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RESUMO

Preservar os alimentos sempre foi uma necessidade do ser humano. Dessa necessidade,
surgiram diversos métodos que prolongam a vida util dos alimentos, dentre eles, destacam-
se os que utilizam o calor para reduzir a carga microbiana e inativar enzimas. Esses
processos, como a esterilizagdio e a pasteurizagio, podem ocasionar danos ao conteudo
nutricional e ao sabor do produto, uma vez gque o emprego de calor para inativar
microrganismos € enzimas também degrada vitaminas e cataliza reagbes quimicas no
alimento que levam a formagéo de compostos que conferem sabores estranhos ao produto.
Nos tltimos anos, tem-se evidenciado a preferéncia do consumidor por produtos que ndo
sofram muitos processos € que se assemelhem ao produto natural, mantendo suas
caracteristicas nutricionais e de sabor. Essa nova necessidade levou a uma busca por
processos que apresentem eficiéncia equivalente a dos processos térmicos, mas que
garantam os ansetos do consumidor; come exemplo desses processos estdo o uso de alta
pressdo, microondas, pulsos elétricos e irradiagdo, entre outros. Suco de laranja € um
produto que ilustra bem essa tendéncia, pois os processos térmicos utilizados em sua
conservacdo causam nitidas diferencas sensoriais no produto final, além de diminuir o
contetdo nutricional. O consumo de suco de larama, assim como de outros sucos de frutas,
vem crescendo muito nos ultimos anos no Brasil, restando ainda um amplo mercado
interno, além de possuir grande importancia econdmica nas exportagdes na forma
congelada. Dessa forma, o suco de laranja torna-se um candidato ao emprego dessas novas
tecnologias. O processo de Homogeneizacio a Ultra Alta Pressdo € um dos processos
chamados “ndo-térmicos” e opera de modo continuo, o que favorece a aplicacdo em
alimentos liquidos, como o suco de laramja. O processo consiste em bombear o produto,
com o uso de dois intensificadores de pressdo sincromzados, através de uma valvula de
hémogeneizac;éo na pressdo desejada (até 320 MPa), a qual € subitamente reduzida apos a
passagem pela valvula. O objetivo deste trabalho foir avaliar a eficiéncia desse processo
para o suco de laranja como uma alternativa aos processos de pasteurizagdo existentes
atualmente Para i1sso foram avaliadas: as inativagdes dos microrgamsmos Lactobacillus
plantarum e Saccharomyces cerevisiae, a inativagdo da enzima PectinaMetilEsterase; a
influéncia do pH e da pressdo em pardmetros de qualidade do suco de laranja (inativacdo da

PectinaMetilEsterase, destruigdo de Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisiae,
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retengao de Acido Ascorbico e manuten¢do da cor no suco de laranja); e ac final, foi
avalada a vida de prateleira do produto processado sob pressio por 45 dias, sendo
analisados: Contagem de Bolores e Leveduras, Contagem Total, Atividade de
PectinaMetilEsterase, quantidade de Acido Ascorbico, Acidez, Brix, pH, Cor, Turbidez, ¢
Aceitacdo Sensorial. Os resultados do estudo das taxas de inativa¢des dos microrganismos
indicaram que pressdes a partir de 250 MPa foram suficientes para destruir completamente
cargas iniciais de 1,2 x 10’ UFC/mL de Lactobacillus plantarum e 2,9 x 10° UFC/mL de
Saccharomyces cerevisiae em suco de laranja. J4 os estudos da inativagio da
PectinaMetilEsterase mostraram sua dependéncia do pH e da pressdo do processo. O
processamento a pH 4,1 e a 300 MPa foi capaz de inativar 67,6% da atividade inicial da
referida enzima. O estudo da mfluéncia do pH e da pressdo de processo mostrou que as
inativagbes microblana € enzimatica aumentaram com o aumento da pressdo e a redugao do
pH, enquanto que a retengdo do Acido Ascorbico diminuiu com o aumento do pH e da
pressdo; a diferenca total de cor teve seu maximo nos menores valores da pressdo € do pH.
Na avaliagdo da vida de prateleira do produto, as amostras (processado sob pressdo,
termicamente pasteurizado e congelado) foram analisadas até 45 dias de armazenamento,
sendo que as analises de pH, Brix, Acidez, Cor e as Contagens Microbilologicas
apresentaram pouca variagdo durante o periodo de analise. Os resultados de Atividade de
PectinaMetilEsterase e de Turbidez também foram relativamente constantes mas
diferenciaram-se pelas diferencas entre as amostras, onde a amostra processada
termicamente obteve melhores resultados. A quantidade de Acido Ascérbico apresentou
alteragdes durante o armazenamento nas duas amostras processadas, sendo que a amostra
processada sob pressdo iniciou uma reducgdo antes da amostra processada termicamente,
mas ao final do periodo possuia uma maior quantidade. Sensorialmente, a amostra
congelada se diferenciou das outras claramente durante todo o periodo de analise, nio
existindo muitas diferencas entre as outras amostras na maioria dos casos. Com 45 dias de

armazenagem, as trés amostras apresentaram diferencas significativas somente com relagéo

a0 aroma.
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ABSTRACT

Preservation of food has always been a human concern. Several non-thermal processes
(High Pressure, Electric Pulse,) have been studied to minimize nutritional and sensory
damage that are likely to occur during the traditional thermal processes, aiming at
preserving the fresh characteristics of the natural juice. The thermal processes, such as
sterilization and pasteurization, can cause damage to the nutritional content and to the
flavor of the product. In recent years, the occurrence of quality defects (sensory and
nutritional damage) in foodstuffs submitted to the traditional heat preservation processes,
and the desire of the consumer for healthy products (minimally processed), suggest the
study of new alternatives to avoid these losses and preserve the natural characteristics.
Orange juice is a critical product within this concept due to the nutritional and sensory
damage that occurs when it 1s submitted to traditional thermal pasteurization. Orange juice,
as well as other fruit juices, is a product whose consumption in Brazil has increased
significantly over the last few years, being of great economic importance. The orange juice
is thus a suitable candidate for the use of these new technologies, and Ultra High Pressure
Homogenization has been shown to be an alternative to the traditional thermal
pasteurization of pumpable foods. The process consists of pumping the product, with the
use of two synchronized overlapped intensifiers, through a homogenizer valve at the
adjusted pressure (up to 320 MPa), which is suddenly reduced after the passage through the
valve. The objective of this work was to evaluate the efficiency of the Ultra High Pressure
Homogenization process in orange juice as an alternative to the traditional thermal
pasteurization process. To reach this objective, the study was carried out in three stages: a
study of the nactivation rates of Laciobacillus plantarum and Saccharomyces cerevisiae,
and of the enzyme PectinMethylEsterase; a study of the influence of processing pressures
and pH on the quality parameters of orange juice (PectinMethylEsterase Inactivation,
destruction of Lactobacillus planiarum and Saccharomyces cerevisiae, Ascorbic Acid
retention and color maintenance); and The study of the stability of pasteurized orange juice
by high pressure homogenization during 45 days, where the samples were evaluated weekly
for: Mold and Yeast plate count, Total plate count, PectinMethylEsterase Activity, residual
Ascorbic Acid, Acidity, Brix, pH, Color, Cloud Stability, and sensory evaluation. The shelf

life of the product was evaluated up to 45 days of storage comparing the samples (pressure
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processed, heat pasteurized and frozen). Brix, pH analyses, Acidity, Color and the
Microbial Counts presented little variation during the analysis period. The results for
PectinMethylEsterase Activity and of Cloud Stability were also relatively constant but they
differed among the samples, where the thermical processed sample obtained better results.
The amount of vitamin C presented alterations during storage in the two processed samples,
the sample processed under pressure showing an earlier reduction than the heat processed
sample, but at the end of the period the former showed a higher amount. Concerning the
sensory evaluation, the frozen sample showed a better acceptance during the entire period.
At the end of the period (45 days) the three samples only presented significant differences

with respect to the aroma.
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INTRODUCAO

Atualmente, a preferéncia do consumidor de sucos de frutas € por produtos livres de
aditivos, com sabor e aroma o mais proximo possivel dos sucos frescos recém extraidos, e

com integridade do conteudo nutricional.

Os processos atuais que visam o aumento da vida de prateleira de sucos de frutas
integrais ndo sio capazes de fornecer um produto com as qualidades almejadas pelo

consumidor moderno.

O suco de laranja €, atualmente, o principal produto da industria de sucos de frutas,
sendo sua industrializagdo e comércio de grande importancia para o desenvolvimento do
pais. O consumo de sucos de frutas pronto para beber em embalagens cartonadas sob

refrigeracdo chegou a 55.712.000 L em 2001

Os processos de pasteurizagdo térmica existentes para o suco de laranja causam
alguns defeitos de qualidade no produto final, como o escurecimento ndo enzimatico,
degradacio de carotenoides e do sabor fresco (usualmente chamado de “sabor a cozido”)
reducdo do conteado vitaminico (degradac@o da vitamina C). Tal fato sugere o estudo de

novos processos capazes de preservar essas caracteristicas.

Devido a necessidade da obtencio de produtos com as qualidades almejadas pelo
consumidor, surgiram os processos chamados de “ndo-térmicos” que objetivam evitar
danos térmicos ao produto. Como exemplo de tecnologias tem-se: Pulso elétrico, Micro-

ondas e Alta Pressio.

Para este estudo foi escolhido o processo de Homogeneizagio a Ultra Alta Pressio,
uma vez que esta ¢ uma tecnologia emergente e promissora, € aplicavel em sistemas
continuos; e o suco de laranja, pois este se torna candidato natural a processos nio térmicos

que previnam os danos ocasionados normalmente na pasteurizagdo térmica tradicional

Na Revisio Bibliografica tém-se os esclarecimentos sobre a diferenciagdo dos
processos a Alta Pressdo, hidrostatico e de homogeneizagdo, seus principios de

funcionamento e de agdo sobre microrganismos e enzimas, ¢ dados da literatura sobre a
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aplicabilidade desta tecnologia e da resisténcia dos microrganismos e enzimas aos

diferentes metodos de aplicacdo de alta pressio.

Esta dissertagdo de mestrado foi escrita na forma de artigos, num total de quatro,
cada um em um capitulo. Para isto, foram seguidas as normas de publicagio (vigentes em
janeiro de 2003) da revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, publicada pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — SBCTA. Tais normas sio idénticas as

do Journal of Food Science, publicado pelo Institute of Food Technologists — 1.F.T.

Os capitulos numero um e dois desta dissertacdo contém- um estudo sobre a
nativacio de Lactobacillus planiarum, Sacharomyces cerevisiae ¢ PectinaMetilEsterase,

dois microrganismos e uma enzima relevantes no processamento de suco de laranja.

Apos a realizagio dos estudos apresentados nos capitulos um e dois, avaliou-se o
estudo dos efeitos da variagdo simultidnea do nivel de pressdo do processo e do pH do
produto na destruig8o dos microrganismos estudados e na inativagdo da enzima. Este
estudo foi realizado com o uso da metodologia de Planejamento Experimental Fatorial e

esta contida no capitulo trés desta dissertagdo.

Finalmente, considerando os resultados apresentados no capitulo trés, pdde-se
determinar uma condigdo de processo adequada para o processamento do suco de laranja
natural. Dessa forma, foi reaIizaéo 0 processamento nestas condi¢cdes, ¢ acompanhada a
vida de prateleira do produto, comparando-o com o produto pasteurizado termicamente e

com o produto ndo processado congelado. Este estudo € apresentado no capitulo quatro.

Lk



OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o Processo de Homogeneizagio a

Ultra Alta Pressdo de suco de laranja.

Dessa forma foram defimdos objetivos secundarios, de modo a viabilizar o objetivo

principal:

e Estudo da inativacio de Lactobacillus plantarum e Sacharomyces cerevisiae

submetidos a diferentes pressdes de processamento;

e Estudo da inativagdo da PectinaMetilEsterase submetida a diferentes pressdes de

processamento

e Estudo da influéncia da Pressdo e do pH em pardmetros de qualidade (cor, retengdo
do Acido Ascorbico, 1nativacio de PectinaMetilEsterase), através de um

planejamento fatorial, do suco de laranja processado a ultra alta pressio.

e Estudo da vida de prateleira do suco de laranja processado a alta pressio.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

O processamento a Alta Pressio

Uma das tecnologias mais inovadoras para processar produtos termosensiveis € o
tratamento a alta pressdo que utiliza pressdes de 100 a 1000 MPa para provocar a
destruigdo microbiologica e para retardar significativamente as taxas de reacgdes

enzimaticas (Basak, 1996).

O tratamento a Alta Pressdo fol reconhecido como uma técnica potencial de
preservagdo ha aproximadamente um século atras desde os trabalhos de Hite em 1889
(Smelt, 1998). A alta pressdo foi aplicada por muitos anos na producdo de cerdmicas,
materiais compostos, diamante artificial e pléasticos. Esses desenvolvimentos tecnologicos
aumentaram as possibilidades de aplicagdo comercial na area alimenticia. Uma grande
variedade de produtos tratados por pressdo fol elaborada no mercado japonés por varios
anos, incluindo preparados de frutas, bolinhos de arroz e lula crua. Na Franga, sucos de
frutas tratados por pressao estdo disponivels no mercado. Recentemente, “guacamole”
(pasta de abacate) tratada por pressdo foi langada com sucesso no mercado americano. O
tratamento a Altas Pressdes causa a inativacio de microrganismos e enzimas enquanto
deixa intactas moléculas pequenas, como a maioria das vitaminas ¢ 0s compostos volateis,
que conferem sabor aos alimentos (Smelt, 1998). Com 1sto, a tecnologia de alta pressio tem
a vantagem de causar a degradagdo minima do sabor e de nutrientes quando comparada a

pasteurizagio térmica tradicional.

Por serem produtos cujas caracteristicas de sabor e frescor sd0 degradadas quando
submetidos a tratamento térmico, os sucos de frutas tornam-se produtos cuja conservagio
através do tratamento a alta pressdo possa ser de grande vantagem. O produto tratado
através de Alta Pressdo tende a apresentar caracteristicas nutritivas, funcionais e sensoriais

mais proximas as do produto natural, quando comparado ao produto tratado termicamente.
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O tratamento a alta pressdo ainda € de alto custo, principalmente devido ao
alto capital inicial, 0 que ainda limita a sua aplica¢do a produtos de alto valor agregado.
Entretanto, pode-se esperar que estes custos venham a se tornar mais acessiveis, como uma
consequéncia do desenvolvimento tecnologico. Com isto, mais produtos submetidos a este
tipo de tratamento poderdo chegar ao mercado, como € o caso do leite pasteurizado por alta

pressdo, disponivel no mercado inglés (Smelt, 1998).

Na pasteurizagio por alta pressio o produto ¢ submetido a uma pressio muito alta
durante poucos segundos. Este processo leva a destrui¢Bo de bactérias, leveduras e fungos,

e a uma parcial desnaturac@o de enzimas.

O pH baixo de sucos de fruta faz-lhes bons candidatos para a preservac¢do pelo
tratamento por alta pressdo, uma vez que a germinacdo de esporos bacterianos resistentes a

pressdo é inibida, mesmo que ocorra a sobrevivéncia dos mesmos (Farr, 1990).

Atualmente, dois métodos de processamento de alimentos a Alta Pressdo tem sido
investigados: o método hidrostatico (U.AP. — Ultra Alta Pressio) e o metodo de

homogeneizacio (H. A P. - Homogeneizacio a Alta Pressdo).

Método Hidrostatico

O processamento UAP consiste em submeter o produto 2 alta pressdo dentro de um
vaso pressurizado, utilizando um meio que transfere a pressio ao produto (para alimentos

tem-se utilizado agua potavel como meio).
Este método baseia-se em dois principios gerais:

- principio de Le Chatelier: segundo o qual qualquer fendmeno (transi¢do de fase,
mudanga de conformacio molecular ou reagdo quimica) acompanhado por uma
reducdo de volume é favorecido pelo aumento de pressdo (e vice-versa). No caso de

uma reagio, a pressdo alterard o equilibrio na diregdo do sistema de menor volume

(Cheftel, 1995),

- principio 1sostatico: que indica que a pressdo ¢ transmitida de uma forma uniforme e

quase instantdnea através de uma amostra biologica. O processo de pressurizacio €,
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portanto, independente do volume e da forma da amostra, ao contrario do

processo térmico. No processo a alta pressdo € utilizado um liquido de baixa

compressibilidade como a agua (Cheftel, 1995).

A alta pressdo causa a ruptura da membrana celular de microrganismos e altera a

estrutura de enzimas, ocastonando sua destruig@o e desnaturagio, respectivamente.

Em geral, o processamento de alimentos sob pressdes entre 200 e 600 MPa (método
hidrostatico) inativa leveduras, fungos e a maioria das células vegetativas de bactérias
incluindo a maioria dos patogenos infecciosos presentes nos alimentos; esporos de bactérias

e fungos ndo sio nativados por pressdes de até 1000 MPa (Gould, 1996 e Smelt, 1998).

No processamento hidrostatico, o produto ¢ embalado em garrafa ou bolsa plastica e
colocado no interior do vaso de pressao para ser processado. O processamento de produtos
liquidos pode ser realizado através de um sistema semicontinuo (fora da embalagem)
utilizando trés vasos de pressdo e um sistema de valvulas automdticas de modo que na
primeira cdmara a pressao do produto € aumentada até a pressio de processo, quando €
liberado; na segunda cidmara o produto fica sob a pressdo e tempo especificados para o
processo, e na terceira cidmara o produto € descomprimido e encaminhado para envase

asséptico.

Método de Homogeneizacio

O processamentc HAP ¢ um processo em base continua que utiliza
fundamentalmente um homogeneizador de alta pressdo com o intuito de romper celulas,

principio largamente utilizado nas aplicagdes de biotecnologia.

O produto € bombeado por dois intensificadores de pressio, sendo for¢ado a fluir
através de uma valwula de homogeneizagdo. Isto produz uma velocidade muito elevada
através do orificio, € a expansdo resultante € a responsével pela ruptura de células de

microrganismos, causando minimas alteragdes nas células do alimento.

O termo “alta pressio” descreve a tensdo dada ao produto antes da etapa de

homogeneizagdo. O produto ent3o passa através de um orificio concéntrico onde a
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velocidade torna-se extremamente alta (podendo alcangar velocidades acima da
velocidade do som) e a pressdo extremamente baixa, causando a evaporagéo do fluido, e
comegando o fendmeno de cavitagdo (Popper and Knorr, 1990). A pressdo de trabalho é
atingida entre o intenstficador de pressio e a valvula primaria de homogeneizagio (apds a
qual ocorre a maior despressurizagdo). A pressdo é aplicada ao produto por um periodo de

tempo da ordem de alguns milisegundos.

Processamentos utilizando pressdes da ordem de 200 MPa podem atingir reducdes
de 5 ciclos logaritmicos em microrganismos relevantes ao processamento de alimentos,
segundo estudo de Romeo Toledo, professor de Ciéncia de Alimentos na Universidade da

Gedrgia (Mermelstein, 1999).

Efeito do processamento a Alta Pressio sobre Microrganismos

O efeito do processamento a Alta Pressdo sobre microrganismos € influenciado por

alguns fatores, a exemplo do que ocorre com relagdo & temperatura:

- quanto a forma vegetativa/esporulada: as bactérias na forma vegetativa apresentam
maior sensibilidade & pressio que na forma esporulada, pois nesta forma a
resisténcia de muitas espécies a pressdo ¢ alta, resistindo a tratamentos a 1000 MPa
pelo processo UAP. Dessa forma, a aplicagdo mais comum da tecnologia de alta
pressio na preservagdo de alimentos é naqueles de baixo pH onde a sobrevivéncia
dos esporos ndo causa maiores problemas pela inabilidade dos mesmos em se
desenvolver nestas condigdes (Gould, 1996). A forma da bacténa influencia na
resisténcia a pressdo; em geral, cocos sdo mais resistentes que“ bastonetes, pois

possuem uma maior resisténcia mecanica.

- fase de crescimento: bactérias no inicio da fase log sdo normalmente mais sensiveis
a pressdo do que as células nas fases estacionaria, lag ou de morte (ZoBell apud

Hoover et al., 1989).

- coloragio de Gram: segundo Smelt (1998), em geral, as bactérias Gram-positivas
$30 mais resistentes a pressdo. Tal fato € explicado devido a sua parede celular ser

mais fina (possuem membrana externa) se comparada com a estrutura de uma
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Gram-negativa. A rigidez da parede celular confere uma fragilidade & estrutura

em funcdo da pouca flexibilidade em virtude da aplicacdo de pressio.

