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RESUMO

RESUMO

Esta pesquisa teve o objetivo de avaliar o desempenho de um sistema
asséptico piloto e adaptar o sistema para obtencdo de agua de coco
acondicionada em embalagens plasticas, visando estocagem a temperatura

ambiente.

Para a padronizacdo da matéria-prima, utilizada nos experimentos, foi
realizado um planejamento fatorial completo 22 para a determinacdo da melhor
formulagé@o de 4gua de coco, utilizando-se acido citrico, cido ascoérbico, sacarose

e frutose.

A avaliacdo do sistema asséptico foi dividida em trés experimentos. Foram
realizados dois experimentos em escala piloto, totalizando quatro lotes de 300
unidades, no primeiro, e um lote de 200 unidades, no segundo. Entre estes dois
experimentos foi realizado um em pequena escala, onde foram produzidos cinco
lotes de 21 litros cada, para avaliacdo das adaptacdes feitas tanto no sistema
asséptico como nos procedimentos de obtencdo da agua de coco. Esse teste

serviu também para determinar o melhor tratamento térmico.

A partir dos testes sensoriais, determinou-se que a agua de coco com melhor
aceitacdo apresentou pH 4,9, acidez titulavel 9,4mLNaOHO0,1N/100mL e Brix 6,2%
utilizando-se sacarose, e 6,0% utilizando-se frutose.

O nivel de contaminacao dos componentes do sistema apresentaram-se dentro
dos padrées microbioldgicos exigidos. Dos cinco lotes produzidos em escala
piloto, dois ndo alcancaram a esterilidade comercial, acusando a presenca de
mesofilos aerdbios esporulados. Em um dos lotes houve indicios de sub-
processamento e em outro, de contaminacdo cruzada pela parte externa das
embalagens. Os dois lotes que apresentaram contaminacdo também foram os

Unicos a nao apresentarem escurecimento durante a estocagem.
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O gradativo escurecimento observado nos demais lotes foi associado a
degradacgéo do acido ascorbico, que pode ter sido acelerada pela regeneracéo da
enzima peroxidase e pelo oxigénio presente no espaco livre das embalagens.
Sensorialmente, a vida Util das amostras analisadas nao ultrapassou 30 dias,
sendo que em um dos lotes a aceitacao foi baixa, com média menor que seis, mas
nao apresentou alteracdo significativa com a estocagem, atribuindo-se a baixa
aceitacdo ao uso de cocos demasiadamente verdes.

Observou-se que os lotes de agua de coco aos quais nao foi adicionado acido
ascérbico apresentaram coloracao rosada, imediatamente apds a passagem pelo
trocador de calor. A dgua de coco processada a temperatura de 139°C por 10

segundos foi a que apresentou menor escurecimento durante a estocagem.

O desempenho do sistema foi considerado satisfatério para produgédo de agua
de coco comercialmente estéril, necessitando ainda de algumas adaptagdes. Um
maior rigor nos procedimentos de limpeza, esterilizacdo e nas metodologias de
deteccao de contaminantes também sdo necessarios. Com a adi¢gdo de 200mg/L
de acido ascorbico e tratamento térmico de 139°C por 10 segundos, foi possivel
manter a coloracdo da agua de coco o mais préximo do natural, contudo, mais

testes sdo necessarios visando aumentar a sua vida Util e a aceitagcao sensorial.
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SUMMARY

The aim of this work was to evaluate the performance of a pilot scale
aseptic system and to adapt the process to obtain stable coconut water at room

temperature in plastic bottles.

A 22 full factorial design was carried out in order to determine the best
coconut water formulation, by using citric acid, ascorbic acid, sucrose and fructose.

This formulation was the standard used on further experiments.

The aseptic system evaluation was divided up into three different
experiments. Two of them were carried out in a pilot scale, in which 5 lots of 300-
200 units were produced for evaluations of its performance. The third was done in
a small scale for evaluation of adaptations made on the aseptic system and on the
procedures of coconut water extraction. In this experiment 5 lots of 21 liters were
processed in order to determine the best processing temperature to coconut water.

Based on sensory tests, the best coconut water acceptance occurred when
pH was 4.9, titulable acidity 9.4mLNaOHO0.1N/mL and Brix 6.2% with sucrose and

6.0% with fructose.

The level of contamination of the system components was according with
microbiological standards required. Two of the five lots produced did not achieve
commercial sterility and indicated presence of mesophilics aerobic spores. There
were indications of sub-processing in one lot and in the other was observed cross-
contamination by outer surface of packages. These two contaminated lots showed

no browning during storage.

The gradual browning observed on the other lots was associated to ascorbic
acid degradation, rise for regeneration of peroxidase enzyme and headspace

oxygen from packages. Sensorially, the analyzed samples indicated shelf life of 30
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days, and in one of the lots, the level of acceptance was low (less than 6), although
it had no significant difference during the storage. The low acceptance was
possibly due to the use of excessively green coconuts.

In the small scale tests, it was observed that the thermally processed
coconut water with no ascorbic acid added showed a pale-red color immediately
after it exited the heat exchanger, and showed browning during storage. Coconut
water processed at 139°C/10s, showed less browning during storage.

Although the system needs some adaptations, its performance was
considered satisfactory to commercially sterile coconut water production. Some
adaptations are necessary because two of the five lots processed on pilot scale,
were contaminated by mesophilics aerobic spores that indicates sub-processing or
recontamination. It suggest the necessity of more rigorous procedures of cleaning
and sterilization, but also in contamination detection methodology. With addition of
200mg/L of ascorbic acid and the use of temperatures of 139°C/10s, it was
possible to obtain color stability of coconut water. However, additional testing is

needed in order to increase the shelf life and the sensory acceptance.
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O Brasil produz cerca de 500 milhdes de litros de agua de coco por ano,
onde 7% deste total é destinado a exportacdao (Agéncia Brasil, 2004). Entretanto,
as empresas exportadoras de agua de coco, encontram dificuldades em manter
sua conservagao até chegar ao seu destino. O surgimento de uma coloragéo
rosada durante a estocagem é o grande problema encontrado pelos
engarrafadores. O uso da pasteurizacdo, seguido de resfriamento, e a
esterilizagdo UAT, com o uso de conservadores como o metabissulfito, vém sendo
as solugdes encontradas, afetando, contudo, a qualidade sensorial da agua de
coco (Agéncia Brasil, 2004; Custddio, 2004; Cabral, 2002; Rosa e Abreu, 2002;
Abreu et al., 2004). Este segmento de mercado estda em franca ascensao (3,6
milhdes litros/ano) e justifica o desenvolvimento tecnolégico em engenharia e

controle de processos (Datamark, 2002).

A agua de coco vem sendo comercializada em garrafas de PET verdes,
resfriadas (0 — 10°C) e congeladas (-18°C) e em embalagens cartonadas a
temperatura ambiente (Leber, 2001). Entretanto, estes produtos apresentam
algumas limitacées que dificultam e aumentam os custos de sua comercializacéao.
No primeiro, ha a necessidade de uma 6tima cadeia de frio, pois em alguns casos
este produto n&o sofre nenhum tratamento ou adicdo de conservadores, € no caso
de congelamento, hd a necessidade de descongelar o produto, que também
acarreta perdas de qualidade, principalmente sensoriais. Estes dois tipos de agua
de coco sdo geralmente comercializados por pequenas e médias empresas,

utilizando coco verde da variedade ana (Abreu, 1999a; Ranieri, 2000).

A &gua de coco acondicionada em embalagens cartonadas tem a vantagem da
comercializacdo a temperatura ambiente, possibilitada pelo tratamento térmico
com ultra-alta temperatura (UAT), seguido de acondicionamento asséptico.
Entretanto, além do tratamento térmico, é utilizado o conservador metabissulfito de

sédio, que segundo rotulagem, é utilizado para evitar o escurecimento enzimatico,
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acarretando, porém, perda de qualidade nutricional e sensorial do produto
(Campos, 1993; Wosiacki et al., 1996; Sococo, 1997; Ranieri, 2000; Custodio,
2004).

A tecnologia de sistemas assépticos é utilizada para obtencao de produtos
que se destinam a estocagem e comercializagdo a temperatura ambiente, ou
quando se quer uma maior preservacao das qualidades naturais do produto. O
seu principio pode ser resumido como 0 processo capaz de obter e acondicionar
um produto comercialmente estéril, em uma embalagem pré-esterilizada, sendo
que este acondicionamento é realizado em um ambiente controlado ou areas
limpas, seguido de um fechamento asséptico e hermético (Reuter, 1988;
Holdsworth, 1992; Buchner, 1993; Faria, 1993).

Devido a complexidade da tecnologia de sistemas assépticos, € necessario
um alto investimento (Reuter, 1988; Buchner, 1993). No caso da agua de coco,
somente as grandes empresas processadoras de coco maduro utilizam esta
tecnologia, sendo que a agua é um subproduto da industrializacdo da améndoa do
coco (Ranieri, 2000). Entretanto, os maiores engarrafadores de agua de coco
verde sdo pequenas e meédias empresas. Por este motivo Faria (2003)
desenvolveu um sistema asséptico piloto idealizado para fornecer esta tecnologia
com menor custo operacional. Foi desenvolvido para fins de produgdo de
diferentes bebidas comercialmente estéreis, acondicionadas em embalagens
plasticas, como leite fluido, caldo-de-cana, isotbnicos e sucos diversos. Nesta
pesquisa a agua de coco foi utilizada como matéria-prima para avaliar o

desempenho e a eficiéncia do referido sistema asséptico.

Em trabalhos anteriores, para atender as pesquisas sobre sistemas
asseépticos financiadas pela FAPESP, foi realizada a montagem e a avaliagdo do
esterilizador de embalagens (Faria, 2001; Petrus, 2000; Abreu, 2001), e a
montagem e certificagdo da sala limpa (Petrus et al., 2003b). Os procedimentos de
controle foram previamente estabelecidos através de testes com outros produtos
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como suco de laranja e leite fluido (Petrus et al., 2003c; Bergara et al., 2003), e
também em testes preliminares com &agua de coco (Malpelli e Faria, 2003;
Gongalves e Faria, 2003).

Um sistema asséptico em teste precisa ser avaliado quanto a sua
capacidade de fornecer produtos que atendam as exigéncias de seguranca
alimentar. Quando o alimento é de baixa acidez, como a agua de coco, e sera
mantida a temperatura ambiente, esta avaliacdo torna-se ainda mais rigorosa.
Portanto, é preciso garantir a perfeita funcionalidade de equipamentos e
procedimentos desde a esterilizacdo das embalagens, passando pelo tratamento
térmico minimo para esterilizacdo do produto, até a garantia da esterilidade do
ambiente de acondicionamento. Esta etapa pode ser caracterizada como a de
qualificacdo e quantificacao de fatores criticos descritos por Bernard et al. (1990),
que precedem os testes bioldgicos de esterilidade, e para verificacdao das
recomendacdes das normas de boas praticas de fabricacéo elaboradas pelo Food
and Drug Administration (FDA), codificada como 21 CFR 113 (Title 21 part 113 do
Code of Federal Regulation), na secao referente aos “Sistemas de Processamento
e Embalagem Assépticos”.

Alimentos produzidos assepticamente podem nao alcancar a esterilidade
devido as falhas que podem ocorrer durante o processo, tais como, a
contaminagcdo de embalagens, linha, ar do ambiente de acondicionamento,
pessoal e sub-processamento térmico (Ahvenainen, 1988; von Bockelman, 1988;
Cerf 1988). Os procedimentos utilizados para o controle de cada etapa do
processo também precisam ser capazes de detectar e acusar eventuais
problemas durante a producdo, devendo também passar por uma avaliagéo.
Entretanto, isto é possivel somente mediante uma situagao real de producao.

Para obtencdo de grandes volumes de agua de coco, assim como na
industria, que requer uma maior infra-estrutura de pessoal, espaco fisico e

equipamentos, em escala piloto também se torna necessario o desenvolvimento e
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avaliacao de equipamentos e procedimentos adequados para que a etapa de

extracdo seja menos exaustiva e prejudicial a qualidade do produto.

Este estudo permitiu avaliar o sistema asséptico piloto desenvolvido por
Faria (2003) e conhecer a logistica de producdo da agua de coco, ja que as
informagdes fornecidas pelas industrias do setor sédo insuficientes, e na grande
maioria, séo patenteadas ou sdo de acesso restrito. Também foi possivel entender
as dificuldades do processamento sem conservadores como o0 metabissulfito,
utilizados hoje na industria de agua de coco esterilizada. Contudo, o metabissulfito
além de auxiliar na conservacao, altera o sabor natural da agua de coco e é
considerado téxico para algumas pessoas, devido, principalmente, ao
desenvolvimento de reacoes alérgicas (Campos, 1993; Sapers, 1993).

Para realizagdo deste estudo foram executadas duas etapas distintas: uma
para desenvolver uma formulagcédo padrao para a agua de coco a ser utilizada nos
processamentos e outra para avaliacdo do desempenho do sistema asséptico na
sua conformacao original e apés algumas modificacdes, estabelecendo também
as melhores condi¢cdes de tempo e temperatura de processo. O estudo da
estabilidade da agua de coco dos lotes produzidos fez parte da avaliacdo da

eficiéncia do sistema.

Os objetivos desta pesquisa foram:

& Escolher uma formulagdo com base na adicdo de acidos e agucares, visando a
padronizacao da agua de coco para 0s processamentos;

& Avaliar o desempenho da linha de processamento piloto quanto a sua eficiéncia
em produzir dgua de coco comercialmente estéril e realizar as adaptagdes
possiveis e necessarias;

% Estudar a estabilidade da agua de coco acondicionada em garrafa plastica e
gerar dados relacionados as suas caracteristicas fisico-quimicos microbiolégicas e

sensoriais, estabelecendo também sua vida util.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SISTEMA ASSEPTICO

O sistema asséptico pode ser resumido como o processo capaz de obter e
acondicionar um produto comercialmente estéril, em uma embalagem pré-
esterilizada, sendo que este acondicionamento é realizado em um ambiente
controlado ou areas limpas, seguido de um fechamento asséptico e hermético.
Assim, ao final do processo, é alcancada a "esterilidade comercial", ou seja, a
esterilidade necessaria para que o produto esteja em condicées de estocagem e
distribuicdo sem refrigeracdo (Reuter, 1988; Holdsworth, 1992; Buchner, 1993;
Faria, 1993).

O sistema asséptico € utilizado para obtencao de produtos que se destinam
a estocagem e comercializacdo a temperatura ambiente, ou quando se quer uma
maior preservacdo das qualidades naturais do produto. E aplicado aos produtos
esterilizados por processos térmicos e nao-térmicos. Para os produtos nao-
esterilizados é necessaria uma cadeia de frio ou a utilizacdo de conservadores
para auxiliar no controle da proliferacdo de microrganismos e outras alteracdes
indesejaveis (Reuter, 1988).

O processamento asséptico consiste basicamente das seguintes etapas,
segundo Buchner (1993):
- esterilizacao do produto antes do acondicionamento;
- esterilizagdo do material de embalagem ou recipiente, e das tampas antes do
acondicionamento;
- esterilizagdo das instalagcbes assépticas antes das operacdes (unidades
térmicas, linha para produtos, ar e gases estéreis, acondicionadora e zona de
maquinas);
- manutencao da esterilidade do sistema durante sua operacao;
- esterilizacao de todas as partes que constituem o sistema como ar, gases e agua
estéreis e;

- producao de embalagens hermeticamente fechadas.
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Como todos os processamentos, o sistema asséptico tem suas vantagens e
desvantagens, a saber (Reuter, 1988; Buchner, 1993; Faria, 1993; Grimm, 1998;
Romano et al., 1998):

Vantagens:

- por estarem livres de contaminacao, € possivel a estocagem dos produtos sem
refrigeracao por um longo periodo de tempo;

- uma grande variedade de tipos de material de embalagem pode ser utilizada,
pois esta ndo necessita ser submetida aos mesmos tratamentos aplicados aos
alimentos, como altas temperaturas, por exemplo;

- possibilita 0 processamento e acondicionamento continuo mais rapido;

- reduz o consumo de energia durante as etapas de esterilizagdo do produto, da
embalagem e durante o armazenamento, ja que nao necessita de uma cadeia de

frio.

Desvantagens:

- a sua maior complexidade requer um alto capital de investimento, assim como
um treinamento especializado de pessoal;

- produtos nao homogéneos necessitam ser esterilizados separadamente;

- alimentos particulados nao sao facilmente manuseados;

- produtos soélidos sé@o de dificil processamento, portanto, esse sistema tem sido
mais utilizado para produtos liquidos (leites, sucos, vinhos, etc), pastosos
(produtos de leite, iogurtes, queijos, produtos de tomate, puré de frutas) e ainda
produtos particulados (puré de frutas com pedacos e outros).

Os componentes principais de um sistema asséptico podem ser divididos

em acondicionamento asséptico, esterilizacdo de embalagens e processamento

asséptico, que estao detalhados nos itens a seguir.

10
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2.1.1 Acondicionamento Asséptico

A contaminacdo de alimentos produzidos assepticamente por
microrganismos do ambiente, no momento do acondicionamento, é um dos fatores
mais importantes na sua deterioracdo. A contaminacdo do ar ndo pode ser
visualmente detectada devido ao tamanho das particulas na atmosfera. Pela
sedimentagcao, particulas maiores que 10um dificilmente sdo encontradas na
atmosfera, e as menores particulas detectadas visualmente sdo maiores que
30um. Entretanto, os microrganismos aderidos as particulas suspensas no ar

variam entre 1 e 5um (Roland, 1996).

Em 1967, a definicdo de ar limpo foi gerada pela Federal Standard 209.
Esta norma classificou o grau de limpeza do ar em areas limpas, tomando como
base as particulas com tamanho de 0,5um. Assim sendo, quando se falava que
uma determinada area era Classe 10.000, estava-se definindo que nesta area a
quantidade de particulas de 0,5um/ft* de ar, era igual ou inferior a 10.000. Este
documento revisado gerou a ultima versdo (E), sendo introduzido no Sistema
Internacional (Sl) de medidas. Entretanto, em 2001 esta norma foi cancelada e
substituida pela 1SO 14644-1, mantendo os mesmos principios, contudo com
notacdes diferentes (Bennett, 2001 e 2002). Na Tabela 1, esta apresentada a

correlacao entre as duas normas.

Portanto, segundo a Tabela 1, uma sala limpa antes denominada pela FS
209E de Classe 10.000, agora é denominada de ISO classe 7. Essa é a classe
mais utilizada na industria de alimentos, entretanto, existem configuracées onde o
ambiente de acondicionamento é ISO 7 e o ponto de enchimento de produtos é
ISO 5, as chamadas “ilhas”, que proporcionam flexibilidade e custos operacionais
menores (Moia, 2001, Petrus et al. 2003; Petrus e Faria, 2003).
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Tabela 1. Correlacao entre normas para classificacao de salas limpas e ambientes
controlados.

CONCENTRACAO MAXIMA DE PARTICULAS EM SUSPENSAO NO AR

ISO 14644-1 FEDERAL STANDARD 209E
Classe >0,5um/m*®  >5,0pm/m° Classe >0,5um/m*®  >5,0um/m®  >0,5um/ft>  >5,0pm/ft®
ISO classe 1 - - - - - - -
ISO classe 2 4 - - - - - -
ISO classe 3 35 - Classe 1 35 - 1 -
ISO classe 4 352 - Classe 10 353 - 10 -
ISO classe 5 3520 29 Classe 100 3530 - 100 -
ISO classe 6 35 200 293 Classe 1 000 35 300 247 1 000 7
ISO classe 7 352 000 2930 Classe 10 000 353 000 2470 10 000 70
ISO classe 8 | 3520 000 29 300 Classe 100 000 | 3 530 000 24 700 100 000 700
ISO classe 9 | 35200 000 293 000 - - - - -

Fonte: Petrus e Faria (2003) adaptado de Bennett (2002).

O sistema de fluxo de ar para salas limpas é formado por um dispositivo
equipado com um pré-filtro, um circulador de ar de velocidade variavel, um
sistema de distribuicdo de ar e um filtro do tipo High Efficiency Particulate Air
(HEPA), para remover particulas de 0,3um, microrganismos e Seus esporos
(Sveum et al., 1992; Faria, 1993; Chevroton, 1996; Rammert, 1996; Roland, 1996).

Para que uma sala limpa esteja pronta para operacdo, previamente é
necessario que seja feita a sua certificacao. A certificacao consiste em uma série
de testes realizados para a caracterizagdo do desempenho deste ambiente,
atestando sua conformidade com as especificagdes requeridas (Bennet, 1997).

Segundo as Recomendacdes Normativas da Sociedade Brasileira de
Controle de Contaminacao (SBCC-RN-005-97), os testes de certificacdo devem
ser realizados no ambiente como construido, em repouso e em operagao.
Dependendo do tipo de sala limpa, alguns testes sdo especificos, para cada tipo

de sala e situagao.

12




REVISAO BIBLIOGRAFICA

Existem trés tipos distintos de salas limpas:

Com fluxo unidirecional (laminar);
Com fluxo nao unidirecional (turbulento);

Com fluxo misto.

Os testes de certificagdo sao divididos em testes primarios, opcionais e

ambientais. Os dois ultimos tipos sdo ditos como opcionais, contudo, 0s primeiros

sao exclusivamente relacionados a classificacdo do ar quanto as particulas em

suspensao, conforme requerimento da norma ISO 14644-1.

Os testes primarios compreendem:

Testes de velocidade, volume e uniformidade do fluxo de ar;
Testes de vazamento no sistema de filtragem;

Contagens de particulas totais em suspenséao no ar;
Contagem de particulas viaveis;

Testes de pressurizacao da sala.

Os testes opcionais compreendem:

Testes de paralelismo do fluxo de ar;
Testes de infiltracdo por inducéo;
Testes de recuperacéo;

Contagem de particulas sedimentadas.

Os testes ambientais compreendem:

Testes do nivel e uniformidade de iluminacao;
Testes de ruido;

Testes de uniformidade de temperatura;
Testes de vibracao.

As células vegetativas, normalmente, estdo presentes em maior numero

que os esporos bacterianos e de bolores. Em geral, aerossbis gerados em
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ambientes tém primeiramente esporos de bactérias, depois bolores e leveduras.
Quando a fonte de contaminacdo € humana, o tipo predominante é de células
vegetativas, especialmente Staphylococcus, Streptococcus, Micrococcus e outros
organismos associados com o trato respiratério, cabelo e pele (Sveum et al.,
1992).

A Federal Standard 209E e a ISO 14644-1 estabeleceram padrdes
baseados somente na enumeracdo de particulas que ndo sdo necessariamente
viaveis. Favero et al. (1984) citado por Sveum et al. (1992), recomendam 0 uso
dos padrdes de ar em areas limpas da National Aeronautics and Space
Administration (NASA) como ponto de referéncia para determinagéo da qualidade
do ar de uma planta de acondicionamento asséptico.

O “Standards for Clean Rooms and Work Stations for the Microbiology
Controlled Enviroment’ da NASA define que areas limpas classe I1ISO 5, 7 e 8
devem ter um maximo de 3,5, 17,6 e 88,4 UFC/m?® de ar, respectivamente (Sveum
et al.,1992).

2.1.2 Esterilizacao de Embalagens

A superficie da embalagem, que entra em contato com alimentos
acondicionados assepticamente, é outra fonte de contaminacao que contribui para
deterioragdo dos mesmos. Muitas embalagens podem ser estéreis logo apés a
fabricacdo, como as plasticas, devido as altas temperaturas de extrusao,
entretanto, podem ser facilmente recontaminadas durante o manuseio e
estocagem, devido a deposicdo de poeira e microrganismos do ar. Varios
processos vém sendo desenvolvidos para esterilizacdo da embalagem,
previamente ao acondicionamento do alimento, visando a esterilidade comercial
(Joyce, 1993; Holdsworth, 1992).
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Em geral, os niveis de contaminacao variam entre 1-10 microrganismos por
cm? de superficie do material que ndo tenha sido manuseado. Contudo, o material
que foi manuseado, em geral, apresenta alta contagem de gram negativos (Joyce,
1993). Petrus et al. (2001) detectaram uma contagem total de 1,9x10" a 2,1x10?
UFC por garrafa de PET de 500mL. Abreu (2001) detectou uma contaminacao
média de 1,32x10% UFC/garrafa de PET de 500mL. Chevroton (1996) recomenda
gue a contaminacao inicial de garrafas seja controlada, devendo esta ser inferior a
20UFC por garrafa.

A Food and Drug Administration (FDA), usualmente recomenda um total de
5 redugdes decimais na contaminagdo de embalagens de 100-1000cm?. Para o C.
botulinum sao requeridas 10 reducbes decimais no material de embalagem,
segundo o FDA. Contudo, esse microrganismo é 2,5 vezes menos resistente ao
peroxido de hidrogénio que o B. subtilis var. globigii, que é considerado o mais
resistente aos agentes quimicos de esterilizacdo de material de embalagem.
Quando utilizado o perdxido de hidrogénio, sao requeridas 4 reducdes decimais de
B. subtilis var. globigii (von Bockelmann, 1991; Buchner, 1993).

Os processos de esterilizacdo de embalagens podem ser divididos em
fisicos e quimicos. Os fisicos utilizam calor (ar quente, vapor, calor de extrusao e
gases aquecidos), acao mecénica (jatos de agua e enxagle) e irradiacao
(ionizante, ultravioleta e infravermelho), enquanto que os quimicos, utilizam
agentes com acao biocida como o perdxido de hidrogénio, acido peracético,
etanol, 6xido de etileno, ozbénio e cloro. A combinacdo de métodos fisicos e
quimicos, em geral, € mais eficiente, sendo assim mais utilizado pela industria.
Destaca-se entre eles o uso de perdxido de hidrogénio a 30-35% combinado ao
calor (ar quente) e/ou a irradiagcao ultravioleta (Reuter, 1988; Holdsworth, 1992).

Devido a baixa resisténcia térmica dos plasticos, o0 método quimico que
utiliza a combinacao de peréxido de hidrogénio e acido peracético (0,1 a 1,2%)
para esterilizacao deste material, estd sendo bastante pesquisado, pois este acido
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apresenta boa atividade esterilizante em temperaturas proximas a ambiente
(Toledo, 1975; Baldry, 1983; Leaper, 1984abc; Reuter, 1988; Oliveira e Padula,
1988; Block, 1991; Willoft, 1993; Roland, 1996; Sagripanti e Bonifacino, 1996;
Blakstone et al, 1999; Petrus, 2000; Abreu, 2001; Abreu e Faria, 2004).

2.1.2.1 Peréxido de hidrogénio
O perdxido de hidrogénio é o esporicida quimico mais utilizado para
esterilizacao de cartonados e foi regulamentado pelo FDA nos EUA em 1981, mas

ja estava em uso na Europa ha varios anos.

Solugdes de perdxido de hidrogénio em concentracdes nao superiores a
35%, em contato com a superficie aderida ao alimento, podem ser utilizadas para

esterilizagdo de plasticos poliolefinicos (FDA, 1981 citado por Brown, 1992).

Uma das propostas de mecanismo para explicar a participacao do peroxido
de hidrogénio na destruicdo de microrganismos, envolvem a reacdo do ion
superodxido (O2) com o peroxido de hidrogénio para a producao do radical hidroxil
(OH®). O radical hidroxil é dito como o mais forte oxidante conhecido, a saber
(Block, 1991):

O + HO, —OH + OH™ + O,

O radical hidroxil é altamente reativo e pode atacar a membrana lipidica, o
acido desoxirribonucléico (DNA) e outros componentes essenciais da célula.
Estudos também indicam um aumento da formacado de radicais hidroxil e da
eficiéncia biocida do perdxido de hidrogénio na presenca de metais de transicao.
O peréxido de hidrogénio pode ser facilmente eliminado por aquecimento ou pela
acao da enzima catalase, dando como produto final &gua e oxigénio (Block, 1991).

16



REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.2.2 Acido Peracético

E um produto quimico com os atributos do peréxido de hidrogénio, como a
efetiva capacidade germicida e esterilizante, sem produtos de decomposicédo e
alta solubilidade em agua, grande solubilidade lipidica e livre da desativacao por
catalase e peroxidase. E também chamado de peréxido de acido acético ou &cido
peroxiacético. E obtido pela reagdo do &cido acético ou anidrido acético com o
peroxido de hidrogénio, na presenca de acido sulfurico como catalisador, como
descrito na reacéo a seguir (Block, 1991):

H.SO,
CH3sCOOH + HxO, S CH3COOOH + HX0O

Além de ser um efetivo biocida sem residual tdéxico, o acido peracético € um
agente antimicrobiano mais potente que o perdxido de hidrogénio, tendo uma
rapida acado, a baixas concentragcbes, sobre um amplo espectro de
microrganismos. E esporicida em baixas temperaturas, e continua efetivo na

presenca de material organico (Baldry, 1983).

O é&cido peracético é de especial interesse para a industria de alimentos por
deixar um residual constituido de acido acético, oxigénio, agua e perdxido de
hidrogénio. Uma formulacédo de acido peracético (P-3-oxénia ativa) foi autorizada
pelo FDA em 1986, permitindo a utilizacdo de seus ingredientes como aditivos

indiretos de alimentos em solucdes sanificantes (Block, 1991).

Em testes de sanificacdo feitos com embalagens de polietileno, com uma
solucao contendo 0,1% de acido peracético e 20% de perdxido de hidrogénio,
fazendo-se aplicacdo na forma de spray e ativagdo com ar quente, esporos de B.
subtilis foram eliminados apds um tratamento de 12 segundos a 65°C (Dallyn,
1980 citado por Block, 1991).
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Os compostos peroxigenados sdo, em geral, termodinamicamente
instaveis. Para reduzir este efeito a solugcdo € enriquecida com acido acético e
peroxido de hidrogénio, adicionando-se ainda um estabilizante. O aumento da
temperatura também pode acelerar a sua decomposicao (Block, 1991). A rota de
decomposicao do acido peracético pode ser observada, em trés etapas, conforme
abaixo (Fraser, 1986):

CH;COOOH + H.0 < CH3COOH + H>0O.
CH3;COOOH = CH3COOH + 20,
H202 = HQO + 15 02

Ha poucos estudos sobre o mecanismo de acado do acido peracético, mas
esses confirmam sua acdo como a de um poderoso agente oxidante assim como
outros peroxidos. Ataca as ligacoes sulfidrila (-SH) e dissulfeto (S-S) de enzimas,
outros metabdlitos sdo oxidados e duplas ligacées sdo quebradas. Sugere-se que
0 acido peracético destréi a funcdo quimiosmoética da membrana citoplasmatica
lipoprotéica, provocando a saida de substancias através da membrana e a ruptura
da célula. Esta acdo desnaturadora de proteinas pode explicar sua acado como um
potente esporicida (Fraser, 1986; Baldry e Fraser, 1988 citado por Block, 1991).

O &cido peracético causa a morte de bactérias, bolores e leveduras em 5
minutos ou menos, em concentracées menores que 100 mg/L (0,01%). Esporos
de bactérias necessitam de 500 a 30.000 mg/L (0,05 a 3%) para uma inativagao
de 15 minutos a 15 segundos, em temperatura ambiente. Assim como o peroxido
de hidrogénio, o acido peracético tem sua acao biocida influenciada pela
concentracdo, temperatura e tipo de microrganismo (Greenspan e MacKellar,
1951; Han et al., 1980; Baldry, 1983; Leaper, 1984%°; Block, 1991; Sagripanti e
Bonifacino, 1996).

Faria (2001) desenvolveu um sistema de esterilizacdo quimica de garrafas
onde o agente sanificante é aplicado por aspersdo e pode ser utilizado a

18



REVISAO BIBLIOGRAFICA

temperatura ambiente ou aquecido (28 a 50°C). O residual de sanificante é
reduzido através de aspersdo com agua estéril, aquecida ou nédo. Petrus (2000) e
Abreu (2001) utilizaram este sistema para sanificar garrafas de PET com solucao
comercial de acido peracético enriquecida com peroxido de hidrogénio (Proxitane
1512%), obtendo resultados satisfatérios quanto ao nimero de reducdes decimais
e a estabilidade dos produtos acondicionados em garrafas sanificadas.

2.1.2.3 Embalagens para sistemas assépticos

O acondicionamento a temperatura ambiente ou abaixo desta, geralmente é
praticado em sistemas assépticos, e 0 desenvolvimento de processos de
esterilizacdo de embalagens em temperaturas moderadas, possibilitou o uso de
novos tipos de material de embalagem, entre eles os cartonados e os
termossensiveis como os plasticos. As embalagens plasticas apresentam-se em
varios formatos e tamanhos, podendo ser cilindricas, ovais, quadradas, lisas ou
com outros formatos especiais. Em particular, os frascos e garrafas podem ser
fabricados por extrusao-sopro ou por injecao-estiramento-sopro. Muitas garrafas
sao feitas apenas de uma resina (monocamada), mas um crescente numero de
embalagens do tipo multicamadas esta encontrando uso como embalagens de alta
barreira e de elevada resisténcia térmica e mecanica, para aumentar a vida util de

alimentos (Brown, 1992; Romano et al., 1998).

As embalagens cartonadas sdo as mais utilizadas em sistemas assépticos,
contudo as embalagens plasticas vém conquistando crescente espago neste setor,
por apresentarem caracteristicas convenientes, e algumas vantagens frente aos
cartonados, segundo levantamento feito por Romano et al.(1998), como: varias
opcbes de volume e design; producdo verticalizada; facil reciclagem;
transparéncia; possibilidade de serem esterilizadas durante a extrusdo
(blow/fill/seal) e facilidade de manuseio e fechamento depois de abertas.

Contudo, segundo Romano e Faria (1996) e Romano et al. (1998), a
utiizacdo de embalagens plasticas pode apresentar algumas desvantagens,

como: deformacgédo por formacédo de vacuo e baixa barreira aos gases, aromas,
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vapores de agua e a radiacdo. Entretanto, ja existem tecnologias disponiveis para
minimizar essas desvantagens.

Se forem considerados os problemas que os cartonados apresentam de
trincas e microfuros na folha de aluminio, e os defeitos nas regides de solda, essa

embalagem termina por ter uma permeabilidade maior do que as plasticas.

Os materiais de embalagem, para garrafas, mais utilizados na industria de
alimentos sao: polietileno de alta densidade, monocamada ou multicamada
(PEAD), policloreto de vinila (PVC) e polietileno tereftalato (PET) na forma de
copolimero e PET termofixado ou heat set (Turtle,1993).

2.1.2.3.1 Embalagens para agua de coco

As embalagens plasticas utilizadas pela industria de agua de coco
pasteurizada/refrigerada e congeladas séo garrafas de polietileno tereftalato (PET)
com pigmentacao verde (Leber, 2001). Esta pigmentagéo, além de relacionar esta
cor ao coco, aumenta a barreira da embalagem a radiacao uv e visivel. Contudo,
nao foram encontrados estudos sobre o efeito da radiagdo sobre a qualidade da
agua de coco. Entretanto, a agua de coco possui lipidios e vitaminas como o acido
ascérbico, sendo que a acao da radiagdo pode acelerar a oxidagao dos lipidios e
causar a fotoxidacao de suas vitaminas (Leber e Faria, 2004).

Ha também a comercializacdo da dgua de coco in natura em garrafas de
polietileno de alta densidade (PEAD) e copos de polipropileno (PP), entretanto,
estas aguas se destinam ao consumo imediato ou de no maximo trés dias,
mantidas sob refrigeracdo. Ou seja, estas duas embalagens tém somente a
funcdo de contencdo do produto, mas com pouco efeito sobre a estabilidade.
Entretanto, devido a opacidade dessas embalagens, elas também oferecem

protecdo a penetracao de radiacao.

Outro tipo de embalagem, comum no mercado, sdo as caixas cartonadas,
tipo TetraBrik®, que tém uma 6tima barreira & penetracdo de luz, entretanto,
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apresentam maior permeabilidade ao oxigénio, pelos motivos mencionados
anteriormente, ou seja, problemas de microfuros e trincas na folha de aluminio
(Leber e Faria, 2004).

2.1.3 Processamento Asséptico

A esterilizacdo comercial de liquidos para sistemas asseépticos €
caracterizada pela utilizacdo de processos que preservam ao maximo as
caracteristicas naturais do produto, ou utilizando altas temperaturas por um curto
espaco de tempo (HTST e UHT) ou sem aquecimento, como ocorre nos métodos
nao convencionais como pulso elétrico, alta-pressdo e membranas (Buchner,
1993). Entretanto, os métodos térmicos de pasteurizagcao e esterilizacdo ainda sao

0s mais utilizados, testados e seguros atualmente.

Para a esterilizacdo comercial de alimentos liquidos de alta acidez
(pH<4,5), como muitos sucos e néctares, a pasteurizacao por alta-temperatura e
curto-tempo (HTST), é suficiente para evitar a deterioracao por esporos mesofilos,
incluindo C. botulinum. Sao utilizadas em geral, temperaturas entre 75 e 95°C por
10 a 60 segundos (Dryer e Deibel, 1992; Komorowski e Early, 1992; Buchner,
1993).

Para atingir a esterilidade comercial de alimentos de baixa acidez (pH>4,5),
como o leite (pH > 6,0) e agua de coco (pH = 5,00), € necessario um tratamento
térmico mais intenso, ou seja, a esterilizacdo. Os processos de esterilizacao que
utilizam ultra-alta temperatura (UAT) tornaram-se tradicionais no tratamento de
leite fluido, cujos binémios variam de 135 a 150°C entre 1 e 10 segundos,
tornando o leite comercialmente estéril com poucas alteracdes fisico-quimicas e
sensoriais. Estes tratamentos eliminam microrganismos deteriorantes e
patogénicos, sendo o Clostridium botulinum o microrganismo alvo desse tipo de
tratamento térmico em alimentos de baixa acidez (pH>4,5) (Dryer e Deibel, 1992;
Komorowski e Early, 1992; Buchner, 1993).
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O processamento UAT pode utilizar sistemas de aquecimento direto, pela
injecdo do liquido no vapor ou vice-versa, ou aquecimento indireto, através de
trocadores de calor tipo placas ou tubulares, utilizando agua ou vapor, sendo
considerados mais praticos e econémicos (Reuter, 1998; Holdsworth, 1992).

Os trocadores de calor mais utilizados estdo descritos a seguir:

- Trocador de calor tipo placas: quando aplicado no sistema asséptico serve tanto
para aquecimento como para resfriamento. Tem um grande poder de troca devido
a larga superficie de contato e a geracao de fluxo turbulento com baixo custo.
Como desvantagem ele apresenta curvas e jun¢cdées que nao suportam o aumento
de pressado geralmente causada pela presenca de pequenas particulas como

fibras, sendo mais recomendado para produtos nao particulados.

- Injecdo de vapor: € o mais rapido método de aquecimento de produtos liquidos.
Em fracdes de segundo a temperatura de esterilizacdo desejada é obtida.
Combinado a um rapido resfriamento, pela injecao do produto aquecido em uma
camara a vacuo, e a evaporacao de uma equivalente quantidade de agua, obtém-
se um alto nivel de qualidade do produto.

- Infusdo do liquido no vapor. a infusdo de um fino filme do liquido em uma
atmosfera de vapor promove um rapido aquecimento. O rapido resfriamento por
infusdo do liquido aquecido em uma camara a vacuo e evaporagao da agua,

fornece um produto de qualidade similar ao obtido por injegao de vapor.

- Aquecimento por fricgdo: o liquido é aquecido pela rotacao entre um disco movel

e outro estatico, combinando aquecimento e homogeneizagéo.

Os métodos de esterilizacdo mencionados sao perfeitamente aplicaveis aos
produtos liquidos, livres de particulas. Os liquidos particulados exigem processos
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de esterilizagdo mais especificos, devido a falta de homogeneidade na distribuigéo
do calor (Buchner, 1993).

2.1.4 Binbmios de tempo e temperatura de esterilizacao

Segundo Quast (1976), a base cientifica para avaliar a intensidade de
esterilizagdo, para preservacédo de alimentos de baixa acidez, pode ser descrita
pela Equacéao 1, que € uma representacao do modelo de Bigelow (1921).

(T—T, )
N E—
log [Toj = (DLJ x10 ¢ (1)
ref

onde:

No € a populagéo inicial de microrganismos por grama de alimento;

N € a populagéao final de microrganismos por grama de alimento;

t € o tempo do tratamento térmico em minutos;

Dret € 0 tempo em minutos, na temperatura de referéncia, requerido para reduzir a
populacdo microbiana a um décimo de seu valor;

T é a temperatura do tratamento térmico aplicado;

Tt € a temperatura de referéncia;

z é a variagao de temperatura requerida para reduzir o valor D a um décimo de

seu valor.

Para a destruicdo de esporos de microrganismos, normalmente, a
temperatura de referéncia é 121,1°C. Para avaliar a intensidade de cozimento ou
da esterilizacdo, em relagdo aos microrganismos pouco resistentes, emprega-se a
temperatura de 100°C. Por exemplo, para a destruicdo de células vegetativas em
alimentos acidos poder-se-ia empregar temperaturas de referéncia mais baixas
(Quast, 1976).
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Considerando que o numero de reducdes decimais (RD) é calculado pela
Equacéo 2 (Pflug, 1987a).

RD = log (%) (2)

Entdo, a Equacéo 1, pode ser reescrita conforme a Equacéo 3.

(T=T,y)

RD= [LJ x10 ¢ (3)

A partir dessa equacéao, pode-se calcular o numero de RD atingidas por

diferentes tratamentos térmicos, em relacdo a uma temperatura de referéncia.
Uma outra grandeza muito utilizada para avaliar o efeito do tratamento
térmico é o valor F. O valor F é o tempo em minutos, ou equivalente em minutos,
requerido para causar uma determinada destruicdo de um microrganismo a uma
temperatura T. Segundo Pflug (1978) e Pflug (1987a), o valor F pode ser definido

pelas Equacdes 4 e 5.

FT:DT(lOgNO_IOgN) (4)
F. =D,.RD (5)

Colocam-se, freqliientemente, dois indices juntos ao valor F, que séo o valor

z e a temperatura de referéncia (T), ou seja, F, .
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O valor F, é o tempo, em minutos, a 121°C para causar uma determinada

destruicdo de esporos de C. botulinum, considerando z=10°C, ou seja, F, = F,),.

Para efeito de seguranca alimentar, é requerido para produtos enlatados de baixa

acidez, um F,de 3 minutos, ou equivalente, para causar 12 redug¢des decimais em

esporos de C. botulinum, considerando seu Di21:c = 0,25 minutos (Peflug et al.,
1985). Entretanto, Pflug et al. (1985) relacionam diferentes valores F com
diferentes valores de pH entre 4,6 e 6,0, sendo que, para pH préximo de 5,0
(como o da agua de coco), um valor F minimo de 1,6 minutos seria considerado

seguro e equivalente, para destruicdo de 12D de esporos de C.botulinum.

2.1.4.1 Binbmios de esterilizacdo da agua de coco

A literatura sobre agua de coco processada termicamente é muito limitada,
principalmente, tratando-se de processamento térmico por ultra-alta temperatura,
portanto, grande parte das informagbes é obtida por meio de entrevistas com
profissionais do ramo, ou extrapolacées de resultados de pasteurizacdo e/ou
comparacao com dados de outros produtos.

A indUstria Amacoco aplica o binémio de tempo e temperatura de 135°C por
4 segundos na agua de cocos da variedade hibrida maduros (11 meses).
Entretanto, esta agua é adicionada de metabissulfito (concentragdo nao revelada)
para conter as reacOes tanto enzimaticas quanto oxidativas, atingindo uma vida

util de oito meses a temperatura ambiente (Custédio, 2004).

2.1.5 Regulamentacdo e avaliacdo da eficiéncia de sistemas de
processamento e acondicionamento assépticos

Nos EUA, devido ao relato de incidentes causadores de surtos de
botulismo, entre os anos de 1963 e 1971, a indUstria foi levada a solicitar normas
para o processamento térmico de alimentos enlatados comercialmente. O FDA
elaborou um plano que foi redigido como uma norma de boas praticas de
manufatura, recodificada como 21 CRF 113 (Title 21 Part 113 do Code of Federal
Regulations) e intitulada “Alimentos de baixa acidez processados termicamente e

25



REVISAO BIBLIOGRAFICA

embalados em recipientes fechados hermeticamente”. Este plano se tornou efetivo
em 1973 e foi modificado em 1979 (ITAL, 1990). Na secao 113.40 (item g) estédo
detalhadas as normas para equipamentos e procedimentos de sistemas de
processamento e embalagem assépticos (ITAL, 1990).

Bernard et al. (1990) resumem perfeitamente as etapas que compdem o
processo de avaliagdo e validacdo de um novo equipamento de processamento e

acondicionamento asséptico.

Antes do funcionamento comercial de um novo equipamento de
processamento e acondicionamento asséptico sdo necessarios testes de
avaliacao e validagdo. Primeiramente, o equipamento deve ser colocado em
condicoes ideais de operacdo. Isto é feito em conjunto pelo operador, pelo
fabricante do equipamento e por uma autoridade técnica no assunto. O fabricante
melhora a performance do sistema, o operador fornece informacbes sobre as
exigéncias do sistema e a autoridade técnica providencia conhecimentos
especificos sobre o sistema de esterilizacdo, seus controles e requerimentos
legais. O trabalho em conjunto ird identificar e quantificar os fatores criticos
associados com cada fase da operacao do equipamento. O estabelecimento dos
fatores criticos vem, entdo, ser a base para conduzir os testes biol6gicos de
esterilidade e estabelecer um guia operacional para o equipamento. Dependendo
do resultado dos testes bioldgicos, os fatores criticos podem ser alterados.

Depois do equipamento estar em condicbes de operagao, serao realizados
os testes biol6gicos de esterilidade, utilizando-se microrganismos indicadores, que
dependem do tipo de método ou agente de esterilizacdo adotado. Estes testes séo
conduzidos nas linhas de esterilizacdo de produto, acondicionamento e
esterilizacdo das embalagens. Os microrganismos teste mais usados sao o B.
stearothermophilus e B. polymyxa, quando o agente de esterilizacao for o calor, e
o B. subtilis A ou var. globigii, quando o agente for a base de peroxido de
hidrogénio.
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A validacdo do equipamento sera feita depois que todos os fatores criticos
forem controlados com a ajuda dos testes bioldgicos. Entdo, procede-se o
processamento de uma batelada de produto inoculado com microrganismos teste.
Geralmente, sao testadas cinco diferentes temperaturas, ou seja, cinco diferentes
niveis de destruicao térmica. Cerca de 100 unidades sdo coletadas, de cada
temperatura, incubadas e observadas. Para que o sistema seja considerado
validado, o numero de reducdes decimais deve ser equivalente ao que foi definido
teoricamente, com base no desempenho esperado.

2.1.5.1 Controle de qualidade de sistemas assépticos
Segundo von Bockelmann (1988), a proporcao de defeitos aceitaveis para
um sistema asséptico € de 1 unidade defeituosa em 1.000 produzidas (1:1000),

sendo que a proporcao de 1:10.000 ja é considerada ambiciosa.

Quéo grande deve ser uma amostra para que seja detectado um possivel
risco, tdo pequeno quanto 1:10.0007 Segundo von Bockelmann (1974) citado por
Ahvenainen (1988), a segurancga na avaliacdo desta amostra depende somente do
seu tamanho. Um plano de amostragem nao pode ser baseado na porcentagem
que esta amostra representa, mas somente no numero fixo de amostras. Existem
linhas assépticas com capacidade de produzir milhares de unidades por hora,
como é o caso da TBA22, que produz 20.000 unidades/hora (Tetra Pak, 2005),
portanto, a analise de uma porcentagem representativa desta linha de producéo
seria um procedimento antieconédmico. Segundo Ahvenainen (1988), um numero
de 500 a 600 unidades é recomendado para realizacdo de testes com novas
linhas assépticas, com 95% de confianca. Para equipamentos em escala piloto, ou
seja, com capacidade de producao de centenas de unidades por hora, é
necessaria a adaptacao das recomendacdes de von Bockelman e Ahvenainen.

Para avaliacdes microbiolégicas, alguns cientistas tém recomendado uma
amostragem de cerca de 0,1 a 1% do lote, com énfase para que a coleta seja

realizada em diferentes momentos, como no inicio e no final da producao, ou
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antes e depois de intervengdes operacionais, como por exemplo, a mudanga de
material de embalagem (Farahnik, 1982). Devem ser levados em conta a
qualidade dos métodos de controle, custos do produto e da amostragem, as
consequiéncias que possiveis defeitos causariam ao consumidor, o nivel de
defeitos desejados e os pontos criticos da producgéo (von Bockelmann, 1974 citado
por Ahvenainen, 1988).

Normalmente as amostras para avaliacdo microbiolégica sdo incubadas a
30-33°C por 4-7 dias e inoculadas em placas para enumeracao das colénias. De
acordo com a IDF Standart n® 48 (International Dairy Federation), recomenda-se
que nao sejam encontradas mais do que 100 colénias por mL de leite UHT. A
presenca de uma ou duas colénias poderia ser atribuida a contaminacao

atmosférica ou erro humano durante as analises (Farahnik, 1982).

Segundo Custddio (2004), a industria Amacoco retira aleatoriamente cinco
unidades para incubagdo por cinco dias a 35°C, e posteriormente, realiza
inoculacdo em placas com meios especificos para observar a presenca ou nao de
bolores, leveduras e bactérias.

Apenas a analise do produto final ndo é suficiente para garantir a
seguranca microbiolégica de um sistema asséptico. Outras medidas de controle
tém que ser utilizadas como complemento (Ahvenainen, 1988; von Bockelman,
1988). Segundo von Bockelmann (1988) e Cerf (1988), os riscos microbioldgicos
de uma linha de processamento e acondicionamento asséptico podem vir da
matéria-prima, preparacao (formulagado), esterilizacdo insuficiente, tubulacoes,
tanques, equipamento de acondicionamento, embalagens e ar do ambiente de
acondicionamento. Portanto, sdo necessarios controles de todos esses

componentes do sistema juntamente ao controle do produto final.

Para realizar a avaliacdo da contaminacao de superficies e ambientes
existem metodologias especificas que sdo aplicadas conforme a caracteristica de
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cada linha de processamento. Para superficies grandes ou de dificil acesso como
tanques, tubulagdes e embalagens, normalmente € utilizado o0 método da solucao
de enxagiie descrito por Sveum et al. (1992). Agua ou solucdo salina estéril é
colocada no interior do recipiente, e este é agitado, ou a solucao é recirculada de
forma padronizada para a mais completa remocao de possiveis sobreviventes
(Joyce, 1993). Tais solugdes de enxagle devem conter um neutralizante no caso
de haver residuos de detergentes ou sanificantes. Em alguns casos, durante a
propria realizacdo do método ocorre a diluicdo dessas substancias a niveis sub-
inibitérios (Cremiux e Fleurette, 1991; Egushi e Massaguer, 1995; Sutton, 1996).

Para avaliacdo de superficies de paredes, teto, mesas e de alguns
utensilios podem ser utilizados os métodos do swab, da esponja e placas de
RODAC (Replicate Organisms Direct Agar Contact). O swab é mais recomendado
para amostragem de pequenas areas e superficies irregulares. O método da
esponja € recomendado para areas maiores e a superficie pode apresentar
irregularidades. Ja as placas de RODAC sao recomendadas para superficies lisas
e planas, como mesas, paredes e teto. Destaca-se por ser um método rapido e
pratico, muito util para avaliagdes simultdneas ao processamento (Sveum et al.,
1992; Andrade e Macedo, 1996).

Para avaliagdo da contaminacdo do ar ambiente as duas técnicas mais
utilizadas, dentre outras, sdo a amostragem de ar por sedimentacao passiva e
sedimentacdo ativa, essa também chamada de impactacdo. A sedimentagéo
passiva € facil e de baixo custo e deposita as particulas em seu estado original,
por acao da gravidade em agar seletivo ou ndo. O método de impactacédo tem a
vantagem de amostrar uma maior quantidade de ar em menos tempo (Sveum et
al., 1992; Andrade e Macedo, 1996).
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2.1.6 Alteracoes em alimentos produzidos assepticamente

O uso de altas temperaturas em curto espaco de tempo minimiza as
reacdes quimicas responsaveis por sabor e aroma estranho, alteracdes de cor e
perda de valor nutricional. Valores equivalentes de Fo do processamento asséptico
dao uma garantia de alta qualidade comparada aos tratamentos térmicos
convencionais (Chambers e Nelson, 1993). A literatura destaca as diferencas
entre a qualidade do leite pasteurizado e do esterilizado, sendo que a abordagem
sobre outros produtos € limitada. Entretanto, para produtos de origem vegetal
como sucos de frutas, bebidas, extratos e purés, certas alteracbes sao

caracteristicas.

Alteracées de cor, aroma, sabor, textura e nutricionais podem ocorrer
simultaneamente durante o processamento e a estocagem de alimentos. Para
todos os processamentos térmicos, os trés primeiros agentes que causam perda
de qualidade sdo o abuso térmico, a degradacao enzimatica e a oxidacao. O
escurecimento pode ocorrer como uma consequéncia do abuso térmico e/ou
oxidacdao. Podem ocorrer ainda os fendbmenos de hidrélise (de compostos de
aroma) e complexacao (quelacao de metais por polifendis), entretanto, de menor
importancia. A atividade residual de enzimas pode causar problemas durante a
estocagem. A acao de enzimas, em produtos processados por altas temperaturas
e curto tempo, esta relacionada a incompleta inativacdo e/ou a reativacao das
mesmas durante a estocagem. A peroxidase € uma enzima conhecida por
apresentar reativacdo, a qual é atribuida as fracbes de suas isoenzimas
termoestaveis (Chambers e Nelson, 1993; Goddard, 1996; Adams, 1978).

O residual, ou a presenca de oxigénio, pode causar danos ao produto
durante o0 processamento ou acondicionamento asséptico (Toledo, 1986;
Chambers e Nelson, 1993; Goddard, 1996). O oxigénio pode causar iniUmeras
reacoes indesejaveis como o escurecimento por oxidacao do acido ascérbico e de
lipidios. As fontes de oxigénio em alimentos processados assepticamente sao o

oxigénio dissolvido, o oxigénio incorporado e o oxigénio presente no espacgo vazio.
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Este ultimo é o mais facilmente controlado. Os demais podem ser retirados por
desaeracdo. O oxigénio pode ainda difundir-se pela embalagem, principalmente
nas de origem polimérica (Toledo, 1986; Chambers e Nelson, 1993).

2.2 AGUA DE COCO

2.2.1 Mercado do coco e da agua de coco no Brasil

O panorama da cultura do coco no Brasil, em meados de 1986 a 1991, era
semelhante a do restante do mundo, ou seja, uma cultura de subsisténcia,
dispersa nas maos de pequenos produtores. O setor enfrentava varios problemas,
como os baixos niveis de producao e produtividade, resultantes principalmente da
idade elevada dos coqueiros e da pouca utilizacdo de insumos. Também, a
transferéncia de tecnologia era lenta e onerosa, tipica de um setor produtivo de
grande potencial, mas de baixo rendimento e pouco retorno (Bliska et al., 1995).

A producédo brasileira neste periodo foi crescente e continua, porém
insuficiente para suprir a demanda interna de coco. Cerca de 80% da produgéo
era comercializada na forma seca e 20% destinava-se ao consumo da agua.
Deste total produzido, apenas 5% era comercializado nas centrais de
abastecimento, nas formas verde e seca com casca. Destacavam-se a CEASA
(BA) e a CEAGESP (SP), na comercializacdo de coco verde, e a CEAGESP e a
CEASA (RJ), na comercializacao de coco seco (Bliska et al., 1995).

Com o aumento da demanda, pela industria de alimentos, e insuficiéncia do
mercado interno, em 1989 iniciou-se a importacao de coco ralado integral, o que
levou ao encerramento das exportacées dos cocos com casca e sem casca, até

entdo itens constantes na pauta das exportacdes brasileiras (Bliska et al., 1995).

Com a abertura do mercado brasileiro para a importacdo, em meados de
1990, ocorreu a perda do mercado de produtos de coco maduro, para 0s
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produtores asiaticos e africanos, obrigando os pequenos produtores brasileiros,
principalmente do Nordeste, a comercializarem o coco verde in natura nas regides
praianas e urbanas de outras regides, para o aproveitamento da agua de coco
(Abreu, 1999a). Era previsto um crescimento do consumo de agua de coco, mas
nao se acreditava que a demanda atingiria niveis elevados de consumo (Bliska et
al., 1995). Entretanto, por ser um produto altamente apreciado por grande parcela
da populacéao, este mercado surgiu como promissor (Ranieri, 2000).

O levantamento da Secex (Secretaria de Comércio Exterior) mostra que o
Brasil importou mais do que exportou, cerca de 42,3 milhdes contra 982 mil
dolares, entre os anos de 1996 e 1999. Desde 1995, o pais decidiu sobretaxar a
importacao de coco seco e ralado e estabeleceu, em 1998, barreiras sanitarias a
entrada do produto, visando limitar as importagdes e evitar doencas. A sobretaxa
atingiu o Sri Lanka, Indonésia, Malasia, Costa do Marfim e Filipinas (Ripardo,
2000).

Em 1998, o quadro do mercado de coco no Brasil ja havia se alterado, o
mercado do coco verde cresceu nos Ultimos anos com o0 aumento do consumo da
agua de coco, e com o crescimento das industrias de acondicionamento, que
disponibilizavam o produto vigorosamente no varejo, principalmente, para
supermercados, restaurantes e lanchonetes. A agua de coco concorre no mercado
de refrigerantes e bebidas isotdnicas, representando 1,4% desse consumo, que é
estimado em cerca de 10 bilhdes de litros/ano (FruitSéries 3, 1998).

O Brasil é o oitavo maior produtor mundial de coco, sendo a regiao
Nordeste a maior produtora, seguida das regides Norte e Sudeste, onde os
estados de Minas Gerais e Sdo Paulo estao substituindo algumas plantacbes de
café e laranja por coqueiros, 0 que aumenta a oferta de 4gua de coco no mercado,
podendo o excedente seguir para exportacao (FIBGE, 1997; Ranieri, 2000;
Oliveira, 2000).
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O Brasil produz, por ano, 500 milhdes de litros de agua de coco e cerca de
7% desse total sdo destinados a exportacdo. Outros paises da América do Sul,
como Argentina, Uruguai e Paraguai, sdo compradores da agua de coco brasileira.
Agora os Estados Unidos e alguns paises da Europa também estdo conhecendo o
produto. A Embrapa aposta que o consumo da agua de coco no exterior pode
representar grande fonte de divisas para o pais, ressaltando que o maior problema
enfrentado pelas empresas que exportam agua de coco para a Europa é a
conservacao do produto até chegar ao seu destino. Normalmente, residuos da

casca da fruta deixam a 4gua rosada depois de alguns dias (Agéncia Brasil, 2004).

No Brasil, o coco verde representa garantia de emprego e geracao de renda
para os produtores. E a segunda maior atividade produtiva do Nordeste, depois da
cana de acucar, e emprega cerca de 400 mil pessoas entre plantio, colheita e
distribuicdo do produto. Para o nordestino, o coco é basico, desde a sua cultura,
agricultura e habito alimentar, e a exportacdo representa uma alternativa de

mercado para o agricultor (Agéncia Brasil, 2004).

O coco é a terceira fruta mais cultivada no pais, depois da laranja e da
banana. Mas o consumo per capita de agua de coco ainda € muito pequeno. O
volume médio anual consumido pelo brasileiro (130ml) se iguala ao do uisque,
segundo pesquisa divulgada pela Amacoco, maior produtora nacional do produto
em caixinha. A caixinha de 200mL, que chega a ser mais cara do que uma latinha
de 350mL de refrigerante, € um dos motivos para o baixo consumo. Segundo a
direcdo comercial da Amacoco, ndo se compara o0 custo de producdo do
refrigerante com o da agua de coco, pois existem as dependéncias quanto ao
clima, nivel de chuvas e da colheita. Portanto, uma agroindustria tem dificuldades
de reduzir seus custos. A unidade do coco in natura custa, no varejo, de 1,5 a 2
reais (Ripardo, 2004).

A regidao Sudeste € o principal mercado consumidor de coco verde do
Brasil. S6 no Estado do Rio de Janeiro, podemos encontrar na orla maritima cerca
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de 250 quiosques, que chegam a vender cerca de 100.000 cocos por semana
durante o verdo. Sem levar em conta o consumo em restaurantes, hotéis,
academias, bares, lanchonetes e feiras livres, e a crescente industria de
carrocinhas e empresas engarrafadoras de agua de coco para 0O consumo

domeéstico (Cenpa, 2004).

Atualmente, o consumo de agua de coco verde ocorre principalmente nos
meses mais quentes do ano nas regides Sul e Sudeste. Este segmento do
mercado esta em franca ascensdo, com uma faixa de consumo de 3,6 milhdes de
litros/ano, o que justifica o desenvolvimento tecnolégico em engenharia e controle

de processos (Datamark, 2002).

2.2.2 Variedades de coco para extracao da agua

Atualmente, existem trés variedades de coqueiro sendo cultivados em
diferentes partes do Brasil. Sdo as variedades gigante, hibrida e ana. A diferenca
basica entre elas, e de importancia nesta pesquisa, refere-se a sua melhor
utilizacdo em termos de rendimento de produtos, ou seja, agua de coco e copra
(améndoa).

2.2.2.1 Variedade Gigante

A variedade gigante é a mais extensivamente cultivada em escala comercial
em todos os paises produtores do mundo. E a variedade mais importante para a
obtencdo de produtos da copra, por ter uma améndoa mais firme e com maior
rendimento de 6leo e leite de coco, para industrializagdo. Entretanto, o rendimento
de agua de coco, de 14,4%, é menor do que o da variedade ana. Os frutos sédo
grandes e agua de coco tem um sabor menos atrativo. Outra desvantagem para a
industria de agua de coco é o seu elevado tempo de inicio de producédo, que é de
6 a 9 anos (Medina et al., 1980).
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2.2.2.2 Variedade Hibrida

Os cocos da variedade hibrida (PB 121), cultivados no Brasil pelas
agroindustrias Sococo e Ducoco, séo originarios do cruzamento entre a variedade
gigante do Oeste africano (Costa do Marfim) e a ana amarela da Malasia (Aragao
et al., 2002). O coqueiro hibrido obtido tem uma maior capacidade produtiva, de
até 120 cocos/ano, e uma altura intermediaria entre o an&o e o gigante, bem como
uma elevada resisténcia as doencas e uma precoce frutificacdo de quatro anos
apdés o plantio (Sococo, 1997). Entretanto, esta variedade também tem um
rendimento intermediario, tanto em termos de copra quanto de agua de coco. A
ocorréncia de rachaduras durante o transporte deve-se a menor resisténcia dos

frutos desta variedade (Medina et al., 1980).

2.2.2.3 Variedade Ana

A variedade ana tem um maior rendimento em agua em relacéo a variedade
gigante, de cerca de 27,5%, possuindo uma agua mais saborosa e adocicada,
mesmo estando verde. Tem um tempo de inicio de producdo mais curto, de
aproximadamente 2 a 3 anos (Aragao et al., 2002). Entretanto, ndo é uma
variedade recomendada para a obtengdo da copra, pois esta € de baixo

rendimento e pouco firme.

Os tipos encontrados de coqueiro andao no Brasil sdo o verde, amarelo e
vermelho. Entretanto, o tipo predominante e comercialmente cultivado € o verde
(Siqueira et al. 1994; Coco, 1997; Aragao et al., 2002).

O coqueiro anao foi introduzido no pais, através da Bahia, em 1924, trazida
de Java do Oriente. Até o ano 2000 foram plantados 57 mil hectares com esse
cultivar, com perspectivas de serem ampliados para 601 mil hectares nos
préximos 5 anos. Com tal area os produtores visam aumentar o consumo de agua
de coco, de 1% para 4 ou 5% em relacao ao consumo de refrigerantes, que é de
aproximadamente 10 bilhdées de litros (Aragdo et al., 2002). Em 2000, ja havia
cerca de 80 industrias de pequeno porte e trés de grande porte acondicionando
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agua de coco, colaborando ainda mais para a ampliacdo de coqueirais do tipo
anao (Ripardo, 2000).

Devido ao bom rendimento, caracteristicas sensoriais, maior facilidade de
manuseio e disponibilidade no mercado, o coco andao verde, com seis e sete
meses de maturacdo, vem sendo bastante utilizado e recomendado para uso em
escala comercial e realizacdo de pesquisas relacionadas ao aproveitamento de
sua agua (Campos et al.,, 1993; Maciel et al, 1992; David e Fernandes, 1998;
Abreu, 2000).

2.2.3 Caracteristicas fisico-quimicas da agua de coco

A agua de coco, denominada de endosperma liquido do Cocos nucifera L.,
€ relativamente acida com pH 5,5, pouco turva ou transparente, incolor, nao
viscosa e com sabor levemente adocicado, sendo constituida principalmente por
minerais e acucares, substancias nitrogenadas e gorduras em menor quantidade,
além de vitaminas e fatores de crescimento, como o horménio auxina (Medina et
al., 1980; Maciel et al., 1992; Campos et al, 1996; Wosiacki et al., 1996;
Srebernich, 1998; Aragao et al., 2002; Coco, 2004). Essas caracteristicas tornam
a agua de coco um 6timo substrato para o desenvolvimento microbiano, ou seja,

um alimento de facil e rapida deterioracao.

As caracteristicas da dgua de coco variam conforme o tempo de maturacéo
(Fagundes Neto et al., 1989). Na Tabela 2 estdo relacionadas algumas
caracteristicas fisico-quimicas da agua de coco da variedade ana de diferentes
cultivares e relativas a cinco periodos de maturacao, segundo Tavares et al.
(1998) citado por Aragéo et al. (2002).
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Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas da agua de coco da variedade ana em
diferentes tempos de maturacao.

Caracteristica 5 meses 6 meses 7 meses 8 meses 10 meses
Volume (mL) 125 a 247 153 a 290 212a310 140 a 246 54 a 152
pH 4,7a4,8 4,7 a 4,8 4,7a4,9 4,7 ab,7 5,4a6,7
Acidez! 1,0a1,5 1,0a1,5 0,8a1.2 0,6a15 0,3a0,5
Brix 45ab5,7 3,4a8,9 5,2a8,9 5,2a9,2 3,1a71
Glicidios Redut.2 3,1a45 2,2a3,6 19a5,5 22a6,4 0,3a0,7
Ferrod 0,03 a 0,04 0,03 a 0,05 0,06 a 0,09 0,04 a 0,07 0,03 a2 0,08
Célcio® 13a15 9,9a16 10a24 12a25 10 a 21
Potéassio® 148 a 231 102 a 192 143 a 191 189 a 248 127 a 269
Magnésio?® 6,1a14 8,3a14 3,8a12 3,7a11 3aib
Saédio® 5,1a6,9 8,7a12 4,7a9 5,8a17 15a55
Fésforos 1,2a4,8 46a7,9 25a5,2 41a75 5,1a9,2
Vitamina C* 1,7a3,9 19,7 a 94,3 N.E. 1,8a4,8 N.E.

1-mL NaOH 1N/100mL; 2-em glicose g/100mL; 3-mg/100mL; 4-mg/100g; N.E.-ndo encontrado.
Fonte: Adaptado de Tavares et al. (1998) citado por Aragéo et al. (2002).

Na Tabela 2 observa-se que o0s maiores volumes de agua sao obtidos
durante o sexto e o sétimo més de maturacdo, que os maiores valores de Brix
ocorrem entre 0 sexto e o oitavo més, e que os teores de minerais nao
apresentam grandes variagdes com o tempo. Aos seis meses de maturagéo, foi
observado o maior teor de vitamina C, de 19,7 a 94,3 mg/ 100mL, o qual pode ser
considerado alto. Mantena et al. (2003) encontrou valores de vitamina C da ordem
de 2,71 mg/100mL. Estes valores retratam a variagdo das caracteristicas da agua

de coco, mesmo quando se considera o mesmo periodo de maturacao.

Segundo Aragao et al. (1998), os frutos de coqueiro ando devem ser
colhidos, preferencialmente, entre o 6° e o 7° més, devido aos maiores
rendimentos em agua e melhores caracteristicas sensoriais. Alguns preferem a
agua de cocos com 5 meses por causa do baixo teor de gordura. Na Tabela 3
estdo relacionadas as caracteristicas fisico-quimicas da agua de coco da

variedade ana verde com 7 meses de maturagéo, segundo Rosa e Abreu (2000).
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Tabela 3. Caracterizacao fisico-quimica das aguas de coco anao verdes com 7
meses de maturagao.

Acidez (% v/p) 1,11 Vitamina C (mg/100mL) 1,2
pH 4,91 Proteina (mg/100g) 370
°Brix 5,00 P (mg/100g9) 7,40
Solidos Totais (g/1009g) 5,84 Ca (mg/100g9) 7,10
Glicidios Totais (g/1009) 3,46 Na (mg/100g) 7,05
Sacarose (mg/100mL) 280 Mg (mg/100g) 4,77
Glicose (mg/100mL) 2378 Mn (mg/100g) 0,52
Frutose (mg/100mL) 2400 Fe (mg/1009) 0,04
Valor caldrico (cal/100g) 27,51 K (mg/1009) 156,86

Fonte: Rosa e Abreu, 2000.

Por ser atualmente a cultivar mais utilizada para industrializagdo da agua de
coco, as caracteristicas da agua do coco anao, descritas na Tabela 3, podem ser

consideradas como as mais comuns entre os cocos comercializados no Brasil.

Devido a sua composi¢ao rica em sais, a agua de coco é considerada como
um isotbnico natural, com uma osmolalidade de 255 a 304 miliosmolal, muito
préxima a do plasma sangtineo humano, de 285 a 295 miliosmolal (Kuberski,
1979). Esta propriedade ¢é amplamente explorada pelas empresas
acondicionadoras de agua de coco, como apelo mercadoldgico. A osmolalidade é
a concentracao de solutos osmoticamente ativos, ou nimero de moléculas ou de
ions de um soluto por quilograma de solvente e é medida em mosm/kg ou
mosmol/L H2O (miliosmol por quilograma ou litro de agua).

Por definicdo, uma bebida isotbnica é aquela que apresenta concentracao
de substancias ou minerais semelhante a encontrada nos fluidos organicos. O
balangco entre eletrélitos evita a desidratagdo durante a pratica esportiva,
permitindo que a bebida seja rapidamente absorvida ap6s o consumo (Petrus e
Faria, 2000).

Solugdes isotbnicas tém entre 280 e 300 mosmol/L (Guyton, 1976;

Harrison, 1994; Ford, 1995). Sucos de frutas e refrigerantes sdo tipicamente
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hiperténicos com 600 a 700 mosmol/L (Ford, 1995). Osmolalidade menor que 500
mosmol/L evita a demora do esvaziamento gastrico e menor que 400 mosmol/L

facilita a absor¢ao da solucéo (Brouns e Kovacs, 1997).

2.2.4 Produtos comerciais de agua de coco

Atualmente, além da tradicional venda em barracas de agua de coco no
préprio coco, existem no mercado diferentes produtos de agua de coco, tais como
gelo de agua de coco, agua de coco engarrafada e congelada, agua de coco
pasteurizada e refrigerada, agua de coco tipo longa vida, cocos recobertos com
parafina e 4gua de coco in natura refrigerada.

Entretanto, dentre estes, os produtos considerados de maior expressdo em
termos comerciais, atualmente, sdo as aguas de coco acondicionadas em garrafas
de PET congeladas ou refrigeradas e as esterilizadas ou do tipo “longa vida”,
acondicionadas em caixas cartonadas multicamadas, utilizando-se ultra — alta
temperatura (UAT) e acondicionamento asséptico. As primeiras, em sua maioria,
sdo provenientes de cocos verdes da variedade ana, sendo acondicionadas por
pequenas e médias industrias. A Ultima é proveniente, geralmente, de cocos da
variedade hibrida PB-121, aproveitada, particularmente, por empresas de grande
porte, devido aos altos custos do processo, sendo a agua um subproduto do
processamento de cocos maduros, como ocorre nas maiores acondicionadoras do
pais, a Sococo, Amacoco e Ducoco (Sococo, 1997; Ranieri, 2000; Aragao et al.,
2002).

2.2.5 Caracteristicas sensoriais da agua de coco

Srebernish (1998) para elaborar uma bebida com caracteristicas sensoriais
semelhantes a da agua de coco, estudou a preferéncia dos provadores entre
aguas de duas variedades, gigante e hibrida, em diferentes estagios de maturacéo

(6 a 10 meses), e determinou que as aguas provenientes de cocos com 7 meses,
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foram as mais preferidas, sem diferenca significativa (p < 0,05) entre as duas
variedades. Essas amostras de agua de coco apresentaram pH entre 5,14 e 5,48,
acidez titulavel entre 6,17 e 9,55mLNaOHO0,1 N/100mL, sélidos totais entre 4,45 e
6,56; teores de frutose entre 1,07 e 2,80%, de glicose entre 1,59 e 2,87% e de
sacarose entre 0,26 e 1,02%. As médias sensoriais das formulacdes preparadas
variaram entre 5,18 e 8,35.

Campos (1993) verificou que valores de pH abaixo de 4,5, provocavam
rejeicdo da agua de coco entre os provadores, quando utilizado &cido citrico.
Adicao de até 200 mg/L de acido ascérbico ndo causou alteragdes significativas
no sabor. O binbmio de pasteurizacdo, de maior temperatura, que ndo causou

prejuizos a qualidade sensorial da agua de coco foi de 90°C/100 segundos.

Abreu et al. (2003) determinaram o perfil sensorial de amostras comerciais
de agua de coco obtidas por diferentes processamentos (pasteurizagao,
esterilizacdo UAT e congelamento), utilizando a metodologia de anélise descritiva
quantitativa e teste de aceitacdo. Dentre os resultados da analise descritiva
quantitativa foram encontrados, termos como, coloragdo encardida e aroma de
agua tbnica para a agua de coco pasteurizada, aroma putrido e sabor de coco
passado para a agua de coco esterilizada e sabor e aroma de ferrugem para a
agua de coco congelada. Essas caracteristicas foram atribuidas tanto aos
métodos de extracao e de conservacao, quanto ao tempo de maturagao dos frutos
utilizados. As médias de aceitacdo dessas amostras foram 6,1, 4,8 e 4,3 para a
amostra pasteurizada, esterilizada e congelada, respectivamente. Esses
resultados demonstram como os atuais tratamentos aplicados a agua de coco

estdo depreciando suas caracteristicas sensoriais naturais.

Frassetti et al. (2000) também encontraram baixos valores de aceitacédo
para amostras de agua de coco congeladas e tratadas termicamente (tratamento
néao especificado) comercializadas na cidade do Rio de Janeiro. A 4gua de coco
congelada teve média 2,87, e as duas amostras tratadas termicamente tiveram
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média 4,27 e 3,63. A agua de coco in natura, neste estudo, teve média de
aceitagcdo 7,5. Amostras de agua de coco pasteurizadas, comercializadas no
Estado do Rio de Janeiro, obtveram média seis (Araujo et al., 2000).

2.2.6 Aspectos importantes na industrializacao da agua de coco

O contato da agua de coco com a casca do fruto rica em compostos
fendlicos € um aspecto importante, pois, acredita-se que nesta etapa sao
arrastadas substancias que podem atuar como substrato para o escurecimento
enzimatico, além do arraste de microrganismos deteriorantes quando a extragéao e
a higienizagdo externa sao ineficientes. O manuseio apds a extracdo e o tempo
decorrido entre a abertura do coco e o0 seu resfriamento, ou processamento
térmico, pode melhorar ou prejudicar a qualidade do produto final (Cursino et al.,
1996; Abreu, 1999ab).

Pode-se considerar que os principais problemas de conservacao da agua
de coco sao o aparecimento de turvacao, formacado de uma coloracdo rosada e
alteracdo de sabor, ambos creditados as alteracdes microbioldgicas, atividade
enzimatica ou reacdes nao-enzimaticas, além da incorporagédo de oxigénio durante
o processamento (Cursino et al., 1996; Abreu, 1999ab; Cabral, 2002). As boas
praticas de fabricacéo, as etapas de extragao e a prevencao do escurecimento da
agua de coco merecem especial atencao.

2.2.6.1 Boas praticas de fabricacao (BPF)

A 4gua de coco € uma solugdo pouco acida e estéril, que contém sais
minerais e varios nutrientes, sendo sua microbiota inicial, ainda na palmeira,
caracterizada pela presenca de poucos microrganismos viaveis. Contudo, durante
as etapas de colheita, estocagem no solo (em contato com areia e possivelmente
esterco), carregamento, transporte e descarregamento, é possivel que a
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contaminacao seja disseminada (Teixeira, 1986 citado por David e Fernandes,
1998; Rosa e Abreu, 2002).

Portanto, a contaminacao inicial da agua de coco pode ser atribuida,
principalmente, ao seu contato com a casca no momento da extracdo. A flora
contaminante desse produto sera variada e dependente do ambiente e condigcbes
de colheita e transporte. Sdo de extrema importancia medidas de higiene e
sanificagcdo dos frutos antes da extragcdo e manutencdo das boas praticas no
decorrer de seu processamento, para que nao haja incorporacdo de

microrganismos provenientes de pessoal, utensilios e equipamentos.

O uso de solucéao clorada, a partir de hipoclorito de sédio, para desinfeccao
de frutos e utensilios, € bastante difundido na industrializagdo de alimentos, em
concentragbes que variam de 50 a 300 mg/L, com distintos tempos de contato
(Andrade e Macedo, 1996; Egushii e Massaguer, 1991; Nascimento e Silva, 2003).

Solugdes a base de cloro sdo bastante utilizadas em estudos com agua de
coco, onde alguns autores mencionam diferentes concentragdes de uso, variando
com o tempo de contato. David e Fernandes (1998) utilizaram imersao por 30
minutos em solugcao de hipoclorito com 20 mg/L de cloro livre. Rosa e Abreu
(2002) recomendam o uso de solugdes com 50 a 100 mg/L de cloro ativo, por 15 a
20 minutos, sendo necesséria a retirada do excesso utilizando-se solucéo clorada
a 0,5 mg/L. Segundo Troller (1993) solucdées de hipoclorito para lavagem e
resfriamento podem ter entre 2 e 7 mg/L de cloro. O FDA recomenda que a
maxima concentracdo de cloro em solugdes, para sanificacdo de superficies que
nao sofrerdo posterior enxague, seja de 200 mg/L (ICMSF, 1988).

Recentemente, Schmidt et al. (2004) avaliaram as boas praticas de
fabricacdo e aplicaram a Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC) aos diferentes processos de obtencao da agua de coco. No processo de
obtencao de agua de coco esterilizada por UAT, a esterilizacdo da embalagem foi
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considerada um PCC (ponto critico de controle), sendo controlado pela
concentragao do sanificante e tempo de contato.

2.2.6.2 Extracao da agua de coco

Os métodos tradicionais de extragcédo, tanto em pequenos estabelecimentos
como em algumas industrias de médio porte, eram ou ainda sdo de forma manual,
onde a agua é escoada através de um orificio no coco de cerca de 15mm a 20mm,
feito por furadores, que sao tubos de aco inoxidavel com diferentes formatos de
pontas perfurantes, que podem ser totalmente manuais ou adaptados a um
sistema de alavancas (Abreu, 1999a). Esta operagdo também é realizada ou
acompanhada pelo uso de instrumentos de corte como facas e facdes. A operacao
de extracdo manual pode aumentar o teor de substratos que propiciam a atividade
enzimatica, e 0 numero de microrganismos patogénicos e deterioradores, devido

ao intenso manuseio.

Abreu (1999a) desenvolveu um equipamento de extracao de agua de coco
que teve o objetivo de reduzir estes problemas, além de aumentar o volume de
extracdo com o tempo. Este equipamento baseia-se no principio de corte ao meio
dos cocos, onde 0 coco € projetado contra uma lamina fixa de aco inoxidavel, por
dispositivo eletromecanico, processando cerca de 2.600 cocos por hora
equivalente a uma vazao de 800 a 900 litros por hora.

As duas linhas de extracdo da empresa Amacoco sado totalmente
inertizadas com gas nitrogénio, para evitar as reagdes de oxidacdo. Mesmo assim
€ feito o uso do conservador metabissulfito que, segundo Custddio (2004), tem a
principal funcédo de evitar as oxidacdes lipidicas, ja que a agua de coco maduro é
mais rica neste componente. Em uma das unidades da Amacoco ocorre a mistura
da agua de cocos verdes com a agua de cocos maduros, sendo eventualmente
observada a ocorréncia de escurecimento, 0 que ndo ocorre quando é utilizada

somente a agua de cocos maduros. Nesse caso a funcdo do metabissulfito
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também é de evitar o escurecimento enzimatico. A empresa testou a utilizagdo do
acido ascorbico (concentracdo nao revelada), entretanto, foi observado um intenso

escurecimento durante a estocagem.

2.2.6.3 Escurecimento da dgua de coco

E comum a observagao, por parte de processadores e vendedores de agua
de coco, da formacao de uma coloracao levemente rosada, ou avermelhada, na
agua de coco horas apo6s a extracdao, mesmo quando mantida sob refrigeracao.
Essa alteragdo de cor vem sendo atribuida a atividade enziméatica, entretanto, nao
foram encontrados estudos que confirmassem esta hipotese. Também nao se
sabe qual enzima seria responsavel pela formacdo desta coloracdo e se o
diferencial seria o substrato fendlico da agua de coco, ou ainda, se o
escurecimento seria ndo enzimatico (David e Fernandes, 1998; Abreu, 1999;
Cursino et al. 1996; FAO, 2000; Cabral, 2002).

2.2.6.3.1 Fundamentos para o escurecimento enzimatico da agua de coco

O escurecimento enzimatico ocorre em frutas e hortalicas apds a quebra de
sua integridade celular por meios mecénicos, no ato do descascamento ou corte,
por exemplo (Eskin et al, 1971). Além de alteragdes aparentes no alimento, o
escurecimento enzimatico pode provocar também perda de sabor, aroma e valor
nutritivo (Galeazzi, 1984).

Duarte et al. (1999) e Duarte (2000) caracterizaram e detectaram as
enzimas peroxidase e tirosinase (polifenoloxidase) em agua de coco verde por
cromatografia liquida (FPLC) e eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS —
PAGE). Foi verificada uma atividade de 0,3 U/mL para a peroxidase e de 5,0 U/mL

para a tirosinase.
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Tadini e Murasaki (2002) realizaram ensaios de inativagao térmica da agua
de coco por processo descontinuo a 80, 85 e 90°C em tempos de 0 a 500
segundos, encontrando atividade residual das enzimas, sugerindo que ocorrem
pelo menos duas isoenzimas de resisténcias térmicas diferentes. Nao revelaram

os dados da pesquisa, contudo, observou-se atividade enzimatica residual.

Aguas de coco processadas a 95°C por 15 segundos, com adicdo de
100mg/L de &cido ascorbico, com pH 4,4 e engarrafadas em garrafas de vidro por
acondicionamento a quente e asséptico apresentaram, respectivamente,
amarelamento e/ou formacdo de coloragdo rosada, durante a sua estocagem
(Malpelli e Faria, 2002). O estudo da inativacdo enzimdtica destes processos
acusou a presenca de atividade residual tanto da enzima peroxidase quanto da
enzima polifenoloxidase (Goncalves e Faria, 2003). Estes resultados sugeriram a
necessidade do uso de temperaturas mais altas para processamento térmico por
poucos segundos, como 0 processamento por ultra-alta temperatura (UAT), por

exemplo.

Marcas comerciais de agua de coco tipo longa-vida (Ducoco, Tropcoco,
Extra, Danone, Sococo e outras) processadas por ultra-alta temperatura e
acondicionamento asséptico, tem em seus rétulos declarado o uso do conservador
INS 223, que é o codigo de identificagdo do metabissulfito de sddio. A marca
Ducoco é a unica que tem especificado em seu rotulo que a adigcdo do
metabissulfito tem a finalidade de evitar o escurecimento enzimatico, indicando,
entdo, que somente o uso de ultra-alta temperatura ndo é suficiente para a

inativacao das enzimas da agua de coco.
O método de ultrafiltracao, desenvolvido pela FAO, recomenda a adi¢do de

0,015% (150mg/L) de acido L-ascérbico para a estabilizacdo da cor da agua de
coco (FAO, 2000).
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Campos (1993) inativou as enzimas da agua de coco atraves de tratamento
térmico a 90°C, nos tempos de 310 e 550 segundos, respectivamente.
Provocando, contudo, prejuizos a sua qualidade sensorial. Apenas com a adicao
de 100mg/L de acido L-ascérbico, conseguiram reduzir em 99,1% a atividade da
enzima polifenoloxidase e em 73,7%, da enzima peroxidase. Com adicdo de
200mg/L de acido ascorbico, conseguiram a inativacdo de 100% de ambas as

enzimas.

2.2.6.3.1.1 Enzima Polifenoloxidase (PFO)

E uma enzima do grupo das oxirredutases, contendo cobre como grupo
prostético, que oxida difendis em presenca de oxigénio molecular. O nome
polifenoloxidase compreende duas enzimas distintas, cuja diferenca diz respeito a
especificidade aos substratos.

A primeira hidroxila monofendis a o-dihidroxifendis (atividade cresolase),
oxidando-os a o-quinonas (atividade catecolase), e € a enzima mais importante
para o escurecimento oxidativo de frutas e hortalicas, sendo denominada de
tirosinase, polifenoloxidase ou catecol oxidase. A segunda oxida orto e para
difendis as quinonas correspondentes, ndo possuindo a capacidade de hidroxilar
monofendis como a primeira, sendo denominada de lacase (Vamos-Vigyazo,
1981; Mayer e Harel, 1990; Mendonca e Guerra, 2003).

Embora ambas as formas de atividade possam ocorrer, a atividade
catecolase € a mais evidente no escurecimento de alimentos visto que a maioria
dos substratos fendlicos sao orto-dihidroxifendis. A reagdo do escurecimento
prossegue através da condensacdo das quinonas que reagem, nao-
enzimaticamente, com outros compostos fendlicos e aminoacidos, por exemplo,
para produzir pigmentos escuros de estrutura indeterminada (Vamos-Vigyazo,
1981; Mayer e Harel, 1990; Mendonca e Guerra, 2003). As etapas deste

mecanismo estdo representadas, resumidamente, na Figura 1.
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Figura 1. Reacao de escurecimento enzimatico a partir da polifenoloxidase (PFO).
Adaptado de Walker (1995) e Sapers (1993).

De maneira geral, na literatura, a polifenoloxidase é considerada termolabil,
sendo que os processos de branqueamento e pasteurizagao funcionam muito bem
para sua inativagcdo (Svensson, 1977; Vamos-Vigyazé, 1981; Mayer e Harel,
1990). Entretanto, Campos (1993) verificou que a polifenoloxidase foi a enzima
que apresentou maior resisténcia térmica, quando aplicados diferentes
tratamentos de pasteurizagéo.

2.2.6.3.1.2 Enzima Peroxidase (POD)

Sao enzimas semelhantes a PFO, também membro do grupo das
oxirredutases. Decompdem o perdxido de hidrogénio na presenca de um doador
de hidrogénio. Sao bastante difundidas na natureza e podem estar presentes em
plantas superiores, animais e microrganismos (Vamos-Vigyaz6, 1981; Robinson,
1991).

A Figura 2 descreve o mecanismo de escurecimento enzimatico da
peroxidase, utilizando como doador de hidrogénio o guaiacol, bastante utilizado
nos meétodos de deteccdo de atividade enzimatica da POD (Fatibello-Filho e
Vieira, 2002).
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Figura 2. Mecanismo do escurecimento enzimatico a partir da peroxidase (PDO).
Adaptado de Fatibello-Filho e Vieira (2002).

A POD é uma enzima termorresistente, que pode apresentar regeneragao
apds tratamento térmico insuficiente. Os fatores externos que governam a
inativacao térmica da POD, em um determinado pH, sdo o tempo e a temperatura
de tratamento. A uma dada temperatura, e por longa exposicao a sua destruicao é
mais efetiva. Em altas temperaturas e curto tempo, o efeito € ameno, podendo
causar rapida inativagdo, entretanto, causando uma maior regeneracao da sua
atividade (Adams, 1978; Nebesk et al., 1950). Ha controvérsia entre os resultados
de regeneragdo, que sao atribuidos a diferenga de sensibilidade dos métodos

utilizados e até hoje disponiveis (Vamos-Vigyazé, 1981).

Normalmente, essas enzimas sao inativadas pelo processo de
pasteurizagdo comum, que dura cerca de minutos a temperaturas de 75 a 95°C,
entretanto, a peroxidase apresenta a caracteristica de regeneracao,
principalmente quando se trata de um tratamento térmico por ultra-alta
temperatura (Yamamoto et al., 1962; Ferhrmann et al., 1967; Lu e Whitaker, 1974;
McLellan e Robinson, 1981; Naveh et al., 1982; McLellan e Robinson, 1987;
Nielsen et al., 1993; Bucheli e Robinson, 1994; Adams, 1997; Chilaka et al., 2002;
Mendonca e Guerra, 2003).
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Na Tabela 4 estdo relacionados alguns dos parametros que indicam as
caracteristicas de resisténcia térmica da POD, encontrados em alguns trabalhos

de pesquisa.

Tabela 4. Valores D e Z da enzima peroxidase.

Sistema T ref D (s) Z (°C) Referéncia
milho 100 600 33 Naveh et al., 1982
milho 93 13 30,5 Yamamoto et al., 1962
milho 143 45 18,3 Yamamoto et al., 1962
Tampao acetato (pH = 5,6) 121 783 27,87 Adams, 1978~
Puré de péra (pH = 5,6) 121 209 34,44 Adams, 1978*
Puré de feijao verde (pH = 5,6) 121 304 30,59 Adams, 1978*
Puré de batata 120 70 35 Svensson, 1977

*Inativacao irreversivel, sem regeneragao.

Segundo Duarte (2000), a peroxidase da agua de coco utilizada em seu
estudo apresentou peso molecular de 49,2kDa, quando analisada por
cromatografia por gel filtracdo, e de 44,63kDa, quando analisada por eletroforese
em gel de poliacrilamida.

Os vegetais que apresentam isoenzimas da peroxidase de peso molecular
semelhante ao da agua de coco sdo o kiwi (43 e 45kDa), a batata (48kDa) e o
tomate (43kDa). O kiwi mostrou uma baixa atividade enzimatica, quando a sua
concentracao natural de acido ascérbico foi de 84mg/100g (Préstamo e Manzano,
1993).

Préstamo e Manzano (1993) estudaram extratos de vegetais que continham
isoenzimas da peroxidase com pesos moleculares entre 36 e 120kDa, sendo que
a adicao de acido ascérbico em concentragdes de 2 a 170uM foi capaz de inativa-
las. Através desses resultados postularam que, produtos com alta atividade da
enzima peroxidase devem ser branqueados ou tratados com antioxidantes para
reduzir a atividade das isoenzimas. Enquanto que, frutas e vegetais que
apresentam baixa atividade da enzima peroxidase e contém isoenzimas de baixo
peso molecular, ndo precisam de branqueamento, contudo, podem ser tratadas

com antioxidantes se necessario.
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Adams (1997) investigou a causa da néo linearidade da cinética de primeira
ordem da inativacdo da peroxidase de horseradish altamente pura, que segundo
Préstamo e Manzano (1993), contém cerca de onze isoenzimas com pesos
moleculares de 36 a 130 kDa. Adams (1997) observou forte regeneracao apds
aquecimento a 70°C por até uma hora, em pH 5,6, e baixa regeneragcio apds
aquecimento por mais de duas horas. Este fendmeno de regeneracéao foi apontado
como a causa da nao linearidade. Em condigdes de neutralidade nao foi
observada regeneracdo. Por eletroforese constatou-se que a enzima foi
restabelecida na regeneragao, e que outros elementos protéicos foram formados
guando ndo houve a regeneragao.

Adams (1978) estudando a inativacao irreversivel da peroxidase por HTST
em purés de péra e feijao verde, utilizando temperaturas de 60 a 160°C, encontrou

valores D, .. e z de 3,49 e 5,07 minutos e de 34,44 e 30, 59°C, respectivamente.

A diferenca de resisténcia térmica das isoenzimas pode ser explicada pela
ocorréncia de diferentes estados de agregacéao, além da formacéo de agregados
de enzimas, aumentando assim a sua estabilidade térmica (Robinson, 1991). A
agregacao de isoenzimas também pode explicar os calculos de Naveh et al.
(1982) que indicam que a fracao termoestavel representa apenas 7% da atividade

enzimatica inicial ( D,,..=10min; z=33°C), assim como Yamamoto et al. (1962),
que determinou o valor de 5% (Dy..=10 min, z=12°C), sendo que ambos

trabalharam com peroxidase de milho.

2.2.6.3.2 Fundamentos para o escurecimento ndo-enzimatico da 4gua de coco
Considerando-se as caracteristicas naturais da agua de coco, 0
escurecimento nao-enzimatico, na sua forma in natura, poderia ser atribuido a
oxidacao do 4cido ascoérbico. Ja na agua de coco processada termicamente, a
oxidagdo do acido ascorbico também seria favorecida, além das reagdes de
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caramelizacdo e de Maillard, j& que a agua de coco é rica em aminoacidos e
acucares redutores como a frutose.

Mantena et al. (2003) observaram que a agua de coco verde in natura foi
capaz de sequestrar radicais livres e radicais superéxidos, mas promoveu a
produgdo de radicais hidroxil e aumentou a peroxidacdo lipidica. Estas
propriedades foram reduzidas drasticamente quando a agua de coco foi aquecida
por 60 minutos em agua fervente. A agua de coco maduro apresentou reducao na
capacidade de sequestrar radicais livres e superéxidos. Concluiu-se que estas
propriedades poderiam ser parcialmente atribuidas ao &cido ascérbico nela
contido, além da acao de mais de um principio ativo, pela agua de coco ser rica
em vitaminas, aminoacidos, enzimas e outros componentes. A concentracdo de
acido ascérbico na agua de coco verde in natura foi de 2,71mg/100mL e nas
demais foi de 0,28 a 0,58mg/100mL.

2.2.6.3.3 Inibidores de escurecimento enzimatico e ndo-enzimatico

Existem varios inibidores de escurecimento enzimatico e nado-enziméatico
amplamente utilizados pela industria de alimentos e especificamente de bebidas,
além do uso de métodos combinados de preservagdao. O escurecimento
enzimatico pode ser controlado por branqueamento, exclusdo do oxigénio e fenois

e/ou pelo uso de inibidores (Sapers, 1993; Vamos-Vigyazo, 1995).

O escurecimento nao-enzimatico pode ser controlado por refrigeracao,
controle de atividade de agua, diminuicao de agucares redutores, tratamento com
glicose-oxidase, reducédo de fontes de nitrogénio, embalagens com absorvedores
de oxigénio e o uso de inibidores a base de sulfitos. Outros inibidores alternativos
aos sulfitos vém sendo amplamente estudados, como o uso do acido ascorbico
(Sapers, 1993).
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2.2.6.3.3.1 Sulfitos

Os sulfitos sdo altamente efetivos no controle do escurecimento, mas sao
sujeitos as restricoes regulamentares devido aos efeitos adversos sobre a saude
(Sapers, 1993; Taylor, 1993; Vamos-Vigyazé, 1995).

Os agentes sulfitantes (diéxido de enxofre, sulfito de sdédio, bissulfito e
metabissulfito de sddio e potassio) sdo adicionados aos alimentos, desde a
antiguidade, para prevenir o escurecimento enzimatico e nao-enzimatico, controlar
0 crescimento de microrganismos, agir como agente branqueador, antioxidante ou
redutor, além de outras func¢des tecnoldgicas (Sapers, 1993; Vamos-Vigyazo,
1995).

Os niveis de tratamento com sulfitos em alimentos dependem da finalidade.
Niveis residuais usualmente nao ultrapassam centenas de miligramas por litro,
mas podem chegar a 1000mg/L no caso de algumas frutas e vegetais (Taylor et
al., 1986). O FDA prop6e um residual maximo de diéxido de enxofre de 300, 500 e
2000mg/L em sucos de frutas, batatas desidratadas e frutas secas,
respectivamente (FDA, 1988 citado por Sapers, 1993).

Pinto et al. (2004) verificaram os efeitos do di6xido de enxofre adicionado a
agua de coco, sobre o crescimento de B. subtillis e S. cerevisiae, intencionalmente
inoculados. Observaram que, respeitando os limites permitidos pela legislagéo de
adicao de 15mg/L, o diéxido de enxofre foi capaz de inibir apenas 3,6% de B.
subtillis e 5,7% de S. cerevisiae.

2.2.6.3.3.2 Acido ascérbico

O &cido ascorbico é considerado uma das melhores alternativas ao uso dos
sulfitos. E um composto altamente efetivo contra o escurecimento enzimatico,
primeiramente, devido a sua habilidade de reduzir as quinonas, geradas pela PFO,
retornando ao composto fendlico antes que eles possam iniciar as futuras reagdes

formadoras de pigmentos. Entretanto, ao mesmo tempo, o acido ascérbico esta
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sendo oxidado ao acido dehidroascérbico (DHAA), e quinonas podem acumular e
causar o escurecimento. O DHAA também pode causar o escurecimento nao-
enzimatico (Henshall, 1981; Sapers, 1993; Vamos-Vigyazo, 1995).

Altas concentracbes de acido ascérbico podem inibir diretamente a PFO
(Vamos-Vigyazo, 1981). O &cido ascérbico ndo € mais efetivo que os sulfitos
devido a maior estabilidade e penetracdo deste ultimo. Derivados mais estaveis do
acido ascérbico vém sendo utilizados para substitui-lo em formulacdes

experimentais, mas na maioria, seu uso ainda nao é permitido (Sapers, 1993).

Abreu (1999b) recomenda que a estabilizacdo quimica da agua de coco
pode ser atingida com a adicao de acido ascérbico, atuando como antioxidante.
Contudo, ha processos onde o metabissulfito de sodio, o acido soérbico e o acido
benzdico também sado utilizados (Rosa e Abreu, 2002). Atualmente, ndo existem
aguas de coco sendo comercializadas que utilizem somente o &acido ascorbico
para estabilizacdo. Segundo Joslyn (1961), a reducao do oxigénio pelo acido

ascorbico nao € instantanea, ocorrendo uma distinta fase lag na reagao.

2.2.7 Residuos provenientes da extracao da agua de coco

Em grandes centros urbanos, como o Rio de Janeiro, por exemplo, sao
geradas 600 toneladas de residuo por dia com o consumo do coco verde. Para
gue uma tonelada deste material seja recolhida, encaminhada e mantida em aterro
sanitario, sdo gastos, em média U$ 43,00. Além disso, a decomposi¢do da casca

leva cerca de dez anos (Noticias, 2000).

O aproveitamento da casca de coco verde também vem sendo estudado
pela Embrapa Agroindustria Tropical, de Fortaleza (CE), para substituir a
samambaiagu (xaxim) na fabricacao de vasos e para ser utilizada como substrato
para plantas, a partir da sua conversdo em adubo organico (Aragéo et al., 2002;
Gazeta Mercantil, 2003).
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A fibra da casca do coco ainda pode ser aproveitada para confeccdo de
fios, escovas, painéis, cordas, colchdes, estofamento de carros e almofadas, e
isolante térmico, sendo diferenciado o seu uso pelo comprimento das fibras e
qualidade. J& é utilizada como fonte alternativa de combustivel, semelhante ao

carvao vegetal (Nunes, 2002).

2.2.8 Legislacao para agua de coco

Em 29 de Maio de 2002, foi criada a Instrugdo Normativa n°. 39, do
Ministério da Agricultura e do Abastecimento (MAA-IN39), para fixacdo de
identidade e qualidade da agua de coco (Brasil, 2002). Foram determinados
algumas caracteristicas e limites para a comercializagdo do produto e aqui seréo

destacados apenas aqueles de interesse para esta pesquisa.

A MAA-IN39 definiu a 4gua de coco esterilizada, como bebida obtida da
parte liquida do fruto do coqueiro, por meio de processo tecnoldgico adequado,
nao diluido e nao fermentado, e que foi submetido a um processo adequado de

esterilizacao “comercial”.

Quanto ao uso de ingredientes opcionais, podem ser adicionados agucares
exclusivamente para correcao de Brix do produto, em quantidade nao superior a
19/100mL. Podendo ser adicionadas vitaminas conforme legislagcdo especifica.
Quanto aos requisitos, deve ter acidez em &acido citrico entre 0,03 e 0,18 g/100mL,
pH minimo de 4,3 e Brix maximo de 7,0% a 20°C.

Quanto ao uso de aditivos, podem ser adicionados conservadores,
antioxidantes e acidulantes quimicos, conforme aprovados para sucos de frutas,
até a publicacdo de tabela de aditivos especifica para agua de coco. De acordo
com a ABIA (1992), a maior concentracao de aditivos permitidos para refrigerantes
e sucos de frutas sdo de 300ppm de acido ascorbico, 200mg/L de metabissulfito
de potassio e acido citrico na quantidade necessaria.
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A RDC n°12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), definiu os critérios e padrées microbiolégicos para agua de coco
(ANVISA, 2001). A agua de coco in natura pode apresentar contaminagédo de 10 a
102UFC (a 45°C de incubagao), e a pasteurizada de 5 a 10UFC de coliformes por

mL. E ambas devem apresentar auséncia de Salmonella sp em 25 mL.

Ainda segundo a RDC n®12, alimentos processados em embalagens
herméticas, estaveis a temperatura ambiente, exceto leite e derivados UAT (UHT),
com pH maior que 4,5, apés 10 dias de incubagédo a 35-37°C, de embalagem
fechada, ndo devem apresentar nenhuma alteragdo, ou seja, ndo devem existir
sinais de alteracdo das embalagens, nem quaisquer modificacbes fisicas,
quimