento da captacdo do corante
fluorescente iodeto de propideo pela liberagao de compostos intracelulares.

Além das caracteristicas de cada material biolégico a ser tratado, os fatores do meio
como pH, condutividade térmica, compostos ibnicos e atividade de agua também
influenciam a eletroporacdo. A condutividade elétrica, por exemplo, é inversamente
proporcional a taxa de destruicdo, ou seja, quanto menor a condutividade elétrica maior
€ a taxa de destruicdo de micro-organismos devido ao aumento no fluxo de substancias
ibnicas através da membrana. A atividade de dgua é outro fator importante na
inativacdo, e quanto menor a atividade de dgua maior serd a resisténcia microbiana. Por
ultimo, tem-se o pH que atua como fator de estresse adicional (Garcia et al., 2007).

Estudando o efeito do pH na inativacdao de micro-organismos na presenca de campo
elétrico, Garcia et al. (2005) relataram que L. monocytogenes foi sensivel ao tratamento
por campos elétricos pulsados em pH 4,0 e apresentou maior resisténcia em pH 7,0. Ja
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aE. coli e aSalmonella senftenberg foram sensiveis ao tratamento em pH 7,0 e
resistente em pH 4,0.

Além das caracteristicas de cada espécie ja citadas, a morfologia, a concentracdo e a
fase de crescimento também influenciam nos efeitos que a aplicacdo de campo elétrico
exercerd sobre cada micro-organismo. As bactérias gram-positivas, por exemplo, sao
mais resistentes ao tratamento por pulso elétrico do que as gram-negativas, ja que as do
primeiro tipo apresentam parede celular. Outro exemplo sdo os fungos, que devido ao
maior tamanho das células, normalmente sdao mais sensiveis a aplicagdo de campo
elétrico do que bactérias. Por fim, pode-se citar as células nas fases logaritmicas de
crescimento, que sdo mais sensiveis aos tratamentos do que aquelas na fase lag ou
estacionaria (Azerédo et al., 2008)

Em relagdo aos efeitos do campo elétrico em micronutrientes, como compostos
bioativos e vitaminas, muitos estudos tém relatado vantagens da aplicacdo do CEM para
a conservacdao desses. Ndo se sabe ao certo o efeito dessa tecnologia sobre os
componentes dos alimentos, porém muitos estudos relatam a manutencdo das
caracteristicas nutricionais dos produtos tratados com campo elétrico moderado. Bazhal
et al. (2001,) tratando suco de laranja com pulsos elétricos, verificaram retencdo de
todas suas propriedades fisicas e cerca de 97,5% de retengdo da vitamina C. Agcam,
Akyildiz e Evrendilek (2014) também estudaram a influéncia do campo elétrico pulsado
sobre os micronutrientes do suco de laranja e verificaram que a retencdo de compostos
fendlicos foi maior de que quando o produto foi tratado com a metodologia tradicional
de pasteurizagao.

Outra vantagem do CEM é que provoca praticamente nenhuma alteracdo nas
caracteristicas fisico-quimicas dos alimentos. Cserhalmi et al. (2006) realizaram o
tratamento de suco de frutas citricas (limdo, laranja, tangerina) e ndo verificaram
nenhuma diferenca significativa no pH, °Brix, condutividade elétrica, viscosidade, indice
de escurecimento ndao enzimatico e hidroxi-metil-furfural se comparado ao tratamento
térmico convencional.

2.6 Ultrassom (US)

Apesar de existirem pesquisas sobre a tecnologia do US na industria quimica desde o
inicio do século XX, somente na metade do mesmo século é que cogitou-se utilizar essa
tecnologia em alimentos (Alves et al., 2013). Atualmente, as pesquisas buscam utilizar o
US tanto na substituicdo de algumas técnicas tradicionais de processamento como
emulsificacdo, homogeneizacao, esterilizacdo e pasteurizacdo, quanto para aperfeicoar
técnicas convencionais de extracdo, congelamento, descongelamento, filtracdo, secagem
ou desidratacdo (Mason, 1998; Chemat et al., 2011).

Existem basicamente dois tipos de ondas ultrassdnicas, dependendo da frequéncia e
intensidade. As primeiras possuem alta frequéncia e baixa intensidade (20 a 100 Hz e
<1Wcm? respectivamente), caracterizando o US de baixa energia, que ndo possui poder
destrutivo aos alimentos e por isso pode ser utilizado em técnicas analiticas para
promover informag¢des sobre propriedades fisico-quimicas, composicao, estrutura e
estado fisico de alimentos. J4 as ondas de baixa frequéncia e alta intensidade (2a 20 Hz e
10 a 1000 W cm™, respectivamente) também podem ser utilizadas na inddstria de
alimentos. Esse tipo de onda é mais utilizada em casos onde se deseja certas
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modificacbes, ja que essas possuem energia suficiente para romper ligacdes
intermoleculares, capazes de modificar algumas propriedades fisicas e favorecer reacdes
quimicas (Alves et al., 2013).

Uma das vantagens do US é que essa tecnologia pode ser utilizada em liquidos, liquidos
com sélidos em suspensao ou semissélidos. Em liquidos, o principio fisico do ultrassom
baseia-se no fendmeno da cavitagao: quando o ultrassom é aplicado, ocorre a alternancia
de compressao (pressao positiva) e expansao (pressao negativa) das ondas. Assim, ocorre
o crescimento e colapso de bolhas dentro do liquido (Mason, 1990), e essas bolhas se
expandem durante a pressao negativa e implodem violentamente durante a pressao
positiva, promovendo ondas com elevadas energias de cisalhamento e turbuléncia
(Suslick, 1988).

Existem dois tipos de equipamentos utilizados na formacao de ondas ultrassonicas, o
banho ultrassonico e a sonda. No presente trabalho utilizou-se o equipamento do tipo
sonda e, portanto, serdo abordados em maiores detalhes o funcionamento desse tipo de
equipamento.

O equipamento do tipo sonda é utilizado quando se deseja alcancgar altas intensidades
de poténcia. Nesse equipamento a energia ultrassénica é produzida em um transdutor e
transmitida ao meio através de uma sonda metalica. A Figura 2.6 apresenta um esquema
do equipamento de ultrassom do tipo sonda.

Sistema de acople

Gerador

HHHHUDD

Extensor @ @ @ ©e

de sonda

Cabo de conexdo

Parafuso conetor
da sonda

Figura 2.6: Sistema de sonda para aplicacao de ultrassom
(Lingyu Yu; Giurgiutiu, 2009).

O sistema é composto por um gerador que produz um sinal elétrico na frequéncia e
poténcia desejada, um transdutor piezoeléctrico que transforma a energia elétrica em
acustica e uma sonda que transmite esta energia aclstica ao meio. A intensidade da onda
emitida, que é proporcional a amplitude de vibracdo da ponta da sonda, é controlada
alterando a poténcia aplicada pelo gerador. Como praticamente todos os equipamentos
dispdem de um controle de poténcia deste tipo, é possivel a aplicacdo do sinal em forma
de pulsos (Pinjari e Pandit, 2010).

Os beneficios do ultrassom sdo inumeros na industria alimenticia. Knorr et al. (2004)
estudaram a melhoria no processamento de alimentos utilizando essa tecnologia
diretamente no alimento, melhorando a extracdo de componentes importantes com
proteinas e compostos oxidantes, e verificando a inativacdo de enzimas e micro-
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organismos. Outros autores, como por exemplo, Chandrapala et al. (2012b), também
avaliaram a inativagao de micro-organismos e enzimas através do ultrassom, verificando
gue esse método poderia substituir o tratamento térmico que geralmente é aplicado
sobre os alimentos para esse fim.

3 Materiais e métodos

Neste capitulo sdo apresentadas as metodologias empregadas para realizacdo dos
experimentos de pasteurizagdo, bem como os métodos analiticos utilizados.

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia e Processamento de
Alimentos (LATEPA), localizado no Anexo 1 do Campus Saude da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. As andlises microbiolégicas foram realizadas no ICTA (instituto
de ciéncia e tecnologia de alimentos) localizado no campus do Vale, na UFRGS.

3.1 Preparacao do suco

As framboesas foram adquiridas congeladas, em embalagens de 1 kg, da empresa
Italbraz (Vacaria, RS). Apds o recebimento, as embalagens foram mantidas congeladas
até o dia do preparo do suco, quando foram descongeladas em temperatura ambiente.

Depois de descongeladas, as framboesas foram processadas em um Juicer (Phillips
Walita, modelo RI1870, EUA) para a separa¢do do suco e do bagaco. Mesmo apds
processado no equipamento, o bagac¢o ainda continha uma grande quantidade de suco,
por isso optou-se por extrair mais suco utilizando sacos de tecidos sintéticos.

O suco foi armazenado em sacos plasticos e congelado a -8°C até o momento da
realizacdo dos experimentos. Assim, no momento dos experimentos, o saco plastico
contendo o suco foi retirado do freezer e mantido em banho de agua a temperatura
ambiente para o descongelamento.

A fim de avaliar a pasteurizacdo do suco de framboesa, experimentos de tratamento
térmico convencional e na presenga das tecnologias de ultrassom e campo elétrico
moderado foram realizados. Previamente a realizagdo dos experimentos, coletou-se 140
mL do suco in natura utilizado no experimento para posterior compara¢ao dos
resultados. Apds o término dos experimentos, as aliquotas foram armazenadas a 4°C em
sacos plasticos em geladeira até o inicio das andlises. A seguir sdo descritos, em maiores
detalhes, a metodologia utilizada para cada um dos tratamentos.

3.2 Pasteurizacdao do suco de framboesa

3.2.1 Tratamento térmico convencional

O tratamento térmico convencional foi realizado em triplicata na temperatura de
90 °C. Em cada tratamento 140 mL de suco de framboesa foram colocados em uma
célula de vidro encamisada com 5,5 cm de didmetro interno. A temperatura do suco foi
controlada com a ajuda de um banho termostatico e a agitacdo foi realizada com um
agitador magnético (Fisatom, modelo 752A, S3o Paulo, Brasil) com rotacdo de 780 rpm. A
duracdo de cada tratamento foi de 10 min apds a estabilizacdo da temperatura no valor
desejado (aproximadamente 5 min para alcangar os 90°C).
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3.2.2 Pasteurizagdo assistida pela tecnologia de ultrassom

Os experimentos com o ultrassom foram realizados no equipamento Sonics &
Materials, Inc., modelo VC750, Newtown, Estados Unidos. Esse equipamento possui
uma sonda com 1,2 cm de didmetro e opera até uma poténcia maxima de 625 W cm™ e
frequéncia maxima de 20 kHz.

Para esses tratamentos, as amostras do suco de framboesa foram colocadas na mesma
célula de vidro encamisada que foi descrita previamente. Apds a insercdo das amostras
de suco de framboesa na célula, a sonda do ultrassom era imersa na amostra. A seguir,
iniciava-se o tratamento com o ultrassom, permanecendo a amostra por 10 min sob o
efeito da tecnologia. Foram realizados experimentos utilizando as poténcias de
423 W cm?2e 508 W cm? (75 % e 90 % da capacidade de poténcia do equipamento,
respectivamente). Durante a aplicacdo do ultrassom, conectou-se a célula de
pasteurizagao a um banho termostatico, mantendo a temperatura da amostra abaixo de
35 °C. Isso foi necessario para eliminacdo do efeito da temperatura na pasteurizacdo do
suco e fossem analisados somente os efeitos do ultrassom nas amostras de suco.

Além desse cuidado, para garantir que os efeitos observados fossem devidos apenas ao
ultrassom, também foram realizados experimentos controle para cada intensidade de
poténcia testada. Nesses experimentos, a amostra foi submetida a maxima temperatura
atingida pelo suco quando submetida ao ultrassom (25°C para 75% da poténcia e 35°C
para 90% da poténcia) sendo que, neste caso, o ultrassom manteve-se desligado e a
célula teve sua temperatura controlada apenas pelo banho termostatico.

3.2.3 Pasteurizagdo assistida por campo elétrico moderado

Para realizacdo dos experimentos de campo elétrico moderado utilizou-se um sistema
composto pela célula de pasteurizacdo, uma fonte de energia, um sistema de aquisicdo
de dados, um transdutor de corrente, um transdutor de tensdo e um termopar. A fonte
de energia era composta por um estabilizador (Forceline, modelo EV 1000 T/2-2 Brasil),
um variador de tensdao de 0 V a 220 V (Sociedade técnica paulista LTDA, modelo Varivolt,
Brasil) e um disjuntor (Siemens, Brasil).

Os experimentos foram realizados em duas tensdes diferentes, 25 e 50 V e a
temperatura dos experimentos foi mantida abaixo de 30 °C para avaliar somente os
efeitos nao térmicos da tecnologia de campo elétrico moderado. Para tanto, 140 mL de
suco de framboesa foram acondicionados na célula de pasteurizacao, conectada a um
banho termostatico, de maneira similar ao ja descrito para os experimentos de ultrassom.
Quando a temperatura da amostra atingiu 6 °C, iniciou-se a passagem de corrente elétrica
pela amostra por 10 min.

Os experimentos controle foram realizados de maneira similar ao realizado nos
experimentos do ultrassom; nesses experimentos, as amostras foram submetidas a
maxima temperatura alcancada durante o tratamento com campo elétrico moderado
(30°C para o 50 V), sendo que, nesse caso, o campo elétrico manteve-se desligado e o
controle da temperatura na célula foi realizado pela conexdao da camisa da célula de
pasteurizacdo com um banho termostatico.
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3.3 Analises do suco pasteurizado

3.3.1 Compostos bioativos

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau adaptado da metodologia de Weterhouse (2002)
e utilizando acido gélico como padrao de referéncia. O reagente de Folin Ciocalteau é
uma solucdo de ions complexos poliméricos formados a partir de heteropoli-acidos
fosfomolibdicos e fosfotungsticos. Esse reagente acaba por oxidar os fenolatos, reduzindo
os acidos e formando um complexo azul que possui maxima absor¢cdo em 765 nm.

A quantificagdao dos compostos fendlicos foi realizada relacionando as concentragdes
dos fendlicos com diferentes absorbancias do acido gdlico através da equacdo 3.1, que foi
construida através de curva analitica com padrdo de acido galico (Sigma Aldrich, USA, em
anexo), onde A765 é a absorbancia da amostra medida em 765nm.

mg

~ T A765—0,0555
Concentracao fenblicos (T) — (4765=0,0555)

0,012 (3.1)

Previamente a realizacdo das analises, foram realizados testes para que se chegasse
aos valores de diluicdes adequados, visto que os valores de absorbancia deveriam estar
dentro dos da curva padrdo de acido gdlico (entre 0 e 1). Desse modo, a concentracdo de
compostos bioativos foi expressa em pg de acido galico por mL de amostra.

Primeiramente 35ulL da amostra foram diluidos em 1 mL de dgua ultrapura, seguido de
agitacdo. Apds, 850 plL de agua ultrapura foram transferidos para tubos Falcon, seguidos
de 200 pL da amostra previamente diluida (35 uL mL™) e 100 puL de Folin-Ciocalteu
(marca Fator 1). Apds a adicdo desses reagentes, as amostras foram agitadas em voértex,
sendo adicionados posteriormente, 850 uL de carbonato de sédio 7%. Por ultimo,
deixou-se a solugdo repousar no escuro por 1 hora e a temperatura ambiente para,
por fim, realizar a leitura de absorbancia no comprimento de onda de 765 nm.

3.4 Determinacao de antocianinas monoméricas totais

Para determinacdo de antocianinas manomeéricas o método utilizado foi o do pH
diferencial, proposto por Lee et al. (2005). Para realizacdo dessas andlises as amostras
foram diluidas em duas solucdes com diferentes pHs. A primeira, de pH 1 (0,025 M de
cloreto de potassio) e a segunda pH 4,5 (0,4 M de acetato de sdédio).Nessa analise,
também foi necessdrio realizar testes de fator de diluicdo, para que os valores das
absorbancias ficassem entre 0,2 e 0,8 no comprimento de onda de 520 nm, que é o de
maxima absor¢do das antocianinas. Para tanto, 50 puL de amostra e 1950 uL de solugao
tampao foram utilizadas, visto que o volume reacional precisava ser de 2000 pL. Apds a
adicao desses dois volumes as solu¢des foram agitadas em voértex e, posteriormente,
mantidas em repouso no escuro e em temperatura ambiente por 10 minutos.

Apds esse tempo, a absorbancia das amostras foi determinada, utilizando-se um
espectrofotometro UV-visivel (PG Instruments Ltda., T80 UV/VIS Spectrometer, Reino
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Unido) em 520 nm (maxima absorc¢do das antocianinas) e 700 nm (nenhuma absorbancia
da amostra ocorre).

Para determinagdo da absorbancia diluida utilizou-se a Equagao 3.2, onde As,, é a
absorvancia em 520nm (comprimento de onda de mdaxima absor¢cdo da antocianina
cianidina-3-glucosideo) e A7, € o comprimento de onda onde as antocianinas ndo
absorvem. Essa ultima medida tem por objetivo corrigir erros ocorridos devido a
materiais coloidais suspensos na amostra e que acarretam em difusdo e turbidez,
aumentando o erro da analise.

A = (Asz0- A700)p1~ ( Asz0 = A700)pH a5 (3.2)

A concentracdo de antocianinas monoméricas é expressa em mg/L da antocianina
cianidina-3-glucosideo e calculada pela seguinte equacao:

Ax MM x FD x 103
ex1

Antocianinas(%) = (3.3)
onde A foi calculada anteriormente pela Equac¢do 3.2, MM é a massa molar da
cianidina3-glucosideo (449,2 gmol™), FD é o fator de diluicio predeterminado e € é a
absortividade molar da mesma antocianina (26.900 L mol™ cm™).

3.5 Cor polimérica

A andlise de cor polimérica baseia-se nos métodos propostos por Wrolstad (1976), o
qual descreveu processos para determinar a densidade de cor, a cor decorrente de
antocianinas poliméricas e a porcentagem de contribuicdo de antocianinas poliméricas
para a cor.

Para que os valores das absorbancias para 520nm se mantivessem dentro dos valores
de 0,2 e 0,8 foi mantido o mesmo fator de diluicdo das andlises de antocianinas
monoméricas totais. Primeiramente as amostras foram diluidas em duas solugdes
diferentes, sendo a primeira com agua ultrapura e metabissulfito de potdssio, e a
segunda somente com agua ultrapura.

Para as solucdes com metabissulfito, foi previamente preparada outra solucdo
contendo apenas 5 g de metabissulfito diluido em 10 mL de agua destilada. Apds o
preparo dessa, foram adicionados aos tubos falcons os volumes de 70 puL de amostra,
2730 pL de agua ultrapura e 200 uL de da solucao de metabissulfito de potdssio. J4 para
o preparo das outras solu¢des foram utilizados os valores de 70 uL de amostra e 2930 plL
de agua ultrapura, para que os volumes de ambas ficassem iguais.

As solugdes foram agitadas em vortex e a absorbancia das amostras foi determinada,
utilizando-se um espectrofotometro UV-visivel (PG Instruments Ltd, T80 UV/VIS
Spectrometer, Reino Unido) em 420 nm (absorve os produtos de escurecimentos,
provenientes da degradacdo das antocianinas), 520nm  (maxima absorcdo das
antocianinas), 700 nm (nenhuma absorbancia da amostra ocorre). Essa ultima medida
serve apenas para descontar a influéncia de outros materiais suspensos que poderiam
interferir.

Realizadas as leituras, primeiramente foi determinada a densidade de cor pela soma
das absorbancias da amostra a 420 e 520 nm. Assim, avalia-se a contribuicdo das
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antocianinas e também de seus produtos de degradacdo para a cor. Para determinacdo
da densidade de cor foi utilizada a Equagao 3.4.

Densidade de cor = (420 nm — 720 nm);gyq + (520 nm — 720 nm)sgyqx FD  (3.4)

Posteriormente, a cor polimérica foi calculada e corresponde a contribuicdo das
antocianinas poliméricas e dos pigmentos marrons provenientes de escurecimento
enzimatico, reacdo de Maillard e degradacdo de antocianinas. Essa medida baseia-se no
fato de que os pigmentos polimerizados sdo resistentes ao branqueamento com
bissulfito. Desta forma, apds a adicao de bissulfito de potdssio, a soma das absorbancias
nos comprimentos de onda de 420 e 520 nm corresponde a cor polimérica (Wrolstad,
1976).

Assim, a cor polimérica é determinada através da Equacdo 3.5:

Cor polimérica = (420 nm — 720 nm)sgyapissuifito + (520 nm — 720 nm) pissuifito (3.5)

E por fim, determinamos a percentagem de cor polimérica através da Equacao 3.6.

Cor polimérica

Cor polimérica (%) = (3.6)

Densidade da cor
3.6 Analise de cor

A anadlise de cor das amostras de suco de framboesa foi determinada no sistema
CIELAB utilizando um colorimetro (Color QUEST XE, Hunterlab, USA), com uma lente de
luz D45 em um angulo de observag¢ao de 10° e no modo de refletancia especular incluida
por leitura de amostra. Foram determinados o parametro L* que representa a
luminosidade (L* = 0 é preto e L* = 100 claridade total), a coordenada a* indica cor
variando entre verde e vermelho e a coordenada b* indica cor variando do azul ao
amarelo.

A partir desses trés parametros, podemos calcular dois importantes valores: o croma
e o angulo Hue (*hue). O primeiro, diz respeito a intensidade da cor, ja o segundo
representa o angulo de localizagdo da amostra no espaco cor (Figura 3.1).

Para calcular os valores de croma e °hue utilizamos as Equacgdes 3.7 e 3.8.

croma = (a* + b *)/? (3.7)

°hue = arctan(b * a *) (3.8)
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Figura 3.1: Espaco de cores, segundo a escala CIELAB.

3.7 Analises fisico-quimicas

3.7.1 pH

O pH das amostras foi medido em um pHmetro digital (Digimed, modelo DM-22, Sao
Paulo). Foram medidos os pHs de todas as amostras de cada triplica para cada tecnologia
utilizada, além das amostras in natura coletadas antes de cada experimento.

3.7.2 Acidez total titulavel

Para determinar a acidez titulavel, as amostras foram previamente aquecidas a 90°C e
mantidas nessa temperatura por 10 min sob agitacdo, para que ocorresse a eliminagao
dos gases incorporados. Apds essa etapa, foram transferidos 10 mL do suco para um
erlenmeyer e completou-se com 100 mL de dagua destilada. Essa mistura foi entdo
titulada com NaOH 0,1 M até o pH da amostra atingisse 8,2 + 0,1.

Os resultados foram obtidos a partir da Equacdo 3.9 e expressos em grama de acido
citrico por 100 mL de amostra, onde n é o volume da solucdo de NaOH gastos na
titulagdo em mL, N é a normalidade da solucdo de NaOH, Eq é o equivalente-grama do
acido (64,02 para acido citrico) e V é o volume da amostra em mL.

g _nxNxEq
ATT (100 mL) T 10xV (3.9)
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3.8 Analises microbioldgicas

Para realizagcdo das analises microbioldgicas, foram coletados 15 mL de cada amostra
apds cada tratamento térmico, com Ultrassom e Campo Elétrico Moderado. Também
foram coletadas amostras dos sucos in natura e dos experimentos controle. Todas as
amostras foram congeladas até os dias das andlises sendo posteriormente descongeladas
sob refrigeracdo a 4°C conforme a 1SS06887-4 (2003). Por serem os principais
contaminantes de sucos, foram realizadas as analises para micro-organismos mesofilos
aerdbios, bolores e leveduras, sendo todas elas realizadas em duplicata. A metodologia
utilizada foi descrita por Swanson, Petran e Hanlin (2001).

Inicialmente foram preparadas seis diluicdes seriadas de cada amostra, transferindo 1
mL da solucdo anterior para 9 mL de solucdo diluente (Agua Salina Peptonada). A etapa
seguinte foi a preparacdo do meio de cultura. Para a contagem de meséfilos totais, foi
utilizado meio de cultura PCA (Plate Count Agar), com contagem a partir de diluicbes
seriadas de 10™ a 10°® e incubac3o a 37°C por 48 horas. Os resultados foram expressos em
unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC.mL™). J& para a contagem de bolores e
leveduras, foi preparado meio de cultura PDA (Potato Agar Dextrose), com inoculacao a
partir de diluicdes seriadas de 10" a 10® e incubacdo a 25°C por 5 dias. Os resultados
foram expressos em unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC.mL™).

Para etapa de inoculacdo as placas foram divididas em seis setores diferentes,
marcando seu fundo com caneta videografica, para que cada setor recebesse uma das
diluicdes previamente preparadas. Para a inoculagdao das placas, os tubos contendo as
amostras diluidas foram agitados para homogeneizag¢dao. Em seguida, foram depositados
trés gotas de 0,02 mL de cada diluicdo em um dos setores da placa. As placas foram
mantidas em uma superficie plana até que a amostra fosse absorvida pelo meio de
cultura, o que requer aproximadamente 30 minutos. Passado esse periodo as placas
foram invertidas e incubadas até o dia da contagem.

Por fim, foi feita a contagem do ndmero de UFC mL™ em cada placa. Para isso, conta-
se o numero de unidades formadoras de col6nia (UFC) por setor, e divide-se esse valor
pela diluicdo, chegando a Equacdo 3.10, onde D é o valor da diluicdo utilizada nos
calculos.

UFC _ UFC
mL  setor

(0,2 10P)1 (3.10)

Por fim, para chegarmos em um valor final, calculamos a média entre todas as
diluicdes.

3.9 Analises estatisticas

Todos os experimentos de ultrassom, campo elétrico moderado e tratamento
térmico foram realizados em duplicata e as analises foram realizados em triplicada. Para
avaliacdo dos resultados, utilizou-se o software Statistica® versdo 13.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa, Estados Unidos) para a realizacdo dos Testes ANOVA e de Tukey com nivel de
significancia de 95%.
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4 Resultados

Neste capitulo serdo apresentados os resultados dos experimentos de pasteurizagdo
do suco de framboesa para os tratamentos realizados (tratamento térmico convencional,
assistido por ultrassom e por campo elétrico moderado). A discussdo dos resultados esta
dividida na avaliagdo de compostos bioativos (compostos fendlicos, antocianinas
monoméricas totais e cor polimérica), avaliagdo de possiveis mudancas de cor, andlises
fisico-quimicas e avaliagao microbioldgica.

4.1 Compostos fendlicos

A Tabela 4.1 apresenta os resultados das médias dos compostos bioativos para os trés
tipos de tratamentos realizados. Esses resultados serdo discutidos separadamente, para
cada grupo de compostos bioativos, conforme segue.

Tabela 4.1: Média dos resultados dos compostos Bioativos nos trés tipos de
pasteurizacdes realizadas.*

Tecnologia Tratamento Compostos fendlicos Antocianinas Cor polimérica
(ng/mL)) (mg/L) (%)
423 W cm™ 1757,65 +216,94° 115,72 +5,43° 51,13 +5,5°
508 W cm™ 1522,93 +34,85° 80,73 + 10,98" 52,7+5°
Ultrassom  Controle 25°C 1420,04 + 63° 104,78 +6,73° 55,41 + 4,08°
Controle 1581,45 + 298,55° 130+8,86° 43,12 +1,40°
35°C
Campo 2142,29 +335,55° 145 +12,00° 47,25+11,1°
elétrico Controle 30 °C 1900,79 + 278,87 ° 139,68 + 13,10° 45,68 +2,73°
Moderado 25V 2128,32 +51,33° 134,92 +2,82° 47,98 +3,95°
50V
Tratamento 1564,68 + 113,65° 118,84 +7,71° 50,20 +4,02°
térmico Térmico
90°C
In natura 1458,58 + 119,81° 119,81 + 13,24° 56,42 + 3,87°

*|etras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

A analise da tabela mostra que nao existiu diferenca significativa nas concentrag¢des dos

compostos fendlicos entre as amostras avaliadas.

Esse resultado indica que os

tratamentos de pasteurizacdo assistidos por ultrassom e campo elétrico moderado, bem
como o tratamento térmico ndo exerceram influéncia na concentracdo de compostos de
fendlicos no suco de framboesa em relacdo ao suco in natura. Esse resultado é
interessante visto que é desejavel que a quantidade desses compostos seja mantida no
suco apos a etapa de pasteurizacao.

Dias (2014) avaliou o efeito do ultrassom no suco de graviola com poténcias entre 75-
373WcemZe tempos entre 2 e 10 min. O autor verificou uma boa capacidade de retencao
destes compostos (91,4%) utilizando uma intensidade de poténcia de 373 W.cm™. No
entanto, o melhor resultado obtido neste estudo foi utilizando uma poténcia de 75
Wem™ por 6 min; neste caso, a degradacdo dos compostos fendlicos foi de 4%.
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LE e LE (2012) realizaram experimentos com ultrassom a fim de melhorar a
disponibilidade de compostos fendlicos do suco de acerola, e obtiveram como resultado
um aumento de 12,5% na disponibilidade apds 15 W.cm™ por 6 min.

Esses resultados, assim como os obtidos por Fonteles et al. (2012) com suco de meldo,
indicam que as melhores condicdes de operagao do ultrassom s3o com poténcias
intermediarias e baixos tempos de tratamento; elevadas poténcias combinadas com um
elevado tempo de tratamento podem ocasionar a diminui¢dao da disponibilidade de
compostos fendlicos no meio, pois estimulam a formacao de radicais livres e esses afetam
os compostos bioativos, como os fendlicos (Wan et al., 2005).

O aumento de compostos fendlicos no meio apds o tratamento com o ultrassom,
observado por diferentes autores, pode estar ligado ao mecanismo de rompimento da
parede celular, ocasionada pela mudanc¢a de pressdao gerada pela implosao de bolhas
durante a cavitagao, liberando assim esses compostos no liquido (Carcel et al., 2012).

Estudos mostraram que o campo elétrico pode ser muito eficiente no processamento
de alimentos. Experimentos realizados por Binoti et al., (2012) tratando puré de abdbora
com campo elétrico pulsado de moderada intensidade (0,4 e 0,2 kV.cm™ com 30 pulsos)
mostraram que o aumento da disponibilidade dos compostos fendlicos disponiveis no
meio aumentaram em grandes quantidades dependendo da temperatura em que o meio
foi mantido. Entre os melhores resultados encontrados nesse estudo os compostos
fendlicos aumentaram sua concentracdo entre 111% e 300% em relacdo as amostras nao
tratadas. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Gueven e Knorr
(2011) que realizaram experimentos com soja aplicando um campo de 1,6 kV cm™ e
encontraram valores semelhantes, aumentando em até cinco vezes a disponibilidade
desses compostos.

Em relagdo ao tratamento térmico convencional foram encontrados estudos que
apresentaram grande diferenca entre resultados. Dutra et al. (2012) estudaram o
tratamento térmico do suco de tangerina morcote, e verificaram o aumento de até 15%
na concentracdo dos compostos fendlicos apds diferentes tratamentos realizados entre
90°C e 100°C em diferentes tempos. Tedfilo et al.(2011), em seus experimentos com suco
de uva e vinho tinto, obtiveram uma degradacdo de 8% dos compostos fendlicos com 10
min de tratamento a 100°C para o vinho tinto, e ndo foi observado nenhuma alteracao
desses compostos do suco de uva com o mesmo tratamento. Estudando a influéncia do
processamento do suco tropical de goiaba, Fernandes et al. (2006) verificaram a
degradacdao de compostos fendlicos apds todas as etapas de producdo do suco. Eles
verificaram que a etapa de pasteurizacdo (90°C por 60 s) foi responsavel por uma
degradagao de 8% dos compostos fendlicos.

Assim, é possivel notar que a tecnologia do CEM costuma ser mais eficiente que as
outras duas, ja que consegue deixar uma maior quantidade de compostos fendlicos
disponiveis no meio; nesse trabalho, tal fato ndo foi observado, uma vez que todas as
tecnologias obtiveram resultados iguais, ndo alterando a quantidade de compostos em
relacdo ao suco in natura.
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4.2 Antocianinas totais monomeéricas e Cor polimérica

Os resultados obtidos para o conteudo de antocianinas monoméricas totais,
mostrados na tabela 4.1, mostraram que o tratamento de pasteurizagdo via ultrassom
em poténcias maiores (508 W cm'z) resultou em uma menor concentracao de
antocianinas no suco de framboesa. Os demais tratamentos ndo apresentaram
diferenca significativa entre si, bem como, apresentaram valores de concentracdo de
antocianinas que ndo diferiram do suco in natura.

Possivelmente, a aplicacdo do ultrassom em poténcias elevada ocasionou a
degradacdo de parte das antocianinas devido ao fendmeno da cavitacdo. Conforme
descrito anteriormente, o fendbmeno de cavitacdo promove a formacado de zonas de alta
energia devido a formacdo e colapso das bolhas de cavitacdo. Esse processo pode
acarretar a formacdo e acimulo de radicais livres (OH" e H'), desencadeando diversas
reacOes envolvendo produtos de degradacdo que podem reagir com compostos
antioxidantes, como as antocianinas (Pingret et al., 2013).

Os resultados obtidos para a cor polimérica, mostrados na tabela 4.1, nao
apresentaram diferenca significativa entre as tecnologias estudas. Também ndo houve
diferenca significativa entre essas tecnologias e o suco in natura. Diante dos resultados
obtidos, observa-se que ndo houve a forma¢dao de compostos poliméricos, resultantes
da degradacao de antocianinas, nos diferentes tratamentos de pasteurizacado realizados,
que poderiam alterar a coloragdo do suco de framboesa. Esse é um resultado
satisfatorio, ja que a cor de um alimento é um atributo essencial para a aceitabilidade do
mesmo.

Diferentes estudos vém sendo realizados para investigar a influéncia dessas
tecnologias na concentracdo de antocianinas em alimentos. Dubrovi¢ et al. (2011)
investigaram a influéncia do ultrassom de baixa intensidade no conteiddo de
antocianinas do suco de morango. Foram realizados diversos experimentos a 20Hz e
com diferentes tempos (entre 3 e 6 min) e poténcias (entre 6 e 16 W cm™). Os autores
compararam os resultados com o suco in natura e com o suco tratado termicamente a
85°C por 2 min. Como conclusdo, notou-se que a disponibilidade das antocianinas em
todas as amostras tratadas com ultrassom foi intermedidria entre o suco in natura e o
suco tratado termicamente, ou seja, o ultrassom causou degradag¢ao, mas em uma
menor quantidade que o tratamento térmico. Ja Tiwari et al. (2009a), em seus estudos
com suco de amora, relataram retencdo maior que 94% de antocianinas em condi¢des
maximas de tratamento com US (durante 10 minutos).

Diversos autores estudaram o efeito do tratamento térmico sobre a concentracdo de
antocianinas. Experimentos com suco de acerola mostraram uma degradacdo de 19%
guando o suco foi submetido a 90°C por 10 min Maia et al. ( 2007). Ja Mikkelsen e Poll
(2002) estudaram a decomposicdo e a transformacdo de antocianinas durante a
pasteurizacdo do suco de groselha preta e verificaram uma perda entre 25 e 30% desses
compostos. Vilar et al. (2012) analisaram a concentracdo de antocianinas no suco de
amora preta apds tratamentos com temperaturas que variaram de 65°C a 85 °C e
tempos que variaram de 10 a 30 s. Os autores obtiveram uma diversidade nos
resultados, desde 18,6% degradagdo de antocianinas para tratamentos a 85°C por 30s,
até liberacdo e antocianinas ao meio com tratamentos a 65°C por 30s.
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Poucos sdo os relatos na literatura de estudos que tenham investigado o conteudo de
antocianinas apods a aplicacdo de CEM. Ldpez et al. (2008) observou um incremento no
conteudo de antocianinas monoméricas quando suco de uva foi submetido ao campo
elétrico pulsado, tecnologia que também utiliza a passagem de corrente elétrica através
da amostra, mas com intensidades superiores ao CEM e na forma de pulsos.

Esse resultado estd de acordo com os resultados do presente trabalho, visto que a
tecnologia de CEM ndo atuou na degradagao desses compostos. Os resultados para o US
também estdo de acordo com os encontrados na literatura, onde foi verificado que essa
tecnologia, utilizada em poténcias elevadas, causa certa degradacao de antocianinas.
Apesar disso, nota-se que o tratamento térmico convencional ndo degradou as
antocianinas, o que é diferente da maioria dos resultados observados.

4.3 Analise de cor

A Tabela 4.2 apresenta os resultados da andlise de cor para todos os tratamentos
realizados.

Tabela 4.2: Analise calorimétrica para todos experimentos

Tecnologia Tratamento L* a* Croma °Hue
75% 32,14 + 0,009° 12,10 +0,016° 12,29 +0,02° 1,53 +0,000°
90% 32,88 + 0,009° 14,24 +0,012° 14,52 +0,01° 1,54 +0,000°
Ultrassom Controle 32,67 +0,012° 10,62 +0,018° 10,86 +0,02° 1,54 +0,000°
U.S 75% 32,71 +0,007° 10,16 +0,007° 10,37 +0,01° 1,54 +0,000°
Controle
U.S 90% 31,07 + 0,144° 14,13 +0,118° 14,13+ 0,118 1,542 + 0,003 °
Campo elétrico 30,50 + 0,189° 13,55 +0,144° 13,55 +0,144° 1,537 +0,003°
Moderado Controle 29,71 +0,156° 12,51 +0,092° 12,51 +0,092° 1,531 +0,004°
25V
Tratamento 50V 32,01+0,671° 12,612 +0,952° 12,871 +0,95° 12,871 +0,95°
Térmico
Tratamento
In natura Térmico 31,73 £0,43° 12,472 +0,135° 1,53 +0,00°

12,472 +0,135
a

Letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Conforme mostrado na tabela, ndo houve alteracdes nos parametros de cor para as
amostras dos diferentes tratamentos realizados. Também ndo houve diferenca entre as
amostras do suco in natura e apds o uso das tecnologias. Esses resultados sdo
importantes, pois ndo é interessante que essa etapa do processamento do suco altere as
caracteristicas sensoriais.

Diferentes autores realizaram a anadlise da influéncia do ultrassom na cor de diversos
tipos de sucos. Tiwari et al. (2009b) verificaram a alteracdo no parametro L* da cor do
suco de laranja submetido ao tratamento com ultrassom, eles utilizaram uma
frequéncia de 20 Hz, com temperaturas variando de 10 a 30°C, amplitudes de 40 a 100%
e tempos de tratamento de 2 a 10 min. Eles explicaram esse fato devido ao fen6meno da
cavitacdo, que proporciona diversas reacdes quimicas, fisicas e biolégicas ao suco. Esse
mesmo autor verificou a diminuicdo do parametro L* do suco de amora, quando tratada
com ultrassom em altas frequéncias.
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Adekunte et al. (2010) também reportaram mudangas na cor de suco de tomate
apos tratamento ultrassonico com frequéncias de 20 kHz e duracdo entre 2 e 10 min. A
sonicagdo resultou em decréscimo nos valores dos parametros L*e a* indicando o
escurecimento do suco resultante da degradacdo de carotenoides. Costa et al., (2011),
realizando estudos com suco de abacaxi e utilizando altas poténcias (376 W cm™ por 10
min), relataram altera¢des na cor do suco, atribuindo essas alteragées ao rompimento
celular que libera o conteudo intracelular podendo desencadear alteragdes na cor do
produto,

Aguilo-Aguaio et al. (2010) relataram o aumento do parametro a* do suco de
melancia apds tratamento com campo elétrico pulsado (35 kV/cm com pulsos de 4 ps a
188 Hz). Os autores relacionaram esse efeito a maior extragdo de carotenos que é
facilitada pelo campo elétrico.

O tratamento térmico convencional também ndo influenciou nos parametros
relacionados a cor do suco. Resultado semelhante foi observado por Della Torre et al.
(2003) com suco de laranja com temperaturas em torno de 80°C e tempos de 1 min.
Nenhuma diferenca significativa foi encontrada pelo autor nos parametros referentes a
cor antes e depois do tratamento. Correa Neto e Faria (1999), estudando o efeito do
tratamento térmico com dois bindmios diferentes, 72°C/16s e 91°C/405, no suco de
laranja, ndo encontraram variagdo em nenhum dos parametros referentes a cor apds o
tratamento do suco.

Assim, nota-se que os resultados encontrados no presente trabalho estdo de acordo
com a maioria dos resultados encontrados na literatura, que mostram que os trés
métodos de pasteurizacdo estudados, US, CEM e térmico ndo sdo capazes de alterar essa
caracteristica do suco.
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4.4 Andlises fisico-quimicas

Foram realizadas analises de acidez titulométrica e pH para todas as amostras pos
tratamentos e suas respectivas amostras de sucos in natura e os resultados estdo
mostrados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Analises fisico-quimicas para todos os tratamentos realizados.

Tecnologia Tratamento Acidez titulométrica pH
(g/100g)

75% 1,615 + 0,166° 3,11 +0,13°

Ultrassom 90% 1,545 + 0,109° 3,10+0,13°

Controle U.S 75% 1,547 + 0,086° 3,10+0,11°

Controle U.S 90% 1,611 +0,061° 3,09 +0,09°
Campo Controle 1,684 + 0,083° 2,897 +0,087°
elétrico 25V 1,677 +0,051° 2,900+ 0,087°
Moderado 50V 1,682 +0,0,54° 2,920 +0,087°
Tratamento Tratamento 2,041 +0,010° 3,053 +0,007°

Térmico Térmico

In natura = - 2,041 +0,010° 3,053 +0,007°

Letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

A anadlise desta tabela indica que nao ocorreu diferenca significativa entre os tipos de
tratamento na andlise de acidez titulométrica e pH (p > 0,05). Também ndo foram
observadas diferencas entre as amostras tratadas e a in natura. Esse resultado é
satisfatorio, pois essas alteragdes ndao sao desejadas no suco apds a pasteurizagao.

Resultados similares foram reportados por diversos autores. Tiwari et al. (2009b)
também nao verificaram alteracdao do pH do suco de laranja submetido a tecnologia de
ultrassom em condic¢des ja citadas . Igualmente para Zafra-Rojas (2013), que efetuou o
tratamento do suco de pera com ultrassom (20Hz, 40 a 80% de poténcia e tempos de 3 a
25 min) e ndo verificou variacdo no pH e na acidez titulométrica.

Em experimentos com sucos citricos tratados pela tecnologia de campo elétrico
moderado (28 V cm™), Cserhalmi et al. (2006) também n3o encontraram diferencas na
acidez dos sucos antes e pds tratamento.. Binoti (2012), utilizando campo elétrico
moderado (0,4 e 0,2 kV cm-1 com 30 pulsos), ndo encontrou diferencas significativas em
seus resultados com polpa de abdbora. Rivas et al. (2006) também estudaram a
diferenca do tratamento com campo elétrico (25 kV/cm por 280 ms; e 25 kV/cm por 330
ms) e térmico (98°C por 21s) de sucos mistos de cenoura e laranja e também nao
verificaram diferenca significativa nos valores de pHs e acidez antes e depois dos
tratamentos.

Teixeira (2008) estudou a diferenca do tratamento do suco de cenoura por campo
elétrico (35 kV com pulsos bipolares de 6 us) e pela pasteurizagdo térmica (90°C/30 s e
90°C/60 s). Em seus resultados o pH e a acidez do suco ndo sofrearam alteracGes por
nenhuma das tecnologias.
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Nas condicdes utilizadas nesse trabalho para as trés tecnologias, os resultados estao
de acordo com os resultados observados na literatura, uma vez que nao alteraram as
caracteristicas fisico-quimicas do suco de framboesa.

4.5 Andlises microbioldgicas

As analises microbioldgicas forneceram valores médios iniciais para o suco in natura
de 2,225 + 0,68. 10° UFC mI* para micro-organismos mesdfilos aerdbios e de 7,25 + 2,8 .
10* UFC ml* para bolores e leveduras. Para as amostras tratadas, todos os valores
ficaram abaixo de 10° UFC mL™, seja para mesdfilos aerdbios ou bolores e leveduras.
Sendo assim, nao foi possivel comparar a eficiéncia dos diferentes tratamentos realizados
no suco. Por outro lado, verificou-se que todos os tratamentos foram capazes de reduzir
em, pelo menos, 2 log o numero de micro-organismos presentes no suco, indicando que,
possivelmente, os tratamentos tenham contribuido para a inativacdo dos micro-
organismos avaliados.

Outros autores ja realizaram estudos microbioldgicos em sucos de frutas
pasteurizados. Estudando o efeito da pasteurizacdo térmica no suco de maracuji, Amaro
et al. (2002) verificaram uma diminuicdo de 90% no numero de micro-organismos
mesofilos aerdbios apds tratamentos térmicos a 82°C, e uma diminuicdo de 98% no
numero de bolores e leveduras com o mesmo tratamento. Yuyama et al. (2012) avaliaram
as caracteristicas microbioldgicas do suco de cubiu pasteurizado a 65°C por 30 min. Como
resultados eles obtiveram uma grande diminuicdo no numero de bolores e leveduras,
partindo de 4 . 10° UFC ml'lpara menos de 10 UFC ml™.

Utilizando campo elétrico moderado na inativagcao da Escherichia coli, Machado et al.
(2009) utilizaram tensdes desde 50 V cm™ até 280 Vem™ e chegaram a reducgdes de 25
UFC ml™ para o 50 V cm? para o primeiro e de quase 10% UFC ml'lpara o segundo. A
diferenca encontrada para a tensao de 50 V em™? em relacdo a esse trabalho
provavelmente se deve a diferente resisténcia dos micro-organismos estudados em
ambos os trabalhos, sendo a Escherichia coli mais resisténte do que os bolores e
leveduras e do que os meséfilos aerdbios.

Schuina (2014) estudou a pasteurizacdo do suco de laranja com ultrassom em
conjunto com a temperatura. Ele realizou experimentos com frequéncias de 40 kHz e
temperaturas de 20 a 60°C e comparou os resultados com o suco in natura e com um
tratamento térmico convencional a 90°C por 30 s. Quando utilizada a temperatura de
25°C o autor ndo encontrou diferencas significativas em relagdo ao suco in natura. Ja para
30°C ocorreu uma diminuicdo tanto no numero de meséfilos aerébios quanto no de
leveduras e bolores. O primeiro diminui de 1,9 x 10° para 3,2 x 10° UFC mI™ enquanto que
os segundos diminuiram de 2,9 x 10° para 8,4 x 10> UFC mI™. J4 para temperaturas de 50 e
60°C, com a mesma frequéncia de ultrassom, os resultados foram muito parecidos com o
tratamento térmico, reduzindo praticamente 10° UFC ml?, eliminando praticamente
todos os micro-organismos.

Zafra-Rojas et al. (2013) utilizaram ultrassom a 20 kHz e 1000 W cm™ para inativacdo
bacteriana total no suco de pera e encontraram reducdo total 102 UFC ml™. Ja Valero et
al. (2007), utilizando uma potencia de 200 W cm™, n3o observaram nenhuma redug3o no
numero de bolores e leveduras para nenhuma condicdo estudas por eles. No presente
trabalho, verificou-se que os resultados obtidos estdo de acordo com os observados em
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outras pesquisas, uma vez que se observou redugao na concentragdo de micro-
organismos.

5 Conclusodes e Trabalhos Futuros

O presente trabalho buscou avaliar as tecnologias de ultrassom, campo elétrico
moderado e tratamento térmico convencional na pasteurizagao do suco de framboesa. As
caracteristicas do suco analisadas foram o conteddo de compostos fendlicos,
antocianinas, cor, pH, acidez titulométrica e quantificagao de micro-organismos.

Em relagdo aos resultados obtidos, foi verificada diferenca significativa na concentracgao
de antocianinas nas amostras tratadas com a tecnologia de ultrassom quando foi utilizada
uma poténcia mais alta (508 W cm?). Esse resultado pode indicar que parte das
antocianinas disponiveis no suco foram degradadas, possivelmente pela formacdo de
radicais livres que reagiram com esses compostos. Os resultados das andlises de cor
polimérica demostraram que ndo houve formagao de compostos poliméricos com cor,
resultantes da degradacgao de antocianinas, para nenhum dos tratamentos realizados.

Nos aspectos fisico-quimicos ndo foram notadas diferencas, uma vez que o0s
parametros L* a* croma e "Hue ndo foram alterados apds nenhum dos experimentos
realizados. O mesmo ocorreu para as analises de pH e acidez titulométrica, visto que
esses valores se mantiveram praticamente constante antes e depois de cada
experimento.

Nas andlises microbiolégicas foi possivel verificar que todos os tratamentos realizados
diminuiram o numero de micro-organismos no suco. No entanto, ndo foi possivel verificar
a diferenca entre os tratamentos, pois a contagem inicial de micro-organismos foi baixa,
nao podendo ser determinada corretamente pelo método utilizado.

Com base nos resultados, observa-se que a pasteurizacdo do suco de framboesa
assistida pelas tecnologias de US e CEM pode servir como uma alternativa ao tratamento
térmico, ja que, em tempos e intensidades de poténcia e campo elétrico adequados,
essas tecnologias contribuiram para a manutencdo do conteudo de compostos bioativos,
parametros de cor e fisico-quimicos.

Contudo, outros estudos devem ser realizados para elucidar os reais efeitos das
tecnologias de US e CEM na inativacdo de micro-organismos. Para tanto, sugere-se
realizar novos experimentos em amostram que contenham uma quantidade inicial maior
de micro-organismos para que se possa verificar a diferenca entre os tipos de
tratamentos realizados.

Além disso, deve-se levar em consideragao que, a partir das andlises realizadas, nao
foram observadas diferencas na pasteurizacdo assistida pelas tecnologias emergentes e
na pasteurizacdo convencional. Contudo, sugere-se realizar estudos sensoriais com o
objetivo de verificar uma possivel diferenca de sabor, textura e aceitacdo entre os
tratamentos. Ainda, é importante ressaltar que, na escolha do tratamento de
pasteurizacdo, devem-se levar em conta os aspectos econémicos de cada tratamento,
assunto nao abordado neste trabalho.
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Anexos

Logo abaixo apresentamos a curva analitica com d4cido gdlico (marca
Sigma) para realizagdao do método de Folin-Ciocalteu com leitura de
absorbancia apés uma hora de repouso da amostra.
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Figura 7.1: Curva analitica com acido galico

A equacgdo que correspondente da reta é y = 0,012 x + 0,0555 com R2 = 0,9974.