- atividade de agua: quase sempre, baixa atividade de agua (a.) proporciona um efeito
protetor nas células contra a pressao (Oxen et al, 1993), mas microrganismos
injuriados pela pressdo sdo geralmente mais sensiveis em baixas atividades de agua.

Carboidratos possuem, em geral, um efeito protetivo maior que sais (Smelt, 1998).

Em geral, nos microrganismos, o primeiro local de dano devido a pressdo € a parede

celular (Hoover et al., 1989).

No processo hidrostatico, com pressdes superiores a 200 MPa, a taxa de destruigio

aumenta com o aumento da pressdo ou do tempo de processo. {Cheftel, 1995).

Os fendmenos que causam a destrui¢io de mcrorganismos diferem nos métodos de

aplicacdo da Alta Pressao.

Mecanismo de Inativa¢do no Método Hidrostdtico

Bignon (1997) cita como principio de eliminagdo dos microrganismos a destruigio
de membranas das células pela alta pressiao. Reducdes ao redor de 3 até 6 ciclos
logaritmicos podem ser alcancadas utilizando-se 410 MPa por 2 minutos, dependendo da
natureza do microrganismo. Leveduras sdo particularmente sensiveis a esse tratamento.

Esses resultados sdo compativeis com os objetivos da pasteurizacdo para sucos de frutas

(Bignon, 1997).

Segundo Hoover et al. (1989), as causas da inativagdo microbiana sdo ainda pouco
compreendidas. Varias mudangas morfologicas sdo observadas com o aumento da pressao:
compressdo de vacuolos gasosos, alongamento da célula, separagio da membrana da parede
celular, contracdo da parede celular com a formacio de poros, modificagdes no
citoesqueleto, modificagdes no nucleo e em organelas intracelulares (acima 400 MPa, no
caso de Sacharomyces), coagulacio de proteinas citoplasmaticas, liberacdo de constituintes
intracelulares {especialmente os de origem nuclear) para fora da célula, entre outros

(Shimada et al. apud Cheftel, 1995).
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A press#o causa algumas desnaturagdes proteicas na membrana, modificande a

permeabilidade e a seletividade da membrana plasmatica, podendo resultar na morte da

célula (Hoover et al., 1989).

Parish (1998) utiliza pardmetros de inativagdo microbiologica relacionados ao
tratamento hidrostatico analogos aqueles utilizados em termobacteriologia: D € tempo de
tratamento, a uma determinada pressio, necessario para reduzir em um ciclo logaritmico
uma populagio de microrganismos;, valor z € o aumento na pressdo de tratamento

necessario para reduzir em um ciclo logaritmico o valor de D.

A Tabela 1 apresenta uma comparagio da resisténcia a pressdo hidrostatica de

alguns microrganismos de interesse em alimentos:
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Tabela 1: Comparativo da resisténcia a pressdo hidrostdtica entre microrganismos.
Microrganismo I;r}zggo (m?n ) T¢CO Substrato Referéncia
Clostridium pasteurianum 700 2.4 60°C m.l. Maggi et al. | 1995
Clostridium pasteurianum 800 34 60°C ni. Maggi et al., 1995
Citrobacter freundii 230 14,7 20°C i Carlez et al. . 1992a
Listeria monocytogenes' 414 2,17 23°C 8} Ananth et al., 1998
Salmonella senftenberg 414 148  2°C i Ananth et al., 1998
Listeria innocua” 400 312 2°C n.i. Gervilla et al | 1997
Listeria innocua’ ‘ 400 4 23°C n.i. Gervilla et al., 1997
Staphylococcus aureus’ 200 2118 20°C n.i. Erkmen et al., 1997
Staphylococcus aureus’ 250 15 20°C 7.1 Erkmen et al 1997
Staphylococcus aureus’ 360 37  20°C i Erkmen et al., 1997
Staphylococcus aureus’ 350 26  20°C ni Erkmen et al., 1997
Listeria innocua 400 7,35 2°C n.i Ponce et al., 1998
Listeria innocua 400 823  20°C ni. Ponce et al., 1998
Listeria monocytogenes’ 150 844 4°C leite cru Moussa et al., 1999
Listeria monocytogenesj 250 46,0 i°C leite crit Mussa et al , 1999
Listeria monocytogenes'’ 300 266  4°C leite cri Mussa et al., 1999
Listeria monocytogenes’ 350 13,9 4°C leite cru Mussa et al., 1999
Sacharomyces cerevisiae 300 0,02*  ni.  sucode laranja Farish, 1998a
Sacharomyces cerevisiae 350 0,64% ni.  suco de laranja Parish, 1998a
Sacharomyces cerevisae’ 300 0,07**  ni  sucode laranja Farish, 1998a
Sacharomyces cerevisae® 330 127%%  ni sucode laranja Parish, 1998a
! Seorr 4 * ascoporos n.i.. ndo informado
* 910 CECT z = 106 MPa * apud Tewari et al., 1999
FATCC 27690 T z=123MPa

Mecanismo de Inativacdo no Método de Homogeneizacio

Segundo Popper e Knorr (1990), microrganismos sdo destruidos pela repentina

queda de pressdo, tensdo de cisalhamento e tor¢io, e mais provavelmente devido as ondas

de choques de cavitagdo resultantes do colapso das bolhas de gas.
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A elevada velocidade alcangada pelo produto ao passar através da valvula de
homogeneizagdo € responsavel pelo atrito entre as células de microrganismos, o que pode
causar o colapso da parede celular devido & sua rigidez. Ao passar pela valvula de
homogeneizagdo o produto encontra um ambiente de pressdo muito baixa que proporciona
a expansio do liquido e conseqiiente colapso dos vaciolos de gas das células dos

microrganismos {Popper e Knorr, 1990).

A Tabela 2 apresenta uma comparagio da resisténcia a pressao de homogeneizagio

de alguns microrganismos de interesse em alimentos:

Tabela 2: Comparativo da resisténcia a pressdio de homogeneizacdo entre
microrganismos.
Microrganismo Pressdo n°xed, TC) Substrato Referéncia
(MPa) log.*
Escherichia coli 100 2 A ni. Lanciotti ef al., 1996
Escherichia coli 130 6 LI M1 Lanciotti et al , 1996
Escherichia coli 100 3 ni. n.i. Popper et al., 1990
Streptococcus lactis 100 i .1 AL FPopper et al., 1990
Flora natural 200 5 4°C  suco laranja  Mermelsiein, 1999
*1° de red Logaritmicas = - log (populagdo final/ populacdo inicial) 1.1 rdo informado

Efeito do Processamento a Alta Pressio sobre Enzimas

Enzimas sdo classes especiais de proteinas na qual a atividade biologica surge a
partir de um sitio ativo, mantido pela conformagao tri-dimensional da molécula. Pequenas
mudangas no sitio ativo podem levar a uma perda da atividade da enzima (Tsou apud
Hendrickx et al, 1998). Como a desnaturacdo proteica € associada com mudangas
conformacionais, estas podem mudar a funcionalidade da enzima (por exemplo, aumento

ou perda da atividade biologica e mudangas na especificidade do substrato) (Hendrickx et

al. 1998).

Proteinas sdo estruturas delicadas, mantidas por interagdes entre a cadeia proteica

(determinada pela seqiéncia de aminoacidos) e pelas interagdes com o solvente ao redor.
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Mudangas nos fatores externos, como pressio e temperatura, podem perturbar o

complexo balanco das interagles intramoleculares e entre solvente-proteina, e podem,
consequentemente, levar ao desdobramento e/ou desnaturacio da cadeia de peptideos
(Hendrickx et al., 1998). Os rearranjos estruturais presentes nas proteinas sob pressao sio
governados pelo principio de Le Chatelier A redugdo do volume acompanhando a
desnaturagdo surgem da formagdo ou ruptura de ligacBes n3o covalentes {(mudancas no
volume conformacional) e dos rearranjos das moléculas de solvente (mudangas no volume

de solvatacio) (Hendrickx et al., 1998).

A respeito das mudangas no volume conformacional, aoc menos a baixas
temperaturas, ligagdes covalentes sao pouco afetadas pela alta pressio, e conseqlientemente
a estrutura primana das proteinas permanece intacta durante o tratamento sob pressdo
{Cheftel, 1995 ; Hayashi apud Hendrnickx et al., 1998} Por outro lado, mudangas na
estrutura secundaria ocorrem em pressdes muito altas e estas levam a uma desnaturagio
irreversivel (Balny et al. apud Hendrickx et al, 1998 ; Masson apud Hendrickx et al.,
1998). Isto pode ser explicado pelo fato das pontes de hidrogénio, as quais s&o responsaveis
pela manuten¢do da estrutura helicoidal (secundania) dos peptideos, serem favorecidas a
baixas pressdes e serem rompidas em pressdes muito altas (Suzuki et al. apud Hendrickx et
al, 1998). A ruptura de ligagdes iGnicas também ¢ fortemente afetada pelo aumento de
pressdo (Heremans et al. apud Hendrickx et al, 1998 ; Gross et al. apud Hendrickx et al,,
1998). O efeito da pressdo sobre as interacdes hidrofobicas € mais complexo. Segundo
Heremans apud Hendrickx et al. (1998), as opinides sobre o efeito da pressdo sobre as
intera¢des hidrofobicas sdo tdo divergentes quanto as opinides sobre a natureza das proprias
interacdes hidrofobicas. Mudangas significantes na estrutura terciaria (mantidas
principalmente por interacdes idnicas e hidrofobicas) sio mais observadas a pressdes
maiores que 200 MPa (Balny et al. apud Hendrickx et al.,, 1998). Proteinas multiméricas (de
estrutura quaternaria), mantidas juntas por ligacbes ndo covalentes s3o dissociadas por uma
pressdo comparativamente baixa (menor que 150 MPa) (Hendrickx et al., 1998). Ao
contrario dos tratamentos térmicos onde tanto ligagdes covalentes como nédo-covalentes s&o
afetadas, o processamento a alta pressd3o em temperatura ambiente apenas rompe ligagSes
quimicas relativamente fracas (pontes de hidrogénio, ligagcdes hidrofobicas e idmicas)

(Hendrickx et al., 1998). Alteracdes na conformagdo de proteinas podem ocasionar
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mudancas nas propriedades funcionais de proteinas de alimentos e por isso o

tratamento a alta pressdo de alimentos pode ser usado para criar novos produtos com

textura e sabor unicos (Messens et al., 1997),

Em geral, pressdes acima de 300 MPa a temperatura ambiente, causam desnaturagdo
proteica irreversivel, enquanto que pressées menores resultam em mudangas reversiveis na

estrutura da proteina (Cheftel, 1995 ; Heremans apud Hendrickx et al., 1998).

Os efeitos da alta pressdo sobre enzimas podem ser divididos em duas classes. Na
primetra, pressdes relativamente baixas (~100 MPa) tém mostrado. ativagdo de algumas
enzimas {Asaka et al, 1994 ; Curl et al. apud Hendrickx et al., 1998; Jolibert et al. apud
Hendrickx et al., 1998). Este efeito de estimulacio €, entretanto, somente observado em
enzimas monomericas. De outro lado, pressdes muito maiores, geralmente induzem a
nativagio enzimatica (Curl et al. apud Hendrickx et al., 1998). Com respeito a inativagio
por pressdo, Miyagawa et al. apud Hendrickx et al. (1998) distinguiu quatro grupos de
enzimas, baseando-se na perda e recuperagdo da atividade: (1) inativagdo completa e
irreversivel, (ii) inativagdo completa e reversivel, (i) inativacio incompleta e irreversivel,

(1v) inativacdo incompleta e reversivel. (Hendrickx et al., 1998).

Tem sido sugerido que a eficiéncia da inativago enzimatica por Alta Pressdo ¢é
methorada pela aplicagio de ciclos de pressdo. Aplicagdes sucessivas de alta pressio

resultaram em alta inativacdo de muitas enzimas (Hendrickx et al., 1998).

Poucos trabalhos tém sido publicados sobre o efeito do processamento de
homogeneizagdo por alta pressdo sobre enzimas ou até mesmo sobre microrganismos. A
quase totalidade dos trabalhos publicados sobre o efeito da alta press@o sobre as enzimas €

referente ao processo hidrostatico.

A Tabela 3 faz uma comparacdo da resisténcia a pressdo hidrostatica de algumas

enzimas de interesse em alimentos:
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Tabela 3: Resisténcia a pressdo hidrostitica de algumas enzimas.

. Pressfo D z .
Enzima Substrato Referéneia

(MPa) (min)  (MPa)

PectinaMetilEsterase’ 100 8250 200  sucode laranja  Basak et al., 1996
PectinaMetilEsterase’ 200 4490 200  suco de laranja  Basak et al., 1996

PectinaMetilEsterase’ 400 260 200  suco de laranja Basak et al., 1996
PectinaMetilEsterase” 270 264 330 sucodelaranja  Basak et al., 1996
PectinaMetilEsterase’ 300 211 530 suco de laranja Basak et al., 1996
PectinabetilEsterase” 400 145 330 sucodelaranja  Basak et al., 1996
Peroxidase 900 10 LI Vagem Hendrickx et al., 1998

'pH =37 PpH =32

Efeito do processamento a Alta Pressdo sobre a PectinaMetilEsterase

A PectinaMetilEsterase (PME; EC 3.1.1.11) ¢ responsavel pela desestabiliza¢go de
sucos de laranja, gelatinizagZo de concentrados e perda de consisténcia de produtos de
tomate. A PME ¢ mativada por calor nos processos convencionais de preservacio, os quais
levam a efeitos prejudiciais no sabor, cor e qualidade nutricional (Irwe et al apud
Hendrickx et al, 1998). Tem sido reportado que tratamentos sob pressdes de
aproximadamente 600 MPa podem inativar parcialmente (acima de 90%) a PME da laranja
(Irwe et al. apud Hendrickx et al., 1998; Ogawa et al., 1990), a qual ndo é reativada durante
0 armazenamento e transporte. A PME de tomate mostra-se mais resistente a pressio que a
de laranja e sua inativagdo parece seguir uma cinética de primeira ordem (Seyderhelm et
al., 1998). A PME de tomate ¢ menos estavel & pressdo na presencga de ions de calcio ou em
tampdo de acido citrico (pH 3,5-4,5) do que em agua, e sua estabilidade a pressdo diminui

com a diminuicdo do pH (Hendrickx et al., 1998).

A principal conseqiiéncia da atividade de PME € a perda da turbidez, que € um dos
principais defeitos de qualidade em sucos citricos, ¢ sua inativagdo € uma das razdes
principais para a determinagdo do nivel de aquecimento na pasteurizacio comercial. O
processamento UAP for utihizado para inativar a forma sensivel ao calor da

PectinaMetilEsterase em sucos da laranja (Goodner et al., 1998) A fim de conseguir uma
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vida de prateleira de 90 dias para o suco empacotado em temperaturas refrigeradas,

pressdes de 700 MPa ou maiores e tempos de processamento de 1 minuto sio

recomendados (Goodner et al., 1999).

Utilizaciao do Processamento a Alta Pressio na Pasteurizacio de Suco de Laranja

Segundo Ogawa et al. apud Parish (1998) e Donsi et al. apud Parish (1998) ¢
possivel produzir suco de laranja estavel microbiologicamente submetendo ¢ produto a um
tratamento a 400 MPa, sem a alteragdo das caracteristicas de qualidade utilizando-se o
processamento hidrostatico. Parish (1998) afirma que em pressdes hidrostaticas de até 500
MPa pode-se reduzir a microflora nativa do suco de laranja a niveis ndo detectavels em

menos de 2 minutos.

O tratamento sob pressio hidrostatica de suco ndo pasteurizado de citricos resultou
em um sabor préximo ao do suco fresco com nenhuma perda do Acido Ascorbico e uma
vida util de até 17 meses. O pH baixo de sucos de fruta faz-lhes bons candidatos para a
preservagdo pelo tratamento a alta pressdo, uma vez que o crescimento de esporos

bacterianos resistentes a pressdo € inibido. (Farr, 1990).

Qualidade sensorial € bastante apreciada em sucos frescos. Segundo estudos feitos
por Bignon (1997) com suco de laranja, uma das maiores vantagens da pasteurizagio por
alta pressdo € manter o sabor natural de fruta intacto durante toda a vida de prateleira, isto
é, por volta de 30 dias sob condigdes refrigeradas (4°C), principalmente porque o
processamento a alta press@o € um processamento a baixa temperatura. Além disso, os
sucos processados a alta pressio tém um maior frescor que o suco pasteurizado por
aquecimento rapido (auséncia de sabor de cozido) € a2 mesma cor que'o suco ndo tratado, o
que esta de acordo com a tendéncia de preferéncia do consumidor. As observagbes de

Bignon (1997) foram verdadeiras durante cinco semanas de estocagem.
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CAPITULO 1 — Avaliacio da inativacio de Saccharomyces cerevisiae e Lactobacillus

plantarum em Suco de Laranja através do Processo de Homogeneizacio a Ultra Alta

Pressio.

RESUMO

Leveduras e bactérias laticas s3o os contaminantes usuais no suco de laranja, sendo
responsaveis pela redugio da vida de prateleira desse produte. Nos ultimos anos a procura
por processos que mimmizem a degradacdo térmica de sucos tem aumentado O
processamento a alta pressio de homogeneizacdo tem se mostrado uma alternativa a
pasteurizagdo térmica tradicional para alimentos liquidos. O objetivo deste estudo foi
determinar as inativagOes de Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisiae em suco
de laranja da variedade Péra submetido ao processamento continuo em diferentes pressdes.
O produto foi bombeado através de wma valvula de homogeneiza¢do a 100 MPa, 150 MPa,
200 MPa, 250 MPa e 300 MPa com o uso de dois intensificadores de pressdo sincronizados
a uma vazdo de aproximadamente 270 mL/min. A temperatura de entrada do produto foi
mantida a 10°C, pH a 4,1, e solidos soliveis a 10,0°Brix. Apds o processo, o produto foi
imediatamente resfriado a 4°C e a contagem microbiologica foi determinada. O mimero de
redugdes logaritmicas de Lactobacillus plantarum foi 0,0, 0,4, 2,1, 7,1 ¢ 7,1, para as
pressdes de 100 MPa, 150 MPa, 200 MPa, 250 MPa e 300 MPa, respectivamente; para o
Saccharomyces cerevisiae o nimero de redugdes logaritmicas for. 0,6, 1,1, 4,9, 5,6 e 5,6,
nas mesmas pressdes de processo. Os resultados indicaram que pressdes a partir de 250
MPa foram suficientes para destruir completamente cargas imiciais de 1,2 x 10" UFC/mL de
Lactobacillus plantarum e 2,9 x 10° UFC/mL de Saccharomyces cerevisiae em suco de

laranja, o que faz desta tecnologia um processo nio térmico muito promissor para o suco de

larama

Palavras Chave: alta pressio, homogeneizagio, suco de laranja, inativagdo microbiana,

Saccharomyces, Lactobacillus.



Inactivation of Lactobacillus plantarum and Saccharomyces cerevisiae in Orange Juice

processed by Ultra High Pressure Homogenization

SUMMARY

Yeasts and lactic acid bacteria are the usual contaminants in orange juice and
responsible for decreasing the shelf life of the product. The search for processes that
minimize thermal degradation of juices has increased during the last few years. Ultra High
Pressure Homogenization has been shown to be an alternative to the traditional thermal
pasteurization of pumpable foods. The objective of this study was to evaluate the
inactivation of Lactobacillus plantarum and Saccharomyces cerevisiae in orange juice from
the Pera variety when submitted to different pressure treatments in a continuous process.
The product was pumped through a homogenizer valve at 100 MPa, 150 MPa, 200 MPa,
250 MPa and 300 MPa using two synchronized overlapped intensifiers at a flow rate of
approximately 270 mL/min. The inlet temperature was kept at 10°C, pH at 4.1 and soluble
solids at 10.0°Brix. After processing, the product was immediately cooled to 4°C and the
microbiological count was determined using the standard plate technique. The number of
logarithmic reductions of Lactobacillus plantarum was 00, 04, 2.1; 7.1 and 7.1 for 100
MPa, 150 MPa, 200 MPa, 250 MPa and 300 MPa operating pressures, respectively; for
Saccharomyces cerevisiae the number of log reductions found were: 0.6, 1.1, 4.9, 56 and
5.6, for the same operating pressures. The results indicated that pressures higher than
250MPa were able to completely destroy initial loads of 1.2 x 107 UFC/mL of
Lactobacillus plantarum and 2.9 x 10° UFC/mL of Saccharomyces cerevisiae in orange

juice, making this technology a promising way to non thermaly process orange juices.

Keywords: high pressure, homogenization, orange juice, microbial inactivation,

Saccharomyces, Lactobacillus.



1. INTRODUCAO

A crescente demanda do consumidor por alimentos minimamente processados,
livres de aditivos e estaveis no armazenamento sugere a exploragido de outros tratamentos
fisicos como alternativa potencial aos tradicionais tratamentos térmicos. O processo de
pasteurizagio térmica do suco de laranja pode ocasionar danos térmicos (escurecimento nao
enzimatico e formacio de off-flavors), redugdo do frescor dos sabores do suco (Basak et.
al., 1996) e reduc@o do contedo vitaminico. Em sucos de frutas a tendéncia do consumidor
¢ na direcdo de sucos frescos recém extraidos, com gosto fresco e integridade de sabor e

vitaminas, o mais proximo possivel dos sucos feitos em casa (Bingnon, 1997}

O tratamento a Alta Pressdo (pressfo hidrostatica) foi conhecido como uma técnica
potencial de preservagido ha aproximadamente um século atras desde os trabalhos de Hite
(Hite apud Smelt, 1998) em 1889. O tratamento UAP causa a inativagdo de microrganismos
e enzimas enquanto deixa moléculas pequenas, como compostos volateis que conferem

sabor ¢ a maioria das vitaminas intactos (Smelt, 1998).

Existem dois métodos de aplicagiio de alta pressio: Metodo de Alta Pressdo
Hidrostatica, onde o produto € processado em um vaso de pressio dentro da embalagem
final; e 0 Método de Homogeneizagdo a Ultra Alta Press3o, onde o produto ¢ processado de
modo continuo em homogeneizador, sendo pressurizado em pressdes de ate 320 MPa, a
qual ¢ reduzida de repente até a pressio atmosférica através de uma valvula de
homogeneizacio. Isto produz uma velocidade muita elevada através do orificio, ¢ a
expansdo resultante € a responsavel pela ruptura de células de microrganismos, nao
afetando as células do alimento e de sabor. A seguir o produto ¢ resfriado e depois

embalado de forma asséptica (Mermelstein, 1999).

O suco de laranja torna-se um forte candidato a aplicagdo desta tecnologia desde
que se verificou a degradagdo das caracteristicas de sabor fresco pelos tratamentos termicos
como a pasteurizacdo tradicional utilizada atualmente nos produtos prontos para o
consumo. O mercado de suco de laranja pronto para o consumo (pasteurizado ¢ embalado
em cartonados) apresentou um crescimento de 138% enire os anos de 1992 e 2001
(chegando a 55712.000 L), e possui um potencial de aumento de vendas no mercado

-
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interno que pode ser alavancado por um produto com qualidades sensoriais muito proximas
ao suco fresco recentemente extraido, que atualmente ndo esta disponivel no mercado.

(Datamark, 2003).

Para este estudo foram escolhidos microrganismos representativos da deteriorago
de sucos os quais se desenvolvem em pH baixo e estdo presentes amplamente no meio
ambiente. Dessa forma foram escolhidas a levedura Saccharomyces cerevisiae, uma vez
que as leveduras sdo a causa mais comum de deterioragdo em sucos de frutas, e a bacténia
latica Lactobacilius plantarum, freqientemente envolvida em problemas de deterioragio de

produtos vegetais acidos (Uboldi Eroa, 1989).
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Matéria-prima

Foram utilizadas laranjas (Cifrus sirensis) da variedade Péra, obtidas no mercado
local (Campinas — S.P.) As frutas foram provenientes da cidade de Fernandopohs — SP,

adquiridas no més de Agosto de 2002 e com o pardmetro Ratio de 20,2,

2.2. Culturas microbiologicas

Foram utilizados Lactobacillus plantarum CCT 2552 (Fundagdo Tropical de
Pesquisas e Tecnologia André Toselo, Campinas — S.P.) e Saccharomyces cerevisiae
isolado a partir de uma amostra comercial (suco de laranja pasteurizado - lote 3) pelo
Laboratorio de Termobacteriologia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos
da Universidade Estadual de Campinas. O preparo do inoculo de Saccharomyces cerevisiae
foi feito em Caldo Extrato de Malte a 30°C por 24h, a partir da cultura mantida em rampa
de PDA (Potato Dextrose Agar) sob refrigeragdo. O preparo do inoculo de Lactobacillus
plantarum foi realizado em caldo MRS (de Man, Rogosa e Sharpe) a 35°C por 20h, a partir
da cultura padronizada e congelada. A padronizagio do inoculo foi realizada atraves do
crescimento deste em caldo, seguido do repique desta cultura a 10% em um caldo MRS
estéril; o indeulo foi acondicionado em frascos de vidro de 50 mL e congelado a —15°C.

Desta forma garantiu-se a homogeneidade do indculo para todos os testes.
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2.3. Processamento a Alta Pressio

Foi utilizado um homogeneizador continue modelo nG7400H:350 produzido por

STANSTED Fluid Power LTD (UK).

Para facilitar o processamento, foi acoplado ao homogeneizador um sistema de
alimenta¢do composto por duas valvulas de abertura e fechamento, de modo a permitir
alternar entre agua e produto. O processo era iniciado utilizando agua para eliminar o ar do
sistema e estabilizar a pressdo de processo (valvula de ahimentagio da' agua aberta e valvula
de alimentacdo do produto fechada). Alcangado o regime, a valvula de alimentagdo era
aberta iniciando a alimentagdo do produto (abertura da valvula de entrada do produto e

fechamento da entrada de 4gua).

O processo consistiu em bombear o suco através de uma valvula de
homogeneizagio com o uso de dois intensificadores de pressdo sincronizados, a uma vazio
de aproximadamente 270 mL/min. Apds a passagem pela valvula de homogeneizagdo, o
produto passava por um trocador de calor, tendo sua temperatura reduzida a

aproximadamente 30°C e seguia ent30 para o sistema de envase.

O sistema de envase era composto por uma valvula de trés vias localizada dentro de
uma cmara de fluxo laminar (esterilizada com o uso de uma lampada Ultravioleta). Desta
forma era possivel efetuar o processo continuamente com a valvula de trés vias na posigdo

de descarte ou a retirada de amostra de forma asséptica.

A limpeza de todo o sistema (alimentacdo, homogeneizador e envase) foi realizada
pela eluigio do produto com agua. A sanificacdo do sistema foi feita utilizando etanol a
70% (v/v) sendo este bombeado através do sistema até que o mesmo fosse totalmente

preenchido, permanecendo inundado por um periodo nio inferior a 24h.

As temperaturas do produto foram medidas na entrada (termOmetro de vidro); apos
a valvula de homogeneizagio, na entrada e na saida do trocador de calor (termopares tipo T

acoplados a um aquisitor de dados Barnat Company - 12 Channel Scanning Thermocouple

Thermometer).
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2.4. Processamento

Inicialmente os frutos foram selecionados para eliminar unidades podres e
danificadas e residuos de grande tamanho (principalmente galhos e folhas), em seguida os
frutos foram lavados com adgua clorada 20 ppm de clore hvre (0,02 mg de lipoclorito de
sodio/L = 4 mL de uma solugdo de hipoclorito de sodio 0,5%/1), secos e armazenados a

8°C.

O suco foi extraido em uma extratora Delijuicer modelo 731 Mi fabricada pela
Intercitrus Agroindustrial LTDA (Araraquara, S.P), sendo submetido a acabamento através
de peneiras para reduzir o teor de polpa a aproximadamente 10,0% e para que fosse obtido
um suco com particulas de tamanho reduzido de modo que fosse possivel o processamento
no homogeneizador de alta pressio. A menor abertura de peneira utilizada fo1 0,297 mm
(MESH 48). Em seguida o suco for acondicionado em garrafas plasticas PET (polietileno

tereftalado) e congelado em camara a —20°C.

No dia anterior a cada processo o suco foi descongelado em agua corrente e
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos, sendo armazenado em geladeira (8°C)
até processamento. Neste dia as embalagens para recolhimento das amostras processadas
(tubos de ensaio de vidro com capacidade para 60 mL) também foram esterilizadas nas
mesmas condigdes citadas. Cargas de inoéculo de aproximadamente 10° UFC/ mL de
Lactobacillus plantarum e de 10" UFC/ mL de Saccharomyces cerevisiae foram utilizadas
para inocular o suco estéril de modo a obter uma carga aproximada de 10" UFC/ mL de

Lactobacillus plantarum e de 10° UFC/ mL de Saccharomyces cerevisiae

A seguir a amostra foi processada sob pressido no homogeneizador em cada pressdo
de teste (100 MPa, 150 MPa, 200 MPa, 250 MPa e 300 MPa), de acordo com a descrigdo

do processo feita no item anterior.

A temperatura de entrada do produto foi mantida a 10°C, o pH em 4,1 e o teor de
solidos solaveis a 10,0°Brix. Apds o processo o produto foi imediatamente resfriado a 4°C

por imersao em banho de gelo.



2.5. Analises Fisico-Quimicas
e pH(A.O.A.C.n°42.1.04 Official Method n® 981.12 (1997)),

e Solidos Soluveis (A O.A.C. n° 37.1.15 Official Method n® 932.12 (1997)).

2.6. Analises Microbiologicas

A contagem de Saccharomyces cerevisiae foi realizada por plaqueamento em
superficie utilizando o meio PDA (Potato Dextrose Agar); a contagem de Lactobacillus
plantarum foi realizada por plaqueamento em profundidade utilizando o meio MRS Agar
(de Man, Rogosa e Sharpe). Em ambas as contagens foram utilizadas as metodologias para
Contagem de Bolores e Leveduras e para Contagem de Bactérias Lacteas descritas por
Vanderzant et al. (1992). O resultado das analises microbiologicas fo1 expresso como o
nimero de reducdes logaritmicas (-Log (populagio final/ populagfo inicial)) que cada

Processo 0casionou.

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Em todos os ensaios o pH do suco foi mantido em 4,10 através da adigéo de solugdo
estéril de acido citrico 55% (p/v) quando necessario. O teor de sdlidos solaveis foi

constante sendo monitorado pela medida do Brix, de 10,5°.

3.1. Lactobacillus plantarum

A Tabela 1 apresenta os resultados do nimero de redugdes logaritmicas em cada
nivel de pressio (100 MPa até 300 Mpa) em suco de laranja inoculado com uma carga de

Laciobacillus plantarum de aproximadamente 10" UFC/mL



Tabela 1: Niumero de Reducées
Logaritmicas de Lactobacillus plantarum.

Pressdo (MPa) Niumero de Reducoes™

100 0,00 = 0,04
150 0,40 + 0,03
200 2,10 £0,50
250 27,10 =010
300 27,10 =010

* - Log (populagdo final’ populacdo inicial)
Populacdo inicial: ~1.0 .10 UFCimL

A Tabela 1 permite a analise do efeito da pressdo na destruicdo de Lactobacillus
plantarum em suco de laranja. Pressdes até 150 MPa apresentaram baixas taxas de
destruicdo, enquanto que a partir de 200 MPa as taxas de destruigiio foram mais
significativas. Em pressdes iguais ou superiores a 250 MPa foi observada a destruigdo total
da carga inicial utilizada, o que ocasionou redugdes logaritmicas maiores ou iguais a 7,1. A
igualdade das taxas de destruicdo nas pressdes de 250 e 300 MPa pode ser explicada devido
a quantidade do microrganismo presente na amostra ter sido reduzida a niveis ndo
detectavets ja na pressio de 250 MPa. A Tabela 2 apresenta as temperaturas nos pontos de

controle durante o processo:

Tabela 2: Monitoramento das temperaturas durante os ensaios de
inativagdo de Lactobacillus plantarum .

P(;‘;s}f:;" TI( T2 (C) T3¢0 . T4¢0
100 55 = 10 427 = 20 447 = 01 244 = 15
150 33 = 1,0 331 = 06 336 = 04 263 = 0,/
200 5.0 = 1,0 641 . 63,7 27,3
250 3,0 = 1,0 740 = 04 726 = 02 27,7 £ 0,1
300 50 = 1,0 838 = 06 814 = 01 272 = L0

T1: Temperatura de entrada do produto

T2: Temperatura apos a valvula de homogeneizagdo
13: Temperatura na entrada do trocador de calor
T4: Temperatura na salda do trocador de calor



A temperatura maxima alcangada durante os processos foi de 84°C apds a passagem
pela valvula de homogeneiza¢do na pressio de 300 MPa, a qual baixou para 81,4°C na
entrada do resfriamento e para 27°C na saida do trocador de calor. Segundo os calculos
realizados o tempo de residéncia médio do produto entre a saida da valvula de

homogeneiza¢do e a entrada no trocador de calor ¢ de aproximadamente 0,7 s.

Wuytack et al. (2002) avaliaram a resisténcia de Lactobacillus plantarum, dentre
outras bactérias, quanto aos processos de alta pressao de homogeneizacio e hidrostatico. Os
estudos foram realizados utilizando-se tampio fosfato 0,01M pH 7,0 como meio. Os
resultados indicaram uma grande resisténcia do Lactobacillus plantarum ao processo de
homogeneizagdo, pois a 300 MPa foi obtida uma reducgdo de aproximadamente 0,2 ciclos
logaritmicos valores estes inferiores aqueles encontrados na Tabela 1. E importante
ressaltar a possivel influéncia do meio no qual o microrganismo foi submetido ao
tratamento uma vez que a reducdo de pH, possivelmente, aumente a sensibilidade do
microrganismo ao processo (Smelt, 1998). Os resultados obtidos por Wuytack et al. (2002)
no processamento hidrostatico de Lacrobacillus plantarum indicam uma baixa redugio do
referido microrganismo (1 ciclo logaritmico a 300 MPa por 15 min a pH 7,0),Cheftel
(1995) obteve 6,5 reducdes logaritmcas para 0 mesmo microrganismo a 300 MPa por 20
min a pH 7,0. Com relagdo as outras bactérias testadas por Wuytack et al. (2002), observa-
se que as bactérias Gram negativas apresentaram uma maior resisténcia ao processo de
homogeneizacdo a alta pressdo em relagdo as Gram positivas, o que permite listd-las em
funcio do nimero de reducdes logaritmicas, colocado entre parénteses, no processo a 300
MPa: Staphylococcus aureus(0), Lactobacillus plantarum (0.2), Listeria innocua (0,3),
Enterococcus faecalis (0,5), Leuconostoc dextranicum (2.0), Gram positivas: Yersinia
enterocolitica = Salmonella typhimurium (2,5), Eschirichia coli (4,5-6,0); Shigella flexneri

(5,2); Pseudomonas fluorescens (6,2).

3.2. Saccharomyces cerevisiae

A Tabela 3 apresenta os resultados do numero de redugdes logaritmicas em cada
nivel de pressio (100 MPa até 300 MPa) em suco de laranja inoculado com uma carga de

Saccharomyces cerevisiae de aproximadamente 10° UFC/mL.



Tabela 3: Nuamero de Redugées
Logaritmicas de Saccharomyces cerevisiae.

Pressdo (MPa) Numero de Redugdes™

100 0,60 = 0,20
150 1,10 = 0,40
200 4,90 = 1,00
250 > 5,60 =0,03
300 > 35,60 = 0,03

* . Log (populagio final/ populagdo inicial)
Populacio inicial: ~ 4,0 10 UFC/mL
Analisando-se a Tabela 3 € possivel observar o efeito do processo de
homogeneiza¢do a ultra alta pressdo do suco de laranja na destruigdo de Saccharomyces
cerevisiae. Processos que utilizaram pressoes até 100 MPa apresentaram taxas de
destrui¢do baixas, ao contrario daqueles em que foram utilizadas pressdes superiores a 150
MPa, cujos resultados s&o mais significantes, tendo os melhores resultados nas pressdes de
250 e 300 MPa, onde foram obtidas, no minimo, 56 reduc¢des logaritmicas, ou seja,
destrui¢do total da carga inicial do produto. A exemplo do ocorrido com o Lactobacillus
plantarum, a igualdade das taxas de destruigdo nas pressdes de 250 e 300 MPa também
pode ser explicada devido a quantidade do microrganismo presente na amostra ter sido
reduzida a niveis ndo detectaveis ja na pressio de 250 MPa A Tabela 4 apresenta as

temperaturas nos pontos de controle durante o processo:

Tabela 4: Monitoramento das temperaturas durante os ensaios de
inativa¢do de Sacharomyces cerevisiae.
Pressdo
(MPa) T1(°C) 12 (°0) 13 (¢0) T4 (0
100 13,0 = 11 44,7 = 24 446 + 40 265 = 07
150 128 = 1,1 333 = 32 3524 = 43 272 = 09
200 128 + 11 626 = 26 61,1 = 45 280 = 05
230 128 = 11 717 £ 30 688 = 49 284 = 01
300 128 = 04 734 = 43 737 = 35 284 = 04

T1: Temperatura de entrada do produto

T2 Temperatura apos a vdivula de homogeneizacio
T'3: Temperatura na entrada do trocador de calor
T4: Temperatura na saida do trocador de calor
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Durante os ensaios utilizando  Sacharomyces cerevisiae, a maxima
temperaturaalcancada nos processos foi de 84°C apds a passagem pela valvula de
homogeneiza¢do na pressio de 300 MPa, a qual baixou para 28,8°C na saida do
resfriamento no trocador de calor. De acordo com os calculos realizados, o tempo de
residéncia médio do produto entre a saida da valvula de homogeneizacdo e a entrada no

trocador de calor € de aproximadamente 0,7s.

A resisténcia de Sacharomyces cerevisiae ao processamento hidrostatico tem sido
estudada por varios autores. Papineau et al. apud Hoover et al. (1989) avaliaram a
destruicio dessa levedura em suco de laranja em processos hidrostaticos de 15 min,
obtendo aproximadamente 6,0 reducdes logaritmicas a 279MPa, 3,0 a 211MPa e 1,5 a
143MPa. Hashizume et al (1995) estudaram a destruigdo desse microrganismo em solugio
0,85% de NaCl e obteveram, aproximadamente, 0s seguintes resultados no processc por 40
minutos: 6 redugdes logaritmicas a 270 MPa, 5 a 250 MPa e 1 a 240 MPa. Cheftel (1995)
cita uma redugdo de 7 a 8 ciclos logaritmicos de Sacharomyces cerevisice em um
processamento a 300 MPa por 20 min a pH 7,0. Nesse mesmo estudo, foi determinado o
numero de redugdes logaritmicas para outros microrganismos nas mesmas condigdes de
processo:  Vibrio parahemoliticus, (aproximadamente >8 redu¢des logaritmicas);
Escherichia coli (aproximadamente 5-8); Pseudomonas aeroginosa (aproximadamente 5) ;
Lactobacillus  acidophilus  (aproximadamente >8).;, Lactobacillus  plantarum  (
aproximadamente >6,5) ; Streptococcus lactis (aproximadamente 7) e Staphilococcus

aureus (aproximadamente 5).

4. CONCLUSOES

Os microrganismos Lactobacillus  plantarum e Saccharomyces cerevisiae
mostraram grande sensibilidade ao tratamento de homogeneizagao a ultra alta presséo, uma
vez que foram obtidas taxas de destrui¢io superiores a 5 ciclos logaritmicos a uma pressdo
de 250 MPa para os dois microrganismos. Comparativamente, pode-se observar uma maior
sensibilidade do Saccharomyces cerevisiae ao tratamento a ultra alta pressio de
homogeneizagio, pois nos tratamentos até 200 MPa o microrganismo apresentou taxas de

destruicdo superiores as do Lactobacillus plantarum.
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Dessa forma o processo de homogeneizagio a ultra alta pressio torna-se interessante
para a pasteurizagdo de suco de laranja, tipo de processo no qual ¢ esperada uma redugio
minima de 4 ciclos logaritmicos dos contaminantes usuais, tendo em vista a resisténcia ao
tratamento proposto de Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisiae,

microrganismos normalmente associados & contaminagio microbiologica de sucos acidos.
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CAPITULO 2 - Avaliacio da taxa de destruicio de PectinaMetilEsterase (PME) em

Suco de Laranja através do Processo de Homogeneizaciio a Ultra Alta Pressio.

RESUMO

PectinaMetilEsterase é normalmente responsabilizada por perdas de qualidade em
suco de laranja. Sua inativagdo € usualmente considerada como parimetro de controle no
processamento térmico deste suco. Varios processos ndo térmicos (Alta Pressio, Pulso
Elétrico, e Micro-ondas) t€m sido estudados de modo a minimizar danos sensoriais e
nutricionais que normalmente ocorrem durante os processos térmicos tradicionais, visando
preservar as caracteristicas de frescor do suco mnatural O processamento de
Homogeneizacio a Ultra Alta Pressdo tem mostrado ser uma alternativa a4 pasteurizacdo
térmica de alimentos fluidos. O objetivo deste estudo foi avaliar a inativagdo da
PectinaMetilEsterase no suco de laranja da variedade Péra quando submetido ao
processamento continuo em diferentes pressdes. O produto foi bombeado através de uma
valvula de homogeneizacdo a 100 MPa, 150 MPa, 200 MPa, 250 MPa e 300 MPa com o
uso de dois intensificadores de pressdc sincronizados a uma vazio de aproximadamente
270 mL/min. A temperatura de entrada do produto foi mantida a 10°C e solidos soluveis a
10,0°Brix. Foram estudados dois valores de pH 3,6 e 4,1. Apds o processo, o produto foi
imediatamente resfriado a 4°C e a atividade da PectinaMetilEsterase foi determinada
através de um meétodo espectrofotométrico. Os resultados obtidos para a inativa¢do da
PectinaMetilEsterase a pH 4,1 foram 12,6%, 15,7%, 20,7%, 35,9% e 66,7%, nos processos
a 100 MPa, 150 MPa, 200 MPa, 250 MPa ¢ 300 MPa, respectivamente; no pH 3,6 os
resultados foram 7.4%, 44,6%, 62,9% e 67,6%, nos processos a 100 MPa, 200 MPa, 250
MPa e 300 MPa, respectivamente. Os resultados indicaram que a2 inativagio da
PectinaMetilEsterase depende do pH e da pressdo do processo. O processamento a pH 4.1 ¢

a 300 MPa foi capaz de inativar 67,6% da atividade ncial da referida enzima.

Palavras Chave: alta pressio, homogeneizacdo, suco de laranja, inativacio enzimatica,

PectinaMetilEsterase.
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Inactivation of PectinMethylEsterase (PME) in Orange Juice processed by Ultra High

Pressure Homogenization

SUMMARY

PectinMethylEsterase is usually responsible for quality loss in orange juice. Its
inactivation is generally considered as a control parameter for the thermal processing of this
juice. Several non-thermal processes (High Pressure, Electric Pulse, Microwaves) have
been studied to minimize nutritional and sensory damage that are likely to occur during the
traditional thermal processes, aiming at preserving the fresh characteristics of the natural
juice. Ultra High Pressure Homogenization has been shown to be an alternative for the
traditional thermal pasteurization of pumpable foods. The objective of this study was to
evaluate the mactivation of PectinMethylEsterase in orange juice from Pera variety when
submitted to different pressure treatments in a continuous process. The juice was pumped
through a homogenizer valve at the pressures of 100 MPa, 150 MPa, 200 MPa, 250 MPa
and 300 MPa using two synchronized overlapped intensifiers at a flow rate of
approximately 270 mL/min. The inlet temperature was kept at 10°C. Two pH values were
studied: 3.6 and 4.1. After processing, the product was immediately cooled to 4°C and
PectinMethylEsterase activity was determined by a spectrophotometric method. The results
obtained for the mactivation of PectinMethylEsterase at pH 4.1 were 12.6%, 15.7%, 20.7%,
35.9% and 66.7% for 100 MPa, 150 MPa, 200 MPa, 250 MPa and 300 MPa operating
pressures, respectively; at pH 3.6, the results were 7.4%, 44.6%, 62.9% and 67 6%, for 100
MPa, 200 MPa, 250 MPa and 300 MPa operating pressures, respectively. The results
indicated that the inactivation of PectinMethylEsterase is pH and pressure dependent.

Processing at pH 4.1 with a pressure of 300 MPa was capable of inactivating 67.6% of the

initial enzyme activity.

Keywords: high pressure, homogenization, orange juice, enzyme inactivation,

PectinMethylEsterase.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a preferéncia do consumidor por alimentos frescos ou minimamente
processados, livres de aditivos e estaveis durante a vida de prateleira sugere o estudo de
outros processos fisicos que representem uma alternativa potencial aos tradicionais
processos térmicos. A pasteurizagdo térmica do suco de laranja pode causar danos
originados pelo aquecimento (escurecimento ndo enzimatico e formagio de off-flavors), a
diminuigdo do sabor “fresco” do suco (Reynolds apud Basak et al, 1996) e redugido do
conteudo vitaminico. Com relagio aos sucos de frutas, o consumidor tende a preferir os
sucos frescos recém extraidos, com gosto fresco e integridade de sabor e vitaminas, ficando

o mais similar possivel aos sucos feitos em casa (Bingnon, 1997).

Ha aproximadamente um século atras, através das pesquisas de Hite (Hite apud
Smelt, 1998) em 1889, o tratamento a Alta Pressio foi conhecido como uma técnica
potencial de preservacio. A vantagem do processo UAP é permitir que a maioria das
vitaminas € as moleculas pequenas que conferem sabor, como compostos volateis, sejam
mantidos intactos enguanto possibilita a inativacdo de microrganismos e enzimas (Smelt,

1998).

Atualmente, ¢ possivel utilizar dois processos distintos a Alta Pressdo: O processo
Hidrostatico a Alta Pressdo, onde o produto ¢ envasado na embalagem final e assim
processado no intertor de um recipiente, chamado vaso de pressio, por um tempo e pressio
especificos; o segundo método € o processo de Homogeneizacdo a Ultra Alta Pressdo, no
qual o processamento ¢ realizado em uma base continua em um homogeneizador de alta
pressdo. Este processo consiste na pressurizagio do produto a até 320 MPa, que ¢ reduzida
a pressdo atmosférica pela passagem pela valvula de homogeneizagio. A expansio
resultante e a alta velocidade decorrentes da passagem através do pequeno orificio sdo
responsavelis pela ruptura das células de microrganismos e por mudangas estruturais em
enzimas, ndo afetando as células do alimento e de sabor. Em seguida o produto ¢ resfriado

¢ embalado assepticamente (Mermelstein, 1999),

A degradacio das caracteristicas de sabor fresco, no suco de laranja, pelos processos

térmicos como a pasteurizagdo utilizada atuaimente nos produtos prontos para o consumo,
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candidata esse produto a0 uso desta tecnologia. O mercado de suco de laranja pronto para o
consumo (pasteurizado e embalado em cartonados) apresentou um crescimento de 138%
enire 0$ anos de 1992 e 2001, chegando a 55.712.000L, (Datamark, 2003) e possui um
potencial de aumento de vendas no mercado interno que pode ser alavancado por um
produto com qualidades sensoriais muito proximas ao suco fresco recentemente extraido,

que atualmente nio esta disponivel no mercado.

A PectinaMetilEsterase ¢ a enzima predominante no suco de laranja e €
normalmente associada as perdas de quahdade neste suco. Atualmente, é usual considerar a
sua inativagdo como pardmetro de controle no processamento térmico deste suco, como a

pasteurizagio.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Matéria-prima

Foram utilizadas laranjas (Citrus sinensis) da variedade Péra, obtidas no mercado
local (Campinas — S.P.) As frutas foram provenientes da cidade de Fernandopolis — SP,

adquiridas no més de Agosto de 2002 e com o pardmetro Ratio de 20,2,

2.2. Processamento a Alta Pressio

Foi utilizado um homogeneizador continuo modelo nG7400H:350 produzido por

STANSTED Fluid Power LTD (UK),

Para facilitar o processamento, foi acoplado ao homogeneizador um sistema de
alimentacdo composto por duas valvulas de abertura e fechamento, de modo a permitir
alternar entre agua e produto. O processo era iniciado utilizando agua para eliminar o ar do
sistema e estabilizar a pressdo de processo (valvula de alimentagio da agua aberta e valvula
de alimentagio do produto fechada). Alcangado o regime, a valvula de alimentagdo era
aberta iniciando a alimentagdo do produto (abertura da valvula de entrada do produto e

fechamento da entrada de agua).
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) processo consistiu em bombear o suco através de uma valvula de
homogeneizagdo com o uso de dois intensificadores de pressdo sincronizados, a uma vazio
de aproximadamente 270 mL/min. Apds a passagem pela valvula de homogeneizagio, o
produto passava por um trocador de calor, tendo sua temperatura reduzida a

aproximadamente 30°C e seguia entdo para o sistema de envase.

O sistema de envase € composto por uma valvula de trés vias localizada dentro de
uma camara de fluxo laminar (esterilizada com o uso de uma ldmpada Ultravioleta). Desta
forma era possivel efetuar o processo continuamente com a valvula de trés vias na posi¢io

de descarte ou de retirada de amostra de forma asséptica.

A limpeza de todo o sistema (alimentagdo, homogeneizador e envase) era realizada
pela eluicdo do produto com agua. A sanitizagdo do sistema foi feita utilizando etanol a
70% (v/v) sendo este bombeado através do sistema até que o mesmo fosse totalmente

preenchido, permanecendo mundado por um periodo nao inferior a 24h.

As temperaturas do produto foram medidas na entrada (termometro de vidro), apos
a valvula de homogeneizagio, na entrada e na saida do trocador de calor (termopares tipo T
acoplados a um aquisitor de dados Barnat Company — 12 Channel Scanning Thermocouple

Thermometer).

2.3. Processamento

Inicialmente os frutos foram selecionados para eliminar unidades podres e
danificadas e residuos de grande tamanho (principalmente folhas ¢ galhos), em seguida os
frutos foram lavados com agua clorada 20 ppm de cloro livre (0,02 mg de hipoclorito de

sodio/L = 4 mL de uma solugio de hipoclorito de sodio 0,5%/L), secos e armazenados a

8°C.

O suco foi extraido em uma extratora Delijuicer modelo 731 Mi fabricada pela
Intercitrus Agroindustrial LTDA (Araraquara, S.P.}), sendo submetido a acabamento através
de peneiras para reduzir o teor de polpa a aproximadamente 10,0% e para que fosse obtido
um suco com particulas de tamanho reduzido de modo que fosse possivel o processamento
no homogeneizador de alta pressdo. A menor abertura de peneira utilizada for 0,297 mm
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(MESH 48). Em seguida o suco foi acondicionado em garrafas plasticas PET (polietileno

tereflalado) e congelado em camara a —20°C. No dia do processo o suco foi descongelado

em agua corrente e processado imediatamente.

As amostras foram processadas sob pressdo no homogeneizador em cada pressio de

teste (100 MPa, 150 MPa, 200 MPa, 250 MPa e 300 MPa), de acordo com a descrigio do

processo feita no item anterior.

A temperatura de entrada do produto foi mantida a 10°C e o teor de solidos solaveis

a 10,0°Brix. Apds o processo o produto foi imediatamente resfriado a 4°C por imersdo em

banho de gelo.

2.4. Analises Fisico-Quimicas e Enzimatica

20

pH (A.0.A.C. n° 42.1.04 Official Method n® 981.12 (1997));
Solidos Solaveis (A.O.A.C. n° 37.1.15 Official Method n® 932.12 (1997));

Atividade de Pectina Metil Esterase (PME) (Hagerman and Austin, 1986). O
meétodo consiste em preparar um extrato enzimatico (2,4 ml. da amostra com 7,2
mL de NaCl 2M), o qual é mantido em banho de gelo para manter inalterada a
atividade enzimatica residual. Separadamente, prepara-se uma solugio contendo 2,0
mL de solugdo 0,5% de pectina citrica, 0,15 mL de uma solugio 0,01% de Azul de
Bromotimol em tampio fosfato 0,003M pH 7.5, e 0,75 mL de agua destilada. O pH
de todas as solugdes e também o do extrato enzimatico deve ser ajustado para 7,5
com NaOH 0,1 ¢ 0,01N. Adiciona-se 2,9 mL da solucdo a cubeta e esta € colocada
dentro do espectrofotdmetro, em seguida adiciona-se 0,3 ml. do extrato enzimatico
e inicia-se a medigdo a 620 nm em intervalos de 10 segundos durante 2 minutos. A
interpolagdo dos dados obtidos (calcule da regressdo linear entre tempo e
absorbancia) fornece uma reta de inclinagdo negativa, com a qual se calcula a
atividade d=ssa enzima. Quanto maior essa inclinagdo (em valor modular), maior € a

atividade da enzima, a qual € calculada da seguinte forma:

“m” ¢ a inclinacio da reta do grafico Absorbancia x Tempo (min);



- A aliquota de extrato enzimatico utilizada (0,3 mL) contém 0,075 mL da amostra;

- Segundo Stauffler (1989), uma variagic de 0,0328 na absorbancia (a 620 nm)

representa a produgdo de 0,1 umol de acido galacturdnico;

- Segundo Segel (1979), uma unidade internacional da enzima é a quantidade que

catalisa a formagdo de 1 umol do produto da reacio em condigdes definidas;

- Dessa forma: PMEy=—"___ - mx 40,6504

0,328 x 0,075

PMEu = quantidade da enzima que catalisa a formagdo de 0,1 1omol de dcido galacturcnico’ mim x mL de suco

Este método ¢ capaz de detectar atividades de até 0,020 umol de acido

galacturénico produzido por minuto {Hagerman & Austin, 1986).

3. RESULTADOSE DISCUSSAQ

O pH do suco foi ajustado em 4,1 ou 3,6 através da adi¢do de solucio de acido
citrico 55% (p/v) quando necessario. O teor de solidos soliveis foi constante sendo

monitorado pela medida do Brix, de 10,5°.

No estude em pH 4,1 o suco resfriado foi processado em cinco diferentes niveis de
pressdo a partir de 100 MPa até¢ 300 MPa, sendo o ensaio realizado em duplicata. Ja no
estudo em pH 3,6 o processamento foi realizado em quatro diferentes niveis de pressio,
100, 200, 250 e 300 MPa, também sendo realizado em duplicata. A relagio da taxa da
inativacdo da PectinaMetilEsterase (PME) no suco de laranja com a pressiio de processo

esta tlustrada na Figura 1, abaixo:
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Figura 1: Inativacio da PectinaMetilEsterase (PME)

A Figura 1 permite a analise do efeito da pressio na inativagdio da
PectinaMetilEsterase (PME) em suco de laranja. No estudo a pH 4,1, pressdes entre 100 e
200 MPa apresentaram uma baixa taxa de inativagdo, enquanto que a partir de 250 MPa as
taxas de destruicdo foram mais significativas, alcan¢ando o maximo de 67% de inativacio a
300 MPa. Analisando o estudo realizado a pH 3,6 pdde-se verificar que o tratamento a 100
MPa apresentou baixa taxa inativagdo, porém, a partir de 200 MPa as taxas de destruico

foram mais expressivas, chegando ao maximo de 68% de inativagio a 300 MPa.

A Figura 1 também permite a observacio da influéncia do pH na inativagdo da
PectinaMetilEsterase. Somente acima de 150 MPa esta influéncia é mais clara, uma vez que
em tratamentos a pressdes inferiores, esta pode estar mascarada pelos erros experimentais.
A influéncia do pH ja foi venificada anteriormente, como nos trabalhos de Basak et al.
(1996), que estudou a cinética da mativagdo da PectinaMetilEsterase. Neste trabalho foram
verificados aumentos na inativagdo de 27,0% a pH 3,7 para 84,2% a pH 3,2 a 300 MPa por
100 min e de 68,4% a pH 3,7 para 97,2% a pH 3,2 a 400 MPa por 100 min. Cano et al.
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(1997) estudaram a influencia de pressdo (processo hidrostatico) e temperatura na
inativagdo da PME. Segundo seus resultados, apenas o uso combinade de baixas pressdes e
temperaturas medias possibilitou a inativagdo da enzima, que teve sua atividade inicial
reduzida em 25% em um tratamento a 200 MPa e 20°C por 15 min. Goodner et al. (1998),
também estudaram a inativagdo da PME em suco de laranja, a pH 3,45, determinando dois
valores de “D,” (tempo necessario, a uma determinada press@o, para reduzir a atividade da
enzima a um décimo da atividade inicial): Dsgg apa = 83 min € Deoo wmpa = 2.4 min. O valor
“zy" (aumento de pressdo necessario para diminuir o valor de D, a um décimo de seu valor
inicial) também foi determinado: z, = 65 MPa Nos estudos de Basak et al. (1996) foram
determinados os seguintes valores a pH 3.7 e 10% de solidos soluveis: Dago ypa = 455 min,
Dsoo mpa = 91 min e z, = 200 MPa. As diferencas entre os resultados podem ser explicadas
pelas diferengas de pH e no processamento, pois enquanto no estudo de Goodner et al.
(1998) o tempo para atingir a pressdo de estudo foi de 12 a 15 segundos, no estudo de

Basak et al. (1996) foit de | a 3 minutos.

A Tabela | apresenta as temperaturas nos pontos de controle durante o processo:

Tabela 1: Monitoramento das temperaturas durante os ensaios de
Inativacio da PectinaMetilEsterase.

%;f{‘l’)" 1 €0 T2 (C) T3 Q) T4 €C)
100 1,2 = 11 430 + 09 41,2 = 15 258 = 04
150 11,2 = 1,0 324 = 17 3500 = 08 267 = 06
200 11,3 = 1.2 622 = 08 396 = 03 278 = 03
250 4 = 12 714 = 06 669 + 08 285 = 06
300 11,6 = 13 806 = 17 748 = 05 291 = 08

T1: Temperatura de entrada do produto

T2: Temperatura apos a valvula de homogeneizagdo
13: Temperatura na entrada do trocador de calor
T4: Temperatura na saida do trocador de calor

Pode-se observar na Tabela 1 que a maxima temperatura durante os processos foi de

81°C apos a passagem pela valvula de homogeneizag3o na pressdo de 300 MPa. De acordo



com os calculos realizados, o tempo de residéncia do produto entre a saida da valvula de

homogeneizagdo e a entrada no trocador de calor ¢ de aproximadamente 0,7 s.

4. CONCLUSOES

A enzima PectinaMetilEsterase apresentou sensibilidade ao processo de
homogeneizacdo a uitra alta pressdo, visto que foram obtidas taxas de inativa¢do de 67% e
68% nos valores de pH 4,1 e 3,6, respectivamente. Também foi observada uma influéncia

do pH na mativagdo da enzima nos processos a pressdes de 150 MPa a 250 MPa.

E muito provavel que a inativagdo da PectinaMetilEsterase aumente com o uso de
pressdes de processo acima de 300 MPa, chegando a valores mais proximos daqueles
obtidos nos processos térmicos de pasteurizagio (aproximadamente 99%), o que n3o nos

foi possivel verificar devido as limitagdes do equipamento.
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CAPITULO 3 — Efeito do pH e da Pressdo sobre parimetros de Pasteurizacao de Suco

de Laranja no Processo de Homogeneizacio a Ultra Alta Pressio.

RESUMO

Atualmente, a tendéncia no gosto do consumidor para sucos de frutas ¢ cada vez
mais na dire¢do de produtos recém extraidos com sabor fresco e aroma natural. O suco de
laranja € um produto critico com respeito a este aspecto devido aos damos sensoriais e
nutricionais que ocorrem quando submetido & pasteurizagdo térmica tradicional. O
processamento a alta pressio de homogeneizagio pode ser uma boa alternativa a
pasteurizagdo termica tradicional, em especial para alimentos bombeaveis. O objetivo deste
estudo foi determinar a influéncia das pressdes de processo e do pH na taxa de inativagio
de PectinaMetilEsterase, da destruicBo de Lactobacillus plantarum e Saccharomyces
cerevisiae, na retengio do Acido Ascorbico e na manutengdo da cor no suce de laranja.
Suco de laramja da variedade Péra foi obtido através de uma extratora comercial e
congelado em garrafas plasticas; no dia do processo o suco foi descongelado em agua
corrente e processado imediatamente. O produto foi bombeado através de uma valvula de
homogeneizacdo a diferentes pressdes com o uso de dois intensificadores de pressio
sincronizados a uma vazio de aproximadamente 270 mL/min. A temperatura de entrada do
produto foi mantida a 10°C e sélidos solivers a 10,0°Brix. Apés o processo, o produto foi
imediatamente resfriado a 4°C com ¢ uso de uma serpentina de ago inox em um banho de
gelo. Foi utilizado um planejamento experimental fatorial completo 2° para avaliar o efeito
do pH (de 3,7 até 4,5) e da pressdo (de 100 até 300 MPa). As respostas analisadas foram a
inativagio da PectinaMetilEsterase, a manutencdo da cor, a retengio do Acido Ascorbico e
a destruicdo de Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisiae. As inativacdes
microbiana e enzimatica aumentaram com o aumento da pressio e a redugio do pH,
enquanto que a retengio do Acido Ascorbico diminuiu com o aumento do pH e da pressio.

A diferenga total de cor teve seu maximo nos menores valores da pressdo e do pH.

Palavras-chave: alta pressdo, homogeneizacdo, suco de laramja, inativacio enzimatica,
PectinaMetilEsterase, superficie de resposta, cor, Lactobacillus, Sacharomyces, Acido

Ascorbico.
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Effects of Pressure and pH on the Pasteurization factors of Orange Juice processed by

High Pressure Homogenization

SUMMARY

Nowadays, the trend in consumer taste for fruit juices is towards freshly squeezed
products with fresh taste and preserved natural flavor. Orange juice is a critical product
within this concept due to nutritional and sensory damage that occurs when it is submitted
to traditional thermal pasteurization. High Pressure Homogenization could be a good
alternative to the traditional thermal processes, especially for pumpable foods. The
objective of this study was to evaluate the influence of processing pressures and pH on the
destruction rates of PectinMethylEsterase, Lactobacillus plantarum and Saccharomyces
cerevisiae, ascorbic acid and color in orange juice. Orange juice from the Pera variety was
obtained using a commercial extractor and frozen in plastic bottles. For the microbial
assays the juice was sterilized (121°C/15min), inoculated with Lactobacillus plantarum (1.2
x 107 UFC/mL) or Saccharomyces cerevisize (2.9 x 10° UFC/mL) and processed
immediately. The juice was pumped through a homogenizer valve at different pressures
using two synchronized overlapped intensifiers at a flow rate of approximately 270
mL/min. The inlet temperature was kept at 10°C and soluble solids at 10.0°Brix. After
processing, the product was immediately cooled to 4°C using a stainless steel coil in an ice
bath. A complete 2° experimental design was used to evaluate the effect of pH (from 3.7 to
4.5) and pressure (from 100 to 300 MPa). The quality parameters analyzed were
PectinMethylEsterase inactivation, destruction rates of Lactobacillus plantarum and
Saccharomyces cerevisiae, ascorbic acid and total color difference (L, a, b color system).
Two-second order polynomial equations were successfully obtained for
PectinMethylEsterase inactivation and total color difference (R*=0.95 and 0.94,
respectively). Pressure had a bigger effect than pH on PectinMethylEsterase inactivation
and on the color difference. Microbial inactivation increased with pressure increase and pH
decrease, while ascorbic acid retention decreased with increase in pressure and pH. The
inactivation rate of PectinMethylEsterase reached its maximum at the higher pressure and
lower pH, while the total color difference reached its maximum at the lower pressure and

pH.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o consumidor tem aumentado a rejeigdo por alimentos industrializados,
que utilizam um largo espectro de aditivos com o objetivo de torna-los estaveis durante o
armazenamento. Essa tendéncia induz o estudo de novas tecnologias que representem
alternativas viaveis aos processos tradicionais de conservacdo, como os tratamentos
termicos. Alguns danos térmicos, como escurecimento nio enzimatico, a formagio de off-
flavours, e a redugdo do frescor do sabor e do conteudo vitaminico, sdo ocasionados
normalmente na pasteurizacdo de suco de laramja (Basak, 1996). Essas consequiéncias sdo
contrarias aos desejos do consumidor moderno de sucos de frutas, que busca um produto
semelhante a aquele recém extraido, com gosto a fresco e com integridade nutricional,

muito semelhante ao suco feito em casa (Bingnon, 1997).

Em 1889, Hite (Hite apud Smelt, 1998) iniciou os trabalhos com o tratamento a Alta
Pressdo (pressdo hidrostatica) como uma técnica potencial de preservagdo. O tratamento
" Hidrostatico a Alta Pressdo permite a inativacio de enzimas e microrganismos, deixando os
compostos volateis que conferem sabor, a maioria das wvitaminas e outras moléculas

pequenas, intactos (Smelt, 1998).

Atualmente, dois métodos de Processamento a Alta Press3o estdo disponiveis: o
Processo Hidrostatico, que utiliza um vaso de pressdo onde o produto € processado dentro
da embalagem final; este processo submete o produto a alta pressdo (até 700 Mpa) por um
tempo determinado com o objetivo de inativar enzimas e microrganismos, ¢ o Processo de
Homogeneizacio, que utiliza um homogeneizador, sendo o produto pressurizado a ate 320-
350 MPa, a qual € instantaneamente reduzida a pressdo ambiente com o uso de uma valvula
de homogeneizagio. A passagem através do orificio dessa valvula causa uma grande
aceleracio no produto, e juntamente com a expansio resultante sdo responsaveis pela
mudanga na conformagdo de enzimas e pela ruptura das células dos microrganismos,
ocasionando poucos ou nenhum dano as células dos alimentos e aos compostos
responsaveis pelo sabor. O resfriamento e o envase asséptico completam © processo

(Mermelstein, 1999).
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Uma vez que os processos térmicos tradicionalmente utilizados na pasteurizagio de
sucos 530 responsaveis pela degradagio das caracteristicas de sabor fresco, estes produtos
tornam-se fortes candidatos a aplicagdo da tecnologia a altas pressdes. O mercado de suco
de laranja pronto para o consumo (pasteurizado ¢ embalado em cartonados) apresentou um
crescimento de 138% entre os anos de 1992 e 2001 (chegando a 35.712 000 L), e possui um
potencial de aumento de vendas no mercado interno que pode ser alavancado por um
produto com qualidades sensoriais muito proximas ao suco fresco recentemente extraido,

atualmente ndo disponivel no mercado (Datamark, 2003).

A PectinaMetilEsterase € a enzima presente em maior propor¢ao no suco de laranja
e ¢ usualmente responsabilizada pelas perdas de qualidade neste produto. Atualmente, sua
inattvagdo € cornqueiramente utilizada como pardmetro de controle nos processos de

conservagio desse suco, como a pasteurizagio.

Para este estudo foram escolhidos microrganismos representativos da deterioracio
de sucos, os quats se desenvolvem em pH baixo e estio presentes amplamente no meio
ambiente. Dessa forma foi escothida a levedura Saccharomyces cerevisiae, uma vez que as
leveduras sdo a causa mais comum de detertoragdo em sucos de frutas, e a bactéria latica
Lactobacillus plantarum, freqientemente envolvida em problemas de deterioracio de

produtos vegetais acidos (Uboldi Eroa, 1989).
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Matéria-prima

Foram utilizadas laranjas (Cifrus sinensis) da vaniedade Péra, obtidas no mercado
local (Campinas — S P.) As frutas foram provenientes da cidade de Fernanddpolis - SP,

adquiridas no més de Agosto de 2002 e com o pardmetro Ratio de 20.2.

2.2. Culturas microbiolégicas

Foram utilizados Lactobacillus plantarum CCT 2552 (Fundacio Tropical de
Pesquisas e Tecnologia André Toselo, Campinas — S.P.) e Saccharomyces cerevisiae

isolado a partir de uma amostra comercial (suco de laranja pasteurizado — lote 3) pelo
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Laboratério de Termobacteriologia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos
da Universidade Estadual de Campinas. O preparo do indculo de Saccharomyces cerevisiae
foi feito em Caldo Extrato de Malte a 30°C por 24h, a partir da cultura mantida em rampa
de PDA (Potato Dextrose Agar) sob refrigeragdo. O preparo do indculo de Lactobacillus
plantarum foi realizado em caldo MRS (de Man, Rogosa e Sharpe) a 35°C por 20h, a partir
da cultura padronizada ¢ congelada. A padronizacdo do inéculo foi realizada através do
crescimento deste em caldo, seguido do repique desta cultura a 10% em um caldo MRS
esteril; o inoculo foi acondicionado em frascos de vidro de 50 mL e congelado a ~15°C.

Desta forma garantiu-se a homogeneidade do indculo para todos os testes.

2.3. Processamento a Alta Pressio

Foi utilizado um homogeneizador continuo modelo nG7400H:350 produzido por

STANSTED Fluid Power LTD (UK).

Para facilitar o processamento, for acoplade ao homogeneizador um sistema de
alimentagdo composto por duas valvulas de abertura e fechamento, de modo a permitir
alternar entre agua e produto. O processo era iniciado utilizando adgua para eliminar o ar do
sistema e estabilizar a press3o de processo (valvula de alimentagio da agua aberta e valvula
de alimentagio do produto fechada). Alcancado o regime, a valvula de alimentacio era

aberta iniciando a alimentacdo do produto (abertura da valvula de entrada do produto e

fechamento da entrada de agua).

O processo consistiu em bombear 0 suco através de uma valvula de
homogeneiza¢do com o uso de dois intensificadores de pressdo sincronizados, a uma vazio
de aproximadamente 270 mL/min. Apds a passagem pela valvula de homogeneizagdo, o
produto passava por um trocador de calor, tendo sua temperatura reduzida a

aproximadamente 30°C e seguia entdo para o sistema de envase.

O sistemna de envase é composto por uma valvula de trés vias localizada dentro de
uma cédmara de fluxo larninar (esterilizada com o uso de uma lampada Ultravioleta). Desta
forma era possivel efetuar o processo continuamente com a valvula de trés vias na posi¢do

de descarte ou de retirada de amostra de forma asséptica.



A limpeza de todo o sistema (alimentagdo, homogeneizador e envase) era realizada
pela eluicio do produto com agua. A sanifica¢io do sistema foi feita utilizando etanol a
70% (v/v) sendo este bombeado através do sistema até que o mesmo fosse totalmente

preenchido, permanecendo inundado por um periodo ndo inferior a 24h.

As temperaturas do produto foram medidas na entrada (termdémetro de vidro), apos
a valvula de homogeneizacdo, na entrada e na saida do trocador de calor (termopares tipo T

acoplados a um aquisitor de dados Bamnat Company - 12 Channel Scanning Thermocouple

Thermometer).

2.4. Processamento

Inicialmente os frutos foram selecionados para eliminar umdades podres e
danificadas e residuos de grande tamanho (principalmente folhas e galhos), em seguida os
frutos foram lavados com agua clorada 20 ppm de cloro livre (0,02 mg de hipoclorito de

sodio/L = 4 mL de uma solugdo de hipoclorito de sodio 0,5%/L), secos e armazenados a

8°C.

0O suco foi extraido em uma extratora Delijuicer modelo 731 Mi fabricada pela
Intercitrus Agroindustrial LTDA (Araraquara, S.P.), sendo submetido a acabamento atraves
de peneiras para reduzir o teor de polpa a aproximadamente 10,0% e para que fosse obtido
um suco com particulas de tamanho reduzido de modo que fosse possivel o processamento
no homogeneizador de alta pressdo. A menor abertura de penerra utilizada foi 0,297 mm
(MESH 48). Em seguida o suco foi acondicionado em garrafas plasticas PET (polietileno

tereftalado) e congelado em cimara a —20°C.

O estudo da otimizacgio foi realizado separadamente, consistindo em trés etapas do
planejamento experimental, onde a primeira visou otimizar a taxa de destrnuicao de
Lactobacillus plantarum, a segunda a taxa de destruicdo de Saccharomyces cerevisiae, € a
terceira a inativagio da PectinaMetilEsterase, retengdo de Acido Ascérbico e minimizar as

diferengas de cor provenientes do processo.

(5]
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No dia anterior as etapas um e dois, o suco foi descongelado em agua corrente e
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos, sendo armazenado em geladeira (8°C)
até processamento. Neste dia as embalagens para recolhimento das amostras processadas
(tubos de ensaio de vidro com capacidade para 60 mL) também foram esterilizadas nas
mesmas condicBes citadas. Uma carga de indculo de aproximadamente 10° UFC/ mL do
microrganismo em estudo foi utilizada para mocular o suco esténl de modo a obter uma
carga aproximada de 10° UFC/ mL. Nos processos que ndo envolveram  culturas

microbioldgicas o suco for descongelado em agua corrente e processado imediatamente.

O processamento foi realizado em um homogeneizador continuo modelo

nG7400H:350 produzido por STANSTED Fluid Power LTD (UK).

A temperatura de entrada do produto foi mantida a 10°C e solidos soluveis a
10,0°Brix para todos os processos do planejamento fatorial. Apds cada processamento, o
produto foi imediatamente resfriado a 4°C com o uso de uma serpentina de a¢o inox em um

banho de gelo.

Para a realiza¢io deste estudo foram estabelecidos os intervalos de pH de 3,7a4,5¢
de pressio de 100 a 300 MPa. O intervalo de pH foi escolhido levando-se em conta as
variagdes decorrentes do periodo e local da safra, bem como uma faixa de aceitagio para o
consumidor. Ja para a pressio, o limite inferior foi 0 menor nivel de pressdo que apresentou
significancia na destrui¢ao microbiana, de acordo com o capitulo 1 desta dissertacdo, e o

limite superior foi a pressio maxima de trabalho permitida pelo equipamento.

2.5. Analises Fisico-Quimicas e Enzimdtica
e pH(AO.AC. n°42.104 Official Method n® 981.12 (1997))
e Solidos Soluveis (A.O.A.C. n° 37.1.15 Official Method n® 932.12 (1997))

e Acido Ascorbico (A.O.A.C. n° 45.1.14 Official Method n® 96721 (1997)
modificado). A metodologia foi alterada pela substituigio do volume da amostra de
suco usada na dilui¢io de 10 mL para 20 mL, e da aliquota da amostra de suco

usada na analise de 5 mL para 20 mL.



Cor (foi utilizado o espectrofotdometro de cor modelo COLORQUEST II da
HunterLab. Para o suco de laranja (reagdes de escurecimento), utilizou-se o sistema
de cor HunterLab (Lab), o iluminante Dgs, um 4ngulo de observagio de 10° e uma
area de observagdo de uma polegada quadrada. A cubeta utilizada foi de vidro
opticamente limpo, sendo determinado nos testes preliminares de leitura de cor o

caminho Optico de 2 cm)

Atividade de Pectina Metil Esterase (PME) (Hagerman and Austin, 1986). O
método consiste em preparar um extrato enzimatico (2,4 mlL da amostra com 7,2
mL de NaCl 2M), o qual ¢ mantido em banho de gelo para manter inalterada a
atividade enzimatica residual. Separadamente, prepara-se uma solugio contendo 2,0
mL de solugdo 0,5% de pectina citrica, 0,15 mL de uma solucio 0,01% de Azul de
Bromotimol em tampéo fosfato 0,003M pH 7,5, e 0,75 mL de agua destilada. O pH
de todas as solugdes e também o do extrato enzimatico deve ser ajustado para 7.5
com NaOH 0,1 e 0,01N. Adiciona-se 2,9 mL da solugdo a cubeta e esta € colocada
dentro do espectrofotdmetro, em seguida adiciona-se 0,3 mL do extrato enzimatico
e inicia-se a medi¢do a 620 nm em intervalos de 10 segundos durante 2 minutos. A
interpolagio dos dados obtidos (calculo da regressdo linear entre tempo e
absorbancia) fornece uma reta de inclinagio negativa, com a qual se calcula a
atividade dessa enzima. Quanto malor essa inclinagdo (em valor modular), maior € a

atividade da enzima, a qual € calculada da seguinte forma:
“m” ¢ a inclinagfo da reta do grafico Absorbancia x Tempo (min),
A aliquota de extrato enzimatico utilizada (0,3 mL) contém 0,075 ml da amostra;

Segundo Stauffler (1989), uma variagdo de 0,0328 na absorbidncia (a 620 nm)

representa a produgio de 0,1 umol de 4cido galacturdnico;

Segundo Segel (1979), uma unidade internacional da enzima € a quantidade que

catalisa a formagdo de 1 umol do produto da reagdo em condicdes definidas;

Dessa forma; PMEu = T mx 40,6504
0,328 x 0,075



PMEy = quantidade da enzima que catalisa a formagdo de 0,1 ol de deido galacturdnico’ mim x mL de suco

Este método € capaz de detectar atividades de até 0,020 umol de acido

galacturdnico produzido por minuto (Hagerman & Austin, 1986).

2.6. Analises Microbiologicas

A contagem de Saccharomyces cerevisiae foi realizada por plaqueamento em
superficie utilizando o meio de cultura PDA (Potato Dextrose Agar), a contagem de
Lactobacillus plantarum foi realizada por plaqueamento em profundidade utiizando o meio
de cultura MRS Agar (de Man, Rogosa e Sharpe). Em ambas as contagens foram utilizadas
as metodologias para Contagem de Bolores e Leveduras e para Contagem de Bactérnias
Lacteas descritas por Vanderzant et al. (1992). O resuitado das analises microbioldgicas foi
expresso como o numero de reducdes logaritmicas (-Log (populagdo final/ populagio

imicial}) que cada processo ocasionou.

2.7. Planejamento Experimental

Foi elaborado um planejamento fatorial completo 2? para avaliar a interacio entre
pressdo de operacdo e pH, sendo utilizada a Metodologia de Superficie de Resposta para a

analise dos resultados. (Bruns, 1995). Dessa forma temos as seguintes variaveis:

Variaveis independentes: Pressdo e pH.

Varidveis dependentes: Numero de redugdes decimais de Lactobacilus plantarum,
Numero de rteducbes decimais de Sacharomyces cerevisiae, Inativagio de

PectinaMetilEsterase, retencdo do Acido Ascorbico, Diferenca de Cor.

De forma a permitir a elaboragdo de uma planejamento fatorial completo foram

escolhidos os intervalos de estudo das variaveis independentes levando em conta as

. .. a4 . .
projegdes para os valores nos pontos axiais, sendo que «=v2" | onde n é o nimero de

variaveis independentes, sendo assim:



a:@:%mlﬂmz

Com o valor de o, pode-se calcular os intervalos de estudo, o que € observado na

Tabela 1:
Tabela 1: Intervalos de estudo das varidveis
independentes
Variaveis - —1 0 +1 +X
Pressdo (MPa) 100 129 200 271 300
pH 3,70 3,82 4,10 4,38 4,50

Determinados os valores dos intervalos de estudo, pode-se determinar as condi¢des

dos ensaios, de acordo com o exemplificado na Tabela 2:

Tabela 2: Condigoes de ensaios com valores
codificados e reais

. - Pressdo
Ensaio pH Pressdo pH (MPa)

b -1 —~1 3,82 129
2 — +1 3,82 271
3 7 ~/ 4,38 129
4 +] +1 4,38 271
3 0 0 4,10 200
6 0 g 4,10 200
7 0 0 4,10 200
& 0 ~{, 4142 4,10 100
9 0 14142 4,10 300
10 ~1,4142 0 3,70 200
11 ~1,4142 0 4,50 200




3. RESULTADOSE DISCUSSAO

A Tabela

(dependentes) do planejamento experimental.

-~

3 apresenta o0s resultados experimentais das varidveis respostas

Tabela 3: Resultados obtidos para as varidveis de resposta do Planejamento Experimental
Pressio Retencdo Inativagio Diferenca  Nitmero de Numero de
Ensaio pH (MPa) Vit. C PME de Cor redugdes d‘e‘ ' redugée:s de' .
(%) (%) (DE)* L. plantarum>* 8. cerevisiae **
I 3,82 129 100,00 416 5,21 0,09 2,25
2 3,82 271 96,38 39,21 4,16 7,23 3,42
3 4,38 129 100,00 121 4,67 0,12 1,21
4 4,38 271 92,66 39,34 3,31 4,96 3,07
5 4,10 200 95,09 13,80 4,81 2,31 3,62
6 4,10 200 94,20 13,06 3,37 1,78 5,10
7 4,10 200 94,72 18,09 4,77 1,78 3,54
8 4,10 100 99,10 6,02 4,89 0,00 0,74
9 4,10 300 93,34 76,26 3,53 7,33 3,54
10 3,70 200 99,01 35,51 3,20 6,27 3,54
17 4,30 200 96,68 18,19 4,66 1,10 3,34

«DE= o

** Niimero de redugdes = - Log (carga final/carga inicial)

pracessado

- anc?a pmcessaa'o) + (b processedo - bnc?o procesmdo)

e}

v (L processade

- L

el

ndo processado )

Com base nos resultados apresentados na Tabela 3, foi realizada a analise destes, o

que € apresentado a seguir:

3.1. Inativacdo da PectinaMetilEsterase (PME)

3.1.1. Anadlise dos Efeitos

Através dos resultados dos ensaios 1 a 4 e dos pontos centrais (ensaios 5 a 7),

realizou-se a analise dos efeitos, que sfo apresentados na Figura 1.



Histograma de Efeitos

Efeito
o

-10
-15

Pressac pH x Pressdo

Figura 1: Histograma de Efeitos na Inativacdo da
PectinaMetilEsterase

Através da analise dos efeitos, notamos que a pressdo € a vanavel de maior
influéncia na inativagio da PME, tendo um efeito positivo na resposta (o aumento da

pressdo causa um aumento na inativa¢do da PME). O efeito do pH e da sua interagdo com a

pressdo sio relevantes e negativos.
3.1.2. Andlise do Modelo

A analise do modelo foi realizada ap0s a analise dos efeitos e utiliza todos os
ensaios realizados. Inicialmente, é feita a analise do modelo utilizando os valores
codificados das variaveis independentes. Desta forma, foram obtidos os coeficientes

apresentados na Tabela 4.



Tabela 4: Andlise do modelo para Inativa¢doe da PectinaMetilEsterase

. Limite de  Limite de
Desvio Confianca Confianca

Varidavel Efeito Padrio t{2) P e e
(erro puro) Inferior Superior

(-95%) (+95%)

Principal 15,6527 1,271595 12,3095 0,006535 10,1814719 21,12393
PH (L) ~-11,8265 1,557387 -7,59382 0,016903 -18,527402 -5,12561
PH Q) 7,189208  1,853676 3878352 0060511 -0,7863166 1316493
Pressdo (L) 48,13155 1,557387 30,90533 0,001045 41,4306565 54,83245
Pressio () 21,48135 1,853676 11,58851 0,007364 13,505628  29,45708
PH x PressGo  -8,45746  2,202467  -3,83999 0061616 -17,933906 1018994

L = Pardmetro Linear

@ = Pardmeiro Cuadratico

Obs.: Em negrito estdo os paramétrios significativos no nivel de significdncia estudado

Podemos observar pela Tabela 4 que apenas as variaveis pH (Q) e pH x Pressio

apresentaram nivel de significincia inferior a 95% (p>0,03). Porém, como estes valores

estdo bastante proximos ao limite os mesmos foram mantidos para a analise do modelo para

evitarmos a perda de informagdes relevantes. Os coeficientes de regressdo para a equagio

do modelo estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Coeficientes de regressdo para Inativacio da PectinaMetilEsterase
. Limite de  Limite de
Desvio Confianga Confianga
Variavel Efeito Padrio T(2) P . .
(erro puro) Inferior Superior
(-95%) (+93%)
Principal 15,6527  1,271395 12,3095 0006535 101814719 21,12393
PH (L) -5,91325  0,778693 -7,59382 0,016903 -9,2637009  -2,56281
PH (Q) 3594604 0,926838 3878332 0,060511 -0,3932583 7,582467
Pressdo (L) 24,06378 0,778693 30,90533 0,001045 207153283 2741622
Pressdo (Q)  10,74068 0,926838 11,58851 0,007364 6,75281398 14,7285+
pH x Pressdo  -4,22873  1,101233  -3,83999 0,061616 -89669532 (,509497

L = Pardmertre Linear

O = Pardmetro Quadrdtico

Qs coeficientes de regressdo (efeitos) sdo os coeficientes do modelo, o qual esta

apresentado abaixo:
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3.1.5. Andlise da eficiéncia das previsées do modelo

E possivel comparar os resultados obtidos experimentalmente com o resultado
previsto pelo modelo matematico através do uso do Grafico de Pareto, apresentado na
Figura 3:

Valeres Ohservados % Valores Preditas

Inativagio de PME
Erra pursc = 4 850381

WValores Fraditas
B
Y
-,s\

10 g it 20 30 44 50 &0 76 80 oo

Walores Observades

Figura 3: Grdfico de Pareto para a Inativa¢do da
PectinaMetilEsterase (PME)

A Figura 3 apresenta uma comparagdo grafica entre os resultados previstos pelo
modelo codificado e o resultado experimental, onde se observa que as previsdes do modelo
se aproximam dos resultados experimentais. Esta representacdo grafica ilustra a boa
qualidade do modelo obtido, pois os valores obtidos sio muito proximos aos valores

preditos.

Comparando a previsio do modelo com os resultados do capitulo 2 desta
dissertacdo, verifica-se a eficiéncia do modelo na regifio de estudo, uma vez que, em pH
3.6, foram obtidas mativagdes de 44,6 e 62,9 nas pressdes de 200 e 250 MPa,
respectivamente; as previsdes do modelo para as respectivas pressdes foram 37,24 e 64,80
A pH 4,1, foram obtidas inativagbes de 35,91 e 66,74 nas pressdes de 250 e 300 MPa,

respectivamente; as previsdes do modelo para as respectivas presses foram 37,96 e 70,94

43



3.1.6. Discussio

De acordo com nossas expectativas, e a exemplo do que OCOITe Nno Processo
hidrostatico, onde a redugdo do pH aumenta a inativagio da PME (Basak et al., 1996), o
aumento da pressio e a redugdo do pH incrementaram a inativacio da
PectinaMetilEsterase. Sendo assim, dentro das faixas de pressio e pH estudadas, as

melhores combinagbes para maxima inativagdo enzimatica estio nos extremos inferiores

para pH e superiores para pressdo

3.2. Diferenca Total de Cor (DE)

3.2.1. Andlise dos Efeitos

Atraves dos resultados dos ensaios 1 a 4 e dos pontos centrais (ensaios 5 a 7),

realizou-se a analise dos efeitos, que sdo apresentados na Figura 4

Histograma de Efeitos

Efeito

Figura 4: Histograma de Efeitos na Diferenca Total de Cor
(DE)
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Atraves da analise dos efeitos, notamos que a pressdo tem o dobro da influéncia do
pH na Diferenga de Cor, ambos possuindo um efeito negativo na resposta (o aumento da

pressdo ou do pH causa a redugo da diferencga de cor).
3.2.2. Andlise do Modelo

A analise do modelo foi realizada apos a analise dos efeitos e utiliza todos os

ensalos realizados Inicialmente, € feita a analise do modelo utilizando os valores

codificados das vanaveis independentes. Desta forma, foram obtidos os coeficientes
apresentados na Tabela 7.
Tabela 7: Andlise do modelo para a Diferenca Total de Cor (DE)
. Limite de  Limite de
Desvio Confianca Confianca
Varidvel Efeito  Padrio t(1) p e i
(erro puro) Inferior Superior
p (-95%) (+95%)
Principal 4,788084 0,017063 280,6087 0,002269 4,5712757 5004893
pH(L)  -0,535456 0017063 -31,3806 0,02028 -0,752266 -0,318647
pH (Q) 0,026178 0,022573 1159716 0433006 -0,2606363 0,312992
Pressdo (L) -1,086154 0,017063 -63,65444 0,01  -1,3029638 -0,869345
Pressdao (Q) -0,693791 0,022573 -30,73575 0,020705 -0,9806057 -0,406977
pH x Pressdo -0,134426 0,024131 -6,399492 (,098682 -0,4610399 0,152187

L = Pardmetre Linear
Obs.: Em negrite estio os paramétrios significativos no nivel de significdncia estudado

O = Pardmetro Quadrdtico

A Tabela 8 abaixo apresenta os coeficientes de regressdo obtidos para o modelo

utilizando-se somente as vanidvets significativas (p<0,03).



Tabela 8: Coeficientes de regressio para a Diferenca Total de Cor (DE)
Limite de  Limite de

Desvio
Variavel Efeito Padriao 1(1) P Confi aned Conf anea
(erro puro) Inferior Superior
(-95%) {(+95%)
Principal  4,803043  0,011171 4299744 0001481 466110788 4,944978
pH (L) -0,26773  0,008532 -31,3806  0,02028  -0,376133  -0,15932

Pressdio (1) -0,54308 0,008532 -63,6544 0,01 -0,65314819  -0,43467
Pressdo (Q)  -0,35251 0,010197 -34,5682 0,018411 -0,4820752 -0,22294

L = Pardmetroc Linear Q = Pardmetro Quadrdtico

Os coeficientes de regressdo (efeitos) sdo os coeficientes do modelo, o qual esta

apresentado abaixo:

Diferenca Total - 4 303043 — 0,26773 * pH — 0,54308 * Pressio — 0,35251 * Pressdo’
de Cor (DE)

3.2.3. Teste de Variincia

0O modelo foi submetido a um teste de varidncia para que fosse avaliada a validade

do mesmo. A Tabela 9 apresenta o resultado desse teste.

Tabela 9: Andlise de varidncia do modelo codificado para a
Diferenca Total de Cor (DE).
Fonte de Variacio SQ GL MQ Featcutado
Regressdo 3,628693 3 1209564 34,4
Residuos 0210942 6 0033157
Falta de Ajuste 0.210359 3 0,042072 72,3
Erro Puro 0.000582 1 0,000582
Total 3,839635 9
SO = Sema Quadrdtica dos desvios MO = SQ/GL = Média Quadrarica
GL = Graus de Liberdade F = MOregressao MOResiduo

Como o valor do pardmetro Fluiwad, para a regressao € 7,2 vezes maior do que o

valor tabelado (95%, 3, 6) de 4,75. O coeficiente de correlagdo “R¥ & de 0,945. Dessa
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3.3. Inativacio de Lactobacillus plantarum
3.3.1. Andlise dos Efeitos

A utilizagdo dos resultados dos ensailos 1 a 7, permitiu a realizagdo da analise dos
efeitos das variaveis independentes na Inativagdo de Lactobacillus plantarum, a qual ¢

apresentada na Figura 7.

Histograma de Efeitos

Efeito
QD = N W P D

]
Y

2 -

Figura 7:  Histograma de Efeitos na Inativacdo de
Lactobacillus plantarum

Um analise da Figura 7 permite estabelecer que o aumento da pressio ¢ mais
significante que a redu¢do do pH ou a interagio do aumento da pressdo com a redugdo do
pH, estes Gltimos apresentando efeito semelhante. Os valores negativos dos efeitos indicam
que a redugdo da variavel independente, pH, aumenta o valor da vanavel dependente, a
inativagdo de Lactobacillus plantarum. Embora.o nivel de sigmficancia utilizado tenha sido
de 10% (p<0,10), decidiu-se pela manutencio dos par@metros pH, e pH x Pressdo, pois

seus valores de “p” sdo muito proximos (p=0,11) ao valor utilizado.
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3.3.2. Andlise do Modelo

A Analise do Modelo € realizada com o objetivo de avaliar quais pardmetros serdo
significativos para a determinagdo do modelo matematico. Ela foi realizada através da
utilizacio de todos os ensaios, aqueles utilizados na Analise dos Efeitos adicionados dos
ensaios dos pontos axiais (ensalos 8 a 11). Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 10.

Tabela 10:  Andlise do Modelo para o estudo da Inativacdo de L. plantarum
Limitede  Limite de

Desvio Confianca  Confianca
Variavel Efeito Padrao 1(2) P . A
Inferior Superior
(erro puro}

(-90%) (+90%)
Principal ~ 2,02491  0,2432 832611  0,01412  1,314767  2,735045
pH (L) -2,3881  0,2978¢  -8,0175  0,0152  -3,25783  -1,51834
PH () 1,37256 035453  3,87I54  0,0607  0,337349  2,407769
Pressdo (L) 558784  0,29786 1876  0,00283  4,718097  6,457583
Pressdo () 1,35098  0,35453  3,81066  0,06248  0,315769  2,386188
pH x Pressdo  -1,1491 042123 -2,7279  0,1122]  -2,37907  0,080923

L = Pardmetro Linear @ = Pardmetro Quadrdtico

Obs.: Em negrito estio os paramétrios significativos no nivel de significéneia estudado

O unico pardmetro que ndo foi estatisticamente valido no nivel de significancia
estudado (p<0,10) foi a interacio entre pH e Pressdo, mas este foi mantido pois o valor de
“p” obtido (0,11) é muito préximo ao utilizado na analise. Dessa forma, foram obtidos os

coeficientes de regressdo para a equago do modelo, que sio apresentados na Tabela 11:
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Inativacio de Lactobacillus plantarum = 128,5094 -- 64,4479 * pH + 8,035352 * pH® +
0,099473 * Pressio + 0,000131 * Pressio” — 0,027360 * pH * Pressio

3.3.5. Anadlise da eficiéncia das previsdes do modelo

De modo a avaliar a eficiéncia das previsdes do modelo foi realizada uma
comparag¢do entre os resultados obtidos experimentalmente e a previsio do modelo. Com o

uso do Grafico de Pareto € possivel realizar essa comparagio, apresentada através da Figura

9:
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Figura 9: Grifico de Pareto para a Inativagio de Lactobacillus
plantarum

Segundo a Figura 9, observa-se que os valores obtidos s3o muito proximos aos

valores preditos pelo modelo, o que atesta a boa qualidade do modelo.

Como exemplo, nos experimentos realizados no Capitulo 1 desta dissertacio, foram
obtidos os seguintes resultados: 2,1 e >7,1 redugdes logaritmicas nas pressdes de 200 e 300
MPa, respectivamente. Para essas mesmas pressdes o modelo fornece as seguintes reducdes

logaritmicas 2,02 e 7,31, Esses resultados ilustram a eficiéncia das previsdes do modelo.



3.3.6. Discussio

De acordo com os resultados, a tendéncia observada € o aumento da inativagio com
o aumento da pressdo de processo, 0 que ndo viabiliza a obtengdo de uma regido de
maximo na Superficie de Resposta obtida para a regido estudada, pois a tendéncia da curva

indica que toda reducdo de pH e aumento de Pressdo sempre potencializario a inativagdo

microbioldgica.

3.4. Inativacio de Sacharomyces cerevisine

3.4.1. Andlise dos Efeitos

Com o objetivo de quantificar o efeito das variaveis independentes foi realizada a

Analise dos Efeitos utilizando-se os resultados dos ensatos 1 a 7, a qual ¢ apresentada na

Figura 10.

Histograma de Efeitos

Efeito

Pressao

Figura 10:  Histograma de Efeitos na Inativacdo de
Sacharomyces cerevisiae

Através da analise dos efeitos das variaveis independentes na resposta, foi

verificado que a interagdo entre pH e Pressio ndo foi estatisticamente significativa
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(p<0,20), dessa forma, a essa interagdo foi excluida e os valores dos efeitos recalculados; a
Figura 10 apresenta os valores dos efeitos, apos a eliminagio da interagio. Nota-se a menor
influéncia da variagdo do pH, se comparada com a influéncia da pressio, na inativacdo de
Sacharomyces cerevisiae. O valor positivo do efeito da Pressdo indica que seu aumento
acarreta o acréscimo da referida taxa de inativagio; do mesmo modé, o sinal negativo do

efeito do pH indica que seu decréscimo incrementa a taxa de inativacio citada.
3.4.2. Analise do Modelo

Para que seja possivel determinar os pardmetros significativos na determinacdo do
modelo, foi realizada a Anélise do Modelo, que utiliza todos os ensaios realizados. A

referida analise apresentou os resultados contidos na Tabela 13:

Tabela 13:  Andlise do modelo para Inativagdo de Sacharomyces cerevisiae
. Limite de  Limite de
Desvio Confianga Confianga
Varidavel Efeito Padrio t{2) P . .
(erro puro) Inferior Superior
(-80%) (+80%)
Principal 5421419 0,163852 33,08735 0,000912 5,11245763 5,7303812
pH (L) -0,419252 0,200678 -2,089181 0,1718% -0,7976529 -0,0408506
pH (O) -0.38103  0,238856 -1,595229 0251714 -08314212 00693611
Pressio (L) 3,435906 0.200678 1722119 0,003335 307750473 3,8343071
Pressdo () -2,681638 0,238856 -11,22701 0,00784 -3,1320295 -2,2312472
pHx Pressdo  0,339613  0,2838  1,196665 0,354051 -0,1933245 0,8747503

L = Pardmerro Linear Q = Pardmetro Quadrdtico

Obs.: Em negrito estdo os paramétrios significativos no nivel de significdncia estudado

Os parimetros pH quadratico e a interagdo do pH com a Pressdo nio foram
estatisticamente significativos no nivel de significincia estudado (p<0,20). Dessa forma,
esses parametros foram retirados para que fossem obtidos os coeficientes de regressdo para

a equacdo do modelo, os quais estdo contidos na Tabela 14



Tabela 14:  Coeficientes de regressio para Inativacdo de Sacharomyces cerevisiae
Limite de  Limite de

Desvio
Varigvel Efeito Padrao t(2) P Cz:_?':fi’;fa %?:ﬁa?§a
{erro puro) ouperior

(-80%) (+80%)
Principal 5242114  0,11922 4397009 0.000517 501731069 54669175
PH(L)  -0.209626 0,100339 -2,089181 0,17/89 -0,3988265 -0,0204253
Pressdo (L) 1,727953  0,100339 17,2219 0,003355 1353875237 19171535
Pressdio (Q) -1,284787 0,114146 -11,25565 0,007801 -1,5000226 -1,0695514

L = Pardmetro Linear ¢ = Pardametro Quadrdtico

Os coeficientes de regressdo apresentados na Tabela 14 s3o os coeficientes do

modelo, apresentado abaixo:

Inativacio de Sacharomyces cerevisiae = 5242114 — 0,209626 * pH + 1,727953 *
Pressdo — 1,284787 * Pressio”

3.4.3. Teste de Varidncia

O modelo obtido foi avaliado com relacdo a sua validade com a utilizagdo de um

Teste de Vanancia, cujos resultados estdao expressos na Tabela 15, a seguir:

Tabela 15:  Andlise de variincia do modelo codificado para
Inativacdo de Sacharomyces cerevisiae.

Fonte de Variacdo SQ GL MQ Fouicutado
Regressdo 3444175 3 11,48038 41,4
Residuos 1,939888 7 0277127
Falia de Ajuste 1,778804 3 03353761 4.4
Erro Puro 0 161084 2 3080542
Total 36,38164 10
S0 = Soma Quadrdtica dos desvios MO = SO/GL = Média Quadrdrica
GL = Graus de Liberdade F = MOnegressie/ MOrusiduo

O modelo avaliado foi classificado como estatisticamente preditivo e valido, pois o

parametro Foaicuads para a regressao € 20 vezes maior do que o valor tabelado (80%, 3, 7) de
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detectaveis em pressoes acima de 200 MPa, o que fornece resultados de inativacdo muito
proximos para todos os valores de pressio acima de 200 MPa, criando esse patamar. E
importante ressaltar que os valores obtidos na regifo de méximo, sdo a minima inativacio

nessa condigdo, pois ocorreu a inativacao total da carga microbiana.

Ogawa et al. (1990) estudou a inativagdo de bolores e leveduras em funcio da
pressdo (hidrostatica de 100 a 600 MPa) e do pH (de 2,5 a 4,5), dentre outros fatores, no
suco de “Satsuma mandarim” (Citrus unshiu), e ndo verificou dependéncia da inativa¢do
em relacdo ao pH para os microrgaﬁismos Sacharomyces bayanus, Mucor plimbeus,
Schizosacharomyces pombe, Sacharomyces cerevisiae, Hansenula anomala, Rhodotorula

glutinis, Pichia membranaefaciens e Aspergillus awamori.

3.5. Retencio de Acido Ascorbico
3.5.1. Andlise dos Efeitos

Com o objetivo de venficar a influéncia das variaveis na resposta, foi realizada a
Anélise dos Efeitos, que utiliza 0s resultados dos ensaios I a 7. Os resultados dessa analise

s30 apresentados na Figura 13:

Histograma de Efeitos

Efeito

Figura 13:  Histograma de Efeitos na Retencdo de Acido Ascorbico
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A analise dos efeitos permite observar que a pressao influencia a Retencio do Acido
Ascoérbico duas vezes mais que o pH, cujo efeito é muito proximo ao da interacio entre pH
e pressdo. Também € possivel observar que todos os efeitos s3o negativos, o que significa a
reducio da Retencdo do Acido Ascorbico com o aumento dos valores das variaveis (pH e

Pressdo).
3.5.2. Anialise do Modelo

Com a utiliza¢do dos resultados de todos os ensaios e apds a analise dos efeitos, foi
realizada a Analise do Modelo. Esta andlise permite avaliar quais pardmetros sdo
significativos e devem ser utilizados no calculo dos Coeficientes de Regressdo (coeficientes

do Modelo). O resultado obtido € apresentado na Tabela 16

Tabela 16:  Andlise do modelo para Retencdo do Acido Ascérbico

Limite de  Limite de

Desvio
Varidgvel ~  Efeito  Padrio 1(2) Cz:;f_;izfga %’ﬁi’;ﬁ“

(erro puro) (-95%) (+95%)

Principal ~ 94,66853 0,257785 367,238 0,00000741 93,55937  95,77769
pH(L)  -1,800816 0315723 -5,703792 0,02938947 -3,159261 -0,442371
pH(Q) 3322174 0,375788 8,840549 001255459 1,705288  4,93906
Pressio (I) -4,740713  0,315723 -15,01544 0,00440602 -6,099158 -3,382268
Pressio (Q)  1,695161 0375788 4,510948 0,04579396 0,078275  3,312047
pH x Pressio -1,967305 0,446497 -4,406087 0,04784381 -3,888427 -0,046183

L = Pardmetro Linear Q = Pardmerro Quadrdtico
Obs.: Em negrito estdo os paraméltrios significativos no nivel de significdncia estudado

Como todos os pardmetros apresentados na Tabela 16 foram significativos (p<0,05),
ndo foram necessarias exclusdes, sendo possivel obter os Coeficientes de Regressio para a

eguacdo do modelo, os quais estdo apresentados na Tabela 17:
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maior do que o valor tabelado (95%, 3, 5) que é de 5,05 e que o coeficiente de correlagio

“R” foi de 0,981.

Retencio do Acido Ascérbico = 422,2731 - 0,900408 * pH + 20,23694352 * sz +0,1*
Pressdo + 0,00016 * Pressio” — 0,046841 * pH * Pressdo

3.3.5. Andlise da eficiéncia das previsdes do modelo

Os resultados previstos no modelo codificado e obtidos experimentalmente podem
ser avaliados graficamente, o que permite a analise da eficiéncia das previsdes do modelo

com o resultados experimentais. Essa analise esta ilustrada na Figura 13:

Valores Observados % Valores Preditos
Erro Pure = 00,1993597

Retengdc de Witamina C

a1 t - T T T T v T =
100 | : : : e ]
o | ; : : P

_ _ o
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Figura 15:  Grdfico de Pareto para a Retencio do Acido Ascérbico

A boa qualidade do modelo foi verificada através do Grafico de Pareto, pois se

observa a proximidade dos valores obtidos aos valores preditos.

3.3.6. Discussdo

Os resultados de Retencdio do Acido Ascdrbico s@io muito interessantes, pois se
verificou que o aumento da Press@o de processo causou a diminuigdo da retengdo do Acido
Ascorbico, assim como o aumento do pH. A analise da Superficie de Resposta permite
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determinar uma regido otima onde as condi¢Bes de processo prejudicam a Retenc@o do
Acido Ascorbico: pressdes acima de 250 MPa e pH acima de 4,10 Uma possivel
explicacdo para a redugdo da Retengdo do Acido Ascorbico com o aumento da Pressdo € o
aquecimento existente, diretamente relacionado com a pressdao utiii:éada (quanto maior a
pressdo, maior O aquecimento), que ocorre no equipamento utilizado, ficando clara a
necessidade de alteragdes que minimizem esse problema. Sancho et al. (1999) estudaram o
efeito da pressdo hidrostitica sobre vitaminas hidrosoluveis em um sistema multivitaminico
e em alimentos. Comparativamente, a vitamina C (ascorbato) apresentou-se mais sensivel
que as vitaminas B1 (tiamina) e B6 (pinidoxina), pois teve perdas entre 10 e 13%, enquanto
gue as outras vitaminas tiveram uma variagdo maxima de 2,4%, nos processos de 200 a 600
MPa por 30 min. O processo a 400 MPa por 30 minutos resultou em uma reten¢do de
88 68% da quantidade de vitamina C em “Strawberry coulis”. Os resultados de Ogawa et
al. apud Sancho et al. (1999) indicaram que nd3o ha alteracio na concentragdo de acido

ascoOrbico apos o processamento a alta pressdo hidrostéatica de sucos citricos.

4. CONCLUSOES

A influéncia do pH e da Pressdo sobre todas as variaveis pdde ser avaliada e foi
possivel definir modelos estatisticamente validos e preditivos, além de serem obtidas

superficies de resposta para todas as variaveis dependentes.

Os resultados obtidos indicam que ndo foi possivel delimitar uma condi¢do Otima
para O processo, pois 0s mesmos apontam para possivels melhoras dos paridmetros
analisados com o aumento da pressio de processo. Sendo assim, a condigdo de processo
mais adequada é a que utiliza a maior pressio, neste estudo o hmite de uso do
equipamento, 300 MPa, que pode ser favorecida com o processamento de sucos de baixos
valores de pH. N&o é sugerida uma condigio otima de processo para o pH pois o
processamento em estudo visa a utilizagdo de suco de laranja natural, sem ajustes de pH, o

qual sofre variacdes decorrentes de saffa, clima e outras.
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CAPITULO 4 — Avaliagio da Vida de Prateleira do Suco de Laranja Pasteurizado

atraveés do Processo de Homogeneizacio a Ultra Alta Pressio.

RESUMO

A ocorréncia de defeitos de qualidade (perdas sensoriais e nutricionais) em produtos
alimenticios submetidos a processos de conservagdo que utilizam calor, e os anseios do
consumidor por produtos sauddveis (minimamente processados), sugerem o estudo de
outras alternativas a estes processos que evitem essas perdas e mantenham as caracteristicas
naturais do produto, os chamados processos nao térmicos. Para suco de frutas, a tendéncia
no gosto do consumidor € cada vez mais na direcio de produtos recém extraidos com sabor
fresco e aroma natural. Sob este aspecio, pode-se afirmar que o suco de laranja é um
produto critico devido aos danos decorrentes da pasteurizagio térmica tradicional. Dessa
forma, o processamento a Alta Pressdo de Homogeneizagio ¢ uma alternativa potencial a
pasteurizagdo térmica tradicional, mais especificamente para alimentos liquidos. Este
estudo foi realizado objetivando avaliar a estabilidade do suco de laranja pasteurizado sob
pressdo durante o periodo de armazenagem. Para efeito comparativo, foram produzidas
amostras tratadas termicamente e congelada. Suco de laranja da variedade Péra foi obtido
atraves de uma extratora comercial, dividido em trés lotes e processado. Um lote foi
submetido ao processamento sob pressdo, outro ac processo de pasteurizacdo térmica, € o
ultimo foi congelado para que servisse de comparativo. No processamento sob pressdo o
produto foi bombeado atraves de uma valvula de homogeneizagio na pressio de processo
com o uso de dois intensificadores de pressio sincronizados a uma vazio de
aproximadamente 270 mL/min. Apos o processo, o produto foi imediatamente resfriado a
4°C com o uso de uma serpentina de aco inox em um banho de gelo. A pasteurizagio
térmica foi realizada com o uso de uma unidade piloto de esterilizag3o continua, onde o
produto recebe o tratamento térmico através de trocadores de calor tubulares (95°C/ 30s). O
congelamento das amostras controle foi realizado em cdmara fria 4 -20°C. A temperatura
de entrada do produto foi mantida a 10°C e sdlidos soliiveis a 10,0°Brix. As amostras foram
armazenadas sob refrigeragdo a 10°C e avaliadas semanalmente quanto a: Contagem de
Bolores e Leveduras, Contagem Total, Atividade de PectinaMetilEsterase, quantidade do

Acido Ascorbico, Acidez, Brix, pH, Cor, Turbidez, e quanto a aceita¢do sensorial. Os
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produtos foram analisados até 45 dias de armazenamento, sendo que as andlises de pH,
Brix, Acidez, Cor e as Contagens Microbilologicas apresentaram pouca variagdo durante o
periodo de analise. Os resultados de Atividade de PectinaMetilEsterase ¢ de Turbidez
tambem foram relativamente constantes mas diferenciaram-se pelas diferengas entre as
amostras, onde a amostra processada termicamente obteve melhores resultados. A
quantidade do Acido Ascorbico apresentou alteragdes durante o armazenamento nas duas
amostras processadas, sendo que a amostra processada sob pressdo iniciou uma reducio
antes da amostra processada termicamente, mas ao final do periodo possuia uma maior
quantidade. Sensorialmente, a amostra congelada se diferenciou das outras claramente
durante todo o periodo de andlise, ndo existindo muitas diferencgas entre as outras amostras
na maioria dos casos. Com 45 dias de armazenagem, as trés amostras apresentaram

diferencas significativas somente com relagio ao aroma.

Palavras-chave: alta pressfio, homogeneizagio, suco de laranja, pasteurizacdo, Vida de

Prateleira, PectinaMetilEsterase, Acido Ascérbico.
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SUMMARY

The occurrence of quality defects (sensory and nutritional damage) in foodstuffs
submitted to traditional heat preservation processes, and the desire of the consumer for
healthy products (minimally processed), suggests the need to study new alternatives to
avoid these losses and preserve the natural characteristics For fruit juices, the trend in
consumer taste is towards freshly squeezed products with fresh taste and preserved natural
flavor. Considering this point of view, orange juice is a critical product due to the
nutritional and sensory damage that occurs when it is submitted to traditional thermal
pasteurization. Thus, High Pressure Homogenization has been shown to be an alternative to
the traditional thermal pasteurization, mainly for pumpable foods. The objective of this
work was to evaluate the stability of pasteurized orange juice by high pressure
homogenization during the storage period. For comparative purposes, a heat treated and a
frozen sample were produced. Orange juice from the Pera variety was obtained using a
commercial extractor, divided into three batches and processed. The first batch was
submitted to processing under pressure, the second to thermal pasteurization, and the third
was frozen. The pressurized product was pumped through a homogenizer valve using two
synchronized overlapped mtensifiers at a flow rate of approximately 270 mlL/min. After
processing, the product was immediately cooled to 4°C using a stainless steel coil in an ice
bath. Thermal pasteurization was accomplished usig of a continuous sterilization pilot unit,
where the product receives the thermal treatment through tubular heat exchangers (95°C/
30s). The freezing of the control samples was done in a freezing tunnel at -20°C. The
samples were stored under refrigeration at 10°C and evaluated weekly for: Mold and Yeast
plate count, Total plate count, PectinMethylEsterase Activity, residual Ascorbic Acid,
Acidity, Brix, pH, Color, Cloud Stability, and a sensory evaluation. The products were
analyzed for up to 45 days of storage. The values for pH, Brix, Acidity, Color and the
Microbial Counts presented little variation during the analysis period. The results for
PectinMethylEsterase Activity and Cloud Stability were also relatively constant but they
differed among the samples, where the thermical processed sample obtained better results.
The amount of ascorbic acid presented alterations during storage in the two samples

processed, and the sample processed under pressure presented a reduction earlier than the
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heat processed sample, but at the end of the period it showed a higher value. Concerning
the sensory evaluation, the frozen sample showed a better acceptance during the entire
pertod. At the end of the period (45 days) the three samples only presented significant

differences with respect to aroma.

Keywords: high-pressure, homogenization, orange juice, PectinMethylEsterase, Shelf-life,

pasteurization, Ascorbic Acid.
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1. INTRODUCAO

Na maioria das vezes, os processos iradicionais de conservacdo de alimentos
causam perdas nutricionais e organolépticas no produto, a exemplo do que ocorre no suco
de laranja pasteurizado termicamente (escurecimento nio enzimatico, formacio de off-

flavours, redu¢do do sabor fresco e do contetido vitaminico do suco).

Atualmente, essas conseqiiéncias no sdo compartilhadas pelo consumidor que
busca alimentos livres de aditivos, estaveis durante a vida de prateleira e que tenha sofrido

0 processo mais brando possivel.

No que se refere a sucos de frutas, esse anseio do consumidor ¢ traduzido como um
produto recém extraido, com gosto fresco e integridade de sabor e vitaminas, o mais

parecido possivel com os sucos feitos em casa (Bingnon, 1997).

Desde os trabalhos de Hite em 1889, o tratamento a Alta Pressio ¢ conhecido como
técnica potencial de preservacio pois causa a inativagio de microrganismos e enzimas
deixando moléculas pequenas como compostos volateis que conferem sabor e a maioria das

vitaminas intactas (Smelt, 1998).

Existem dois métodos para o processamento a alta pressdo. O mais conhecido e
estudado € o Método de Alta Pressio Hidrostatica, onde o produto é processado dentro da
embalagem final no interior de um vaso de pressio; o outro é o Meétodo de
Homogeneiza¢do de Alta Pressdo que utiliza um homogeneizador de alta pressdo, onde dois
intensificadores impulsionam o produto através de uma valvula de homogeneizagio em
pressdes de até 320 MPa. A passagem pelo orificio dessa valvula ocorre a uma velocidade
muito elevada, 0 que provoca a inativacdo de microrganismos e enzimas, mantendo intactos
as células do alimento e de sabor; no final do processo o produto é resfriado em um

trocador de calor (Mermenstein, 1999).

O suco de laranja € um candidato natural ao uso dessa tecnologia haja visto que a
maioria desses produtos prontos para o consumo existentes do mercado apresentam perdas

de qualidade com relagdio a sabor e ao contetdo vitaminico. O mercado de suco de laranja
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pronto para o consumo (pasteurizado e embalado em cartonados) apresentou um
crescimento de 138% entre os anos de 1992 e 2001 (chegando a 55.712.000 L), e possui um
potencial de aumento de vendas no mercado interno que pode ser alavancado por um
produto com qualidades sensoriais muito proximas ao suco fresco recentemente extraido,

que atualmente nio esta disponivel no mercado (Datamark, 2003).

Este estudo visa avaliar a estabilidade do suco de laranja processado através do
Metodo de Homogeneizacdo a Ultra Alta Pressdo durante seu armazenamento sob

refrigeragdo, em comparagio com o produto pasteurizado termicamente € um congelado.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Matéria-prima

Foram utilizadas laranjas (Citrus sinensis) da variedade Péra, obtidas no mercado
local (Campinas — S.P.) As frutas foram provenientes da cidade de Fernandépolis — SP,

adquiridas no més de Feveretro de 2003 e com o pardmetro Ratio de 23,0.

2.2. Processamento a Alta Pressao

Foi utilizado um homogeneizador continuo modelo nG7400H:350 produzido por

STANSTED Fluid Power LTD (UK).

Para facilitar o processamento, foi acoplado ao homogeneizador um sistema de
alimentacio composto por duas valvulas de abertura e fechamento, de modo a permitir
alternar entre agua e produto. O processo era iniciado utilizando agua para eliminar o ar do
sistema € estabilizar a press&o de processo (valvula de alimentacdo da agua aberta ¢ valvula
de ahmentacdo do produto fechada). Alcangado o regime, a valvula de alimentagdo era
aberta tmciando a alimentacio do produto (abertura da valvula de entrada do produto e

fechamento da entrada de agua).

O processo consiste em bombear o suco através de uma valvula de homogeneizagio
com o uso de dois intensificadores de pressdo sincronizados, a uma vazio de

aproximadamente 270 mL/min. Apds a passagem pela valvula de homogeneiza¢io, o
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produto passava por um trocador de calor, tendo sua temperatura reduzida a
aproximadamente 30°C, seguindo para uma serpentina de aco inox em banho de gelo, o que
resfriava o produto a aproximadamente 4°C, para finalmente seguir para o sistema de

envase.

O sistema de envase era composto por uma valvula de trés vias localizada dentro de
uma camara de fluxo laminar (esterilizada com o uso de uma lampada Ultravioleta). Desta
forma era possivel efetuar o processo continuamente com a valvula de trés vias na posicio

de descarte ou de retirada de amostra de forma asséptica.

A limpeza de todo o sistema (alimentagio, homogeneizador e envase) foi realizada
pela eluigdo do produto com agua. A sanificagdo do sistema foi feita utilizando etanol a
70% {v/v) sendo este bombeado através do sistema até que o mesmo fosse totalmente

preenchido, permanecendo inundado por um periode ndo menor que 24h.

As temperaturas do produto foram medidas na entrada (termémetro de vidro) e apds
a valvula de homogeneizagdo, na entrada ¢ na saida do trocador de calor com termopares
tipo T acoplados a um aquisitor de dados (Barnat Company — 12 Channel Scanning

Thermocouple Thermometer).

2.3. Processamente

Inicialmente os frutos foram selecionados para eliminar unidades podres e
danificadas e residuos de grande tamanho (principalmente folhas e galhos), em seguida os
frutos foram lavados com é4gua clorada 20 ppm de cloro livre (0,02 mg de hipoclorito de

sodio/L. = 4 mL de uma solucdo de hipoclorito de sédio 0,5%/L), secos e armazenados a

8°C.

O suco foi extraido em uma extratora Delijuicer modelo 731 Mi fabricada pela
Intercitrus Agroindustrial LTDA (Araraquara, S.P.), sendo submetido a acabamento através
de penetras para reduzir o teor de polpa a aproximadamente 10,0% e para que fosse obtido
um suco com particulas de tamanho reduzido de modo que fosse possivel o processamento

no homogeneizador de alta pressio. A menor abertura de peneira utilizada foi 0,297 mm

(MESH 48).



Com o objetivo de avaliar comparativamente o processamento a Alta Pressio do
suco de laranja, o lote de suco foi dividido em trés, sendo um pasteurizado termicamente
(95°C por 30 segundos), outro congelado (em camara a —18°C) e o altimo processado sob
pressdao. As amostras processadas sobre pressio e pasteurizadas termicamente foram

armazenadas durante o periodo de estudo a 10°C.

Para a realizagio desse estudo foram utilizadas como embalagens garrafas de vidro
de 500 mlL, com tampa metalica de rosca, as quais foram esterilizadas em autoclave a

121°C por 15 minutos.

O processo a alta pressao foi realizado a 300 MPa utilizando o homogeneizador
continuo modelo nG7400H:350 produzido por STANSTED Fluid Power LTD (UK). Este
nivel de pressio para o estudo foi escolhido com base nos estudos realizados anteriormente
(capitulo 1, 2 e 3 desta dissertag4o), tendo em vista que o principal desafio tecnologico para

O processo era a inativagdo da PectinaMetilEsterase, cujo melhor resultado obtido

anteriormente for nesse valor de pressio.

O processo térmico de pasteurizacio foi feito com a utilizagio de uma unidade
piloto de esterilizagdo modelo UHT-HTST Lab-25-DH, fabricado por Microtermics, USA.
Nesta simulagdo do processo industrial de pasteurizacio de suco de laranja foi utilizado o

bindmio 95°C por 30 segundos, pois este tratamento € reconhecido industrialmente como

mais adequado para esse produto.

A temperatura de entrada do produto foi mantida a 10°C e solidos soliveis a

10,0°Brix.

2.4. Anailises Fisico-Quimicas e Enzimatica
e pH(AOAC n°42.1.04 Official Method n° 981.12 (1997))
e Acidez Total Titulavel (A O.A.C. n° 37.1.37 Official Method n° 942.15 (1997))

e Solidos Soliveis (A.O.A.C. n°37.1.15 Official Method n® 932.12 (1997))
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Relacdo Solidos Soluveis/ Acidez (relagdo direta entre os resultados para solidos

soluveis e Acidez Total Titulavel)

Acido Ascérbico (AOAC. n° 451.14 Official Method n° 96721 (1997)
modificado). A metodologia foi alterada pela substitui¢do do volume da amostra de
suco usada na diluicdo de 10 ml para 20 ml., e da aliguota da amostra de suco

usada na analise de 5 mL para 20 mL.
Turbidez (Cameron et alii, 1997).

Cor (Foi utithzado o espectrofotometro de cor modelo COLORQUEST 1I da
HunterLab. Para o suco de laranja (reacdes de escurecimento), utilizou-se o sistema
de cor HunterLab (Lab), o iluminante Dgs, um 4ngulo de observagio de 10° e uma
area de observagdo de uma polegada quadrada. A cubeta utilizada € de vidro
opticamente limpo, sendo determinado nos testes preliminares de leitura de cor o

caminho optico de 2 cm)

Atividade de Pectina Metil Esterase (PME) (Hagerman and Austin, 1986) O
meétodo consiste em preparar um extrato enzimatico (2,4 ml da amostra com 7.2
ml de NaCl 2M), o qual é mantido em banho de gelo para manter inalterada a
atividade enzimatica residual. Separadamente, prepara-se uma solugfo contendo 2,0
mL de solucdo 0,5% de pectina citrica, 0,15 mL de uma solugio 0,01% de Azul de
Bromotimol em tampao fosfato 0,003M pH 7,5, € 0,75 mL de agua destilada. O pH
de todas as solugbes e também o do extrato enzimatico deve ser ajustado para 7.5
com NaOH 0,1 e 0,01N. Adiciona-se 2,9 mL da solugido a cubeta e esta € colocada
dentro do espectrofotometro, em seguida adiciona-se 0,3 ml. do extrato enzimatico
e inicla-se a medicao a 620 nm em intervalos de 10 segundos durante 2 minutos. A
interpolagio dos dados obtidos (calculo da regressio linear entre tempo e
absorbancia) fornece uma reta de inclinagdo negativa, com a qual se calcula a
attvidade dessa enzima. Quanto maior essa inclinagdo (em valor modular), maior € a

atividade da enzima, a qual € calculada da seguinte forma:

“m” € a inchinagdo da reta do grafico Absorbancia x Tempo (min);



- A aliquota de extrato enzimatico utilizada (0,3 mL) contém 0,075 mL da amostra,

- Segundo Stauffler (1989), uma variagdo de 0,0328 na absorbancia (a 620 nm)

representa a produgdo de 0,1 pmol de 4cido galacturdnico;

- Segundo Segel (1979), uma unidade internacional da enzima € a quantidade que

catalisa a formacgfo de 1 pmol do produto da reagiio em condicdes definidas;

Dessa forma: PME = oo = mix 40,6504
0,328x0,075

3

FPMEu = quantidade da enzima que catalisa a formagdo de 0,1 umol de dcido galacturénico’ mim x ml de suco

Este metodo € capaz de detectar atividades de até 0,020 pmol de acido

galacturdnico produzido por minuto (Hagerman & Austin, 1986).

2.5. Andlises Microbiolégicas

A contagem de Bolores e Leveduras foi realizada por plaqueamento em superficie
utilizando o meto PDA (Potato Dextrose Agar) acidificado com 0,1% de cloranfenicol; a
contagem de Bactérias Totais foi realizada por plaqueamento em profundidade utilizando o
meito PCA (Plate Count Agar). Em ambas as contagens foram utilizadas as metodologias

para Contagem de Bolores e Leveduras e para Contagem de Bactérias Totais descritas por

Vanderzant et al. (1992).

2.6. Analise Sensorial

Foram elaborados testes de preferéncia usando escalas estruturadas. Para verificar as
diferengas entre os processos, as amostras foram avaliadas nos seguintes aspectos: modo
geral, sabor, aroma, cor e intencido de compra. Somente a escala para intengdo de compra
apresentava valores variando de 1 a 5 (certamente ndo compraria até certamente
compraria), as restantes seguem a escala de 1 a 9 (desgoster muitissimo a gostel

muitissimo) {Stone et al., 1983).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

Como ja mencionado anteriormente, as amostras forma armazenadas a 10°C e

analisadas a cada semana até completar 45 dias de estudo.

3.1. Contagens Microbiolégicas

As Tabelas 1 e 2 apresentam os resultados da Contagem de Bolores e Leveduras e

da Contagem Total nas amostras em estudo.

Tabela 1: Contagem de Bolores e Leveduras nas
amostras dos diferentes processos durante a estocagem.

Contagem por Amostra (UFC/mlL)*

Tei‘npo Alta Pressdo Trat.

(dias) Térmico Congelada
<] <7 3,80. 10° **
<] < ] 1,40 10°

14 </ <] 1,08 10°
21 <] < ] 1,16 . 10°
35 <] </ 1,59, 10°
45 < 7 <1 7.65. 107

*UFC = Unidades Formadoras de Colénias

** Contagem inicial de rodas as amostras

Tabela 2: Contagem Total nas amostras dos

diferentes processos durante a estocagem.

Contagem por Amostra (UFC/mlL)*

Ter‘npo Alta Pressdo Trat.
(dias) Térmico Congelada
< ] < ] 570. 10° **
< ] <] 1,15, 10"
14 < ] <] 420 10°
21 < < I 2,95.10°
35 < J < ] 385.10°
43 <] < 495 10°

*UFC = Unidades Formadoras de Colonias
** Contagem inicial de todas as amostras
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Nas duas contagens, as amostras provenientes dos processos térmico e sob pressio
nao apresentaram contagem em nenhuma analise, sendo o resultado expresso de acordo
com a metodologia (<1 UFC por mL de suco). Também nas duas contagens, a amostra
congelada apresentou uma reduclo significativa na primeira semana, o que pode ser
explicado pelo efeito do congelamento na desttuicdo dos microrganismos. A contagem

inicial de todas as amostras ¢ igual a contagem no tempo zero da amostra congelada.

3.2. Analises Fisico-Quimicas

As Tabelas 3, 4 e 5 apresentam os resultados do monitoramento do pH, *Brix

e Acidez, respectivamente, das amostras durante o armazenamento.

Tabela 3: Variacdo do pH nas amostras dos
diferentes processos durante a estocagem.
Tempo pH
(dias) Alta Pressdo Trat. Térmico Congelada
g 424 #0001 424 £002 423 +0,01
7 4,26 £ 0,01 427 +0,01 426 + 0,01
14 4,16 + 0,01 415 #0010 425 + 0,00
21 4,18 £ 002 423 #£002 424 + 0,0
33 418 # 0,01 422 #0,0f 425 = 001
43 4,22 #0001 420 001 427 +00]

Tabela 4: Variacdo da Acidez Total Tituldvel nas amostras dos
diferentes processos durante a estocagem.

Acidez (g acido citrico anidro/1 00%)
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Tempo (dias) ro—
Alta Pressdo Trat. Térmico Congelada
0 0,445 0,001 0,444 £0,005 0441 + 0,002
7 0,465 + 0,004 0,459 0,005 0,464 + 0,003
14 0,446 + 0,005 0,449 + 0,002 0,446 + 0,004
21 0,446 0,003 0,444 + 0,003 0,430 £ 0,003
35 0,460 £ 0,002 0,435 + 0,003 0,444 + 0,004
45 0,438 0,003 0,437 + 0,002 0,437 + 0,004




Tabela 5:

Variacio do °Brix nas amostras dos
diferentes processos durante a estocagem..

Tempo (dias) “Brix (200?)
Alta Pressdo Trat. Térmico Congelada
10,23 + 0,06 10,10 £ 0,10 10,17 + 0,06
10,74 # 0,29 10,79 +# 0,13 10,71 + 0,17
14 11,07 # 0,06 10,64 £+ 0,00 10,61 + 0,06
21 10,68 + 0,00 10,68 + 0,00 10,24 # 0,06
35 10,67 + 0,06 10,60 + 0,10 10,37 + 0,06
43 1062 # 0,12 10,55 + 0,06 10,52 + 0,06

Os resultados apresentados para pH, Acidez e “Brix sdo praticamente constantes ao

longo do tempo em cada processo nas analise citadas. Essa auséncia de varia¢Bes ao longo

do periodo de estudo fornece indicios de que nio ocorreram reacdes quimicas ou

crescimento microbiano que levassem a alteragBes relevantes nos produtos analisados. A

partir dos dados das Tabelas 4 e 5 ¢ possivel calcular o pardmetro “Ratio” que avalia a

maturagido da fruta através da estimativa da quantidade de agicar formado em relagdo a

quantidade de acido existente; a Tabela 6 apresenta esse resultado:

Tabela 6: Variagdo da Relagio Brix/Acidez nas
amostras dos diferentes processos durante a estocagem.
Ratio (Brix/ Acidez)
Lo e Fressio  Trat
(dias) @ fressao  ran Congelada
Térmico
0 23,00 22,75 23,07
7 23,10 23,33 23,08
14 24,83 23,68 23,78
21 23,96 24,06 23,80
33 23,20 23,32 23,34
45 23,19 23,10 24,09
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E possivel observar que as amostras apresentaram altos valores para o Ratio. Esses
valores mais altos sio explicados pelo fato das laranjas utilizadas serem de fim de safra,
sendo esse fendmeno esperado nesse periodo, e pela origem desses frutos (Regiio de Sio

Jose do Rio Preto), cujo clima favorece a ocorréncia desse fendmeno no final de safra.

3.3. Cor

Durante o periodo de armazenagem também foi medida a cor das amostras de suco,

cujos resultados sio apresentados na Tabela 7:

Tabela 7: Variagdo dos parimetros de Cor nas amostras dos
diferentes processos durante a estocagem.
Cor
Tempo (dias) Alta Pressdo Tr;té;z:;ir;to Congelada
L a b L a b L a b

0 43,29 -2,42 1389 4287 -1,09 14,49 39,64 -1,04 12,77
7 42,55 -2,39 13,40 41,79 -1,09 13,92 38,73 -0,84 12,55
14 42,59 -2,39 13,68 41,95 -1,12 14,03 38,63 -0,92 13,68
21 42,77 -2,49 13,59 43,79 -0,88 15,38 3871 1,04 12,43
35 42,31 -2,39 1344 42,65 -1,10 14,49 3890 -0,92 12,67
45 41,88 -2,34 1282 42,25 -1,24 13,92 39,23 -1,00 12,82

Desvio Padrdo: # 0,01

Os pardmetros de cor avaliados também apresentaram baixa vanagdo durante o
tempo de monitoramento. E possivel verificar diferencas entre as amostras, que sdo mais
facilmente mensuradas através do célculo das diferengas de cor Total € no Croma, entre as

amostras processadas e a amostra sem processo no tempo zero, listadas na Tabela §:
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Tabela 8: Diferencas de Cor nas amostras dos diferentes processos

durante a estocagem.

Diferencas de Cor

Tempo (dias) Alta Pressdo Tratamento Térmico
Total Croma Total Croma

4,06 1,78 3,66 1,72

7 427 177 3,37 1,40

14 4,22 1,47 3,35 0,42

21 4,46 1,86 3,88 2,95

35 3,79 1,66 4,17 183

43 2,97 1,34 3,23 1,12

Toral = ‘((a

! l - "
Croma= ‘{ (a processado ~ Qcongelado tempo Q). + (‘5 processade ~ Pcongelads tempo 0}

o _ 7 Y]
processade ™ Ceongeladatempo O } + (5 processade ~ Yeongelado tempo G} + (L processado Lcongelada tempo O ).

De acordo com a Tabela 8, a amostra processada sob pressio apresenta uma maior

diferenca de cor com relagio aquela tratada termicamente quando comparadas com a

amostra ndo processada no tempo zero.

3.4. Atividade de PectinaMetilEsterase

A Figura | apresenta os resultados da analise da Atividade de PectinaMetilEsterase

durante o periodo em analise:
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Atividade de PectinaMetilEsterase

—fl—congelado
—&— Alta Pressio
——Trat. Térmico

Atividade (PEu)
[ow]
2
faw)

0.00 ; : ; .
0 7 14 21 28 35 42 49
Tempeo {dias)
Figura 1: Acompanhamento da Atividade de PectinaMetilEsterase das

trés amostras durante a vida de prateleira

Nota-se claramente a maior inativacio da enzima no processo de tratamento
térmico, o que teoricamente seria decisivo na determinagio da vida de prateleira do
produto. O suco processado sob pressdo apresentou uma inativagio de aproximadamente
57% e o que sofreu o tratamento térmico aproximadamente 88%. Durante o periodo de
analise as variagdes ndo foram muito grandes. A atividade enzimatica da amostra congelada

no “fempo zero” ¢ a atividade das amostras antes do processamento.

3.5. Turbidez

A medida da turbidez ¢ largamente utilizada como parimetro de qualidade para
bebidas citricas, onde sua manutencio € almejada. Quanto maior seu valor, maior € a
quantidade de luz que passa através da amostra, e mais degradada a amostra estd. A Figura

2 apresenta o monitoramento no periodo estudado:
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Turbidez (%%)

—t+— Congelado
~ ~o— - Alta Pressio

- -A---Trat. Témmico

14,00 -
< 12,00 -
2 H
E 1000 ¢
e e
E.E R0 &~ T e
=
6,00 =
400 2 B, S X
200 - Tk Boeimi e B g
0,00 -
a 7 14 21 28 35 42
Tempo (dias)
Figura 2: Monitoramento da Turbidez das trés amostras durante a vida
de prateleira

A amostra mais estavel, com relagio a turbidez, foi a submetida a tratamento
térmico, ou seja € a amostra que possui maior quantidade de substincia em suspengdo, ou
ndo degradada. E usual estabelecer uma relag@o entre a atividade da PectinaMtilEsterase e a
Turbidez, quanto maior a inativagdo da enzima, menor serd a passagem de luz (menor a
Turbidez). Os resultados sdo condizentes com aqueles da atividade da PectinaMtilEsterase,
uma vez que era esperado que uma menor quantidade de enzima causasse uma menor

degradac¢io no produto

3.6. Acido Ascérbico

A estabilidade do Acido Ascérbico durante o periodo de estocagem esté ilustrada

através da Figura 4.
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Figura 3: Acompanhamento das perdas no teor de Acido Ascérbico das trés

amostras durante a vida de prateleira

E interessante observar uma maior redugdo do teor de Acido Ascorbico na amostra
sob pressdo, no inicio das analises, e a redu¢do na amostra tratada termicamente ao final do
periodo de analise. Ao final do periodo a amostras tratada sob pressdo e processada
termicamente apresentaram praticamente a mesma quantidade de 4cido ascorbico. Esses
resultados vdo contra aos obtidos com o processo hidrostatico uma vez que o processo a
500 MPa por 10 min a 20°C reteve 99,6% da vitamina (Ogawa et al, 1992). A perda
ocorrida no processo de homogeneiza¢do pode ser explicada pelo efeito do aquecimento do
produto apos a passagem pela valvula de homogeneizagio até o resfriamento no trocador de

calor, e por uma possivel incorporagdo de ar durante a passagem do produto pela valvula de

homogeneizagio.
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3.7. Analise Sensorial

Durante todo o periodo de anélise, as amostras dos diferentes tratamentos foram
avaliadas sensorialmente através de um teste de preferéncia, cujos resultados estdio

apresentados na Tabela 9:

Tabela 9: Resultados do Teste de Preferéncia utilizado na Andlise Sensorial dos produtos
dos diferentes processos durante o periodo de armazenamento
0 dias 7 dias
Atributo Alta  Tratamento Congelada Alta  Tratamento Congelada
Pressdo  Térmico Pressdo Térmico
Modo Geral 6,4 6,5% 7,1° 3.9 6,1 6.7
Sabor 59 6,2 7.0 5,0 5.1 6,0°
Aroma 7.0° 6,3° 7.0° 6,1% 38 6.6
Intencéo de compra  3,2° 32 40" 2.6° 2,6 33
14 dias . 21 dias
Modo Geral 5.8 6,4 6,5 37 6,1 6,6
Sabor 54 5,8 6,24 5,55 5.9% 6,4
Aroma 67 6,7 7,0° 56° 6,2% 7,3°
Intencdo de compra 2,9 3,25 3,6™ 2.8 3,2 3,6
33 dias 43 dias
Modo Geral 35,7¢ 58 6,6 6,2° 6,5 6,3
Sabor 4,9° 57" 6,4 5,67 6,0° 6,2°
Aroma 3,8 60" 7,0° 6,2% 6.1° 6,9
Intencdo de compra 2,6 2.8% 34 32 29 37
Cor na nat na 7 I 74 7,7

Obs.: Os nilmeros apresentados sdo as notas médias dos provadores.
Indices com letras ignais em amostras diferentes no mesmo atributo significa que as amostras néo
apresentaram diferenca significativa no nivel de significancia estudado (p<0,03)
na: ndo avaliedo

A amostra congelada apresentou o methor resultado sensorial entre as amostras

testadas, sendo a mais aceita e diferenciada na maioria dos testes. De forma geral as
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amostras dos dois processamentos apresentaram um comportamento de aceitagio
semelhante com notas acima do valor médio das respostas (nem gostel/ nem desgostei e
talvez comprasse/ talvez ndo comprasse), e proximas entre si, apesar de estatisticamente
diferentes. E importante ressaltar que ao final do periodo de analise, somente no atributo
Aroma existiu diferenga significativa entre as amostras. Também € possivel destacar que na
analise de cor realizada ao final do periodo ndo foi detectada diferenca significativa entre as

amostras, apesar da analise instrumental de cor verificar essa diferenca.

4. CONCLUSOES

Conforme o observado através dos resuitados verificou-se que as amostras nio
apresentaram variagdes significativas quanto as analises realizadas durante o periodo de
estudo. A excegdo foi a analise de Acido Ascorbico, onde os produtos processados
apresentaram reducdes marcantes. A analise sensorial do produto apresentou resultados

satisfatorios uma vez que as diferencas entre os produtos processados ndo s3o marcantes.

E possivel afirmar que o processamento de Homogeneizagio a Alta Pressio
conferiu uma estabilidade ao suco de laranja durante os 45 dias em que suas caracteristicas
de qualidade e seguranga foram analisadas. Tais resultados legitimam sua proposta como

método de pasteurizagdo para o suco de laranja.
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CONCLUSAO GERAL

Os microrganismos Lactobacillus  plantarum e Saccharomyces cerevisiae
mostraram grande sensibilidade ao tratamento de homogeneizagio a ultra alta pressdo, uma
vez que foram obtidas taxas de destruicdo superiores a 5 ciclos logaritmicos a uma pressio
de 250 MPa para os dois microrganismos. Comparativamente, pdde-se observar uma maior
sensibilidade do Saccharomyces cerevisizde ao tratamento a ultra alta pressio de
homogeneizagdo, pois nos tratamentos até 200 MPa o microrganismo apresentou taxas de

destruigdo superiores as do Lactobacillus planiarum.

Dessa forma o processo de homogeneizagdo a ultra alta pressio torna-se interessante
para a pasteurizagdo de suco de laranja, tipo de processo no qual € esperada uma reducio
minima de 4 ciclos logaritmicos dos contaminantes usuais, tendo em vista a resisténcia ao
tratamento proposto de Lactobacillus  plamarum e Saccharomyces cerevisiae,

microrganismos normalmente associados a contaminagio microbiolégica de sucos acidos.

A enzima PectinaMetilEsterase apresentou sensibilidade ao processo de
homogeneizagdo a ultra alta pressio, visto que foram obtidas taxas de inativacio de 67% e
68% nos valores de pH 4,1 e 3,6, respectivamente. Também foi observada uma influéncia

do pH na inativagio nos processos a pressdes de 150 MPa a 250 MPa.

E muito provavel que a inativagio da PectinaMetilEsterase aumente com o uso de
pressdes de processo acima de 300 MPa, chegando a valores mais proximos daqueles
obtidos nos processos térmicos de pasteurizagdo (aproximadamente 99%), o que ndo nos

foi possivel verificar devido as limitagdes do equipamento.

A influéncia do pH e da Pressdo sobre todas as varidveis pdde ser avaliada e foi
possivel definir modelos estatisticamente validos e preditivos, além de obter-se superficies

de resposta para todas as variaveis dependentes.

Os resultados obtidos indicaram que nio foi possivel delimitar uma condigdo otima
para O Drocesso, pOIS OS mesmos apontam para possiveis melhoras dos pardmetros
analisados com o aumento da pressio de processo. Sendo assim, a condigdo de processo
mais adequada € a que utiliza a maior press&o, neste estudo o limite de uso do equipamento,
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300 MPa, que pode ser favorecida com o processamento de sucos de baixos valores de pH.
Ndo € sugerida uma condigdo Otima de processo para o pH, pois o processamento em
estudo visa a utilizagdo de suco de laranja natural, sem ajustes de pH, o qual sofre

variagdes decorrentes de safra, clima e outras.

Segundo os resultados observados durante o estudo da vida de prateleira do produto
processado a ultra alta pressdo verificou-se que as amostras ndo apresentaram variagdes
significativas quanto as andlises realizadas durante o periodo de estudo. A excecio foi a
analise do Acido Ascorbico, onde os produtos processados apresentaram tedugdes
marcantes. A analise sensorial do produto apresentou resultados satisfatérios uma vez que

as diferencas entre os produtos processados nio sao marcantes.

E possivel afirmar que o processamento de Homogeneizagdo a Ultra Alta Pressio
conferiu estabilidade ao suco de laranja durante os 45 dias com relagdo as suas
caracteristicas de qualidade estudadas e estabilidade microbioldgica (presenca de
organismos deteriorantes) foram analisadas. Tais resultados legitimam sua proposta como

meétodo de pasteurizagio para o suco de laranja.

Segundo as constatagdes expostas, pode-se afirmar que o Processamento de
Homogeneizagdo a Alta Pressdo para o Suco de Laranja é uma tecnologia eficiente como

método de conservagio e com alto potencial de aplicacio comercial.
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ANEXO 1: FICHA DE ANALISE SENSORIAL

Nome: Data: _/ /03

Vocé esta recebendo trés amostras codificadas de SUCO DE LARANIJA. Por favor
avalie cada amostra quanto as caracteristicas mencionadas utilizando a escala abaixo.

9 — Qostel Extremamente

8 — Gostel Muito

7 — Gostei Moderadamente

6 — Gostel Ligeiramente

5 - Nem goster/ nem desgoster
4 — Desgostet Ligeiramente

3 — Desgostet Moderadamente
2 — Desgoster Muito

1 — Desgostei Extremamente

Por favor, avalie o quanto vocé gostou ou desgostou de cada amostra DE MODO GERAL
AMOSTRA RESPOSTA

Por favor, avalie o quanto vocé gostou ou desgostou de cada amostra com relacdo a COR
AMOSTRA RESPOSTA

Por favor, avalie 0 quanto vocé gostou ou desgostou de cada amostra com relagdo ao

AROMA
AMOSTRA RESPOSTA

Por favor, avalie o quanto vocé gostou ou desgostou de cada amostra com relagdo ao

SABOR
AMOSTRA RESPOSTA

Continua no verso
g3




Por favor, agora comente o que vocé MAIS GOSTOU e MENOS GOSTOU em cada
amostra.

AMOSTRA MAIS GOSTOU

AMOSTRA MENOS GOSTOU

Com base na sua opimdo sobre cada amostra, indique, utilizando a escala abaixo,
sua atitude caso vocé encontrasse cada uma & venda. Se eu encontrasse este SUCO DE

LARANJA i venda, eu:

5 — Certamente compraria

4 — Possivelmente compraria

3 — Talvez comprasse/ Talvez ndo comprasse
2 — Possivelmente n&o compraria

I — Certamente ndo compraria

AMOSTRA RESPOSTA

Obrigado pela sua colaboracio!
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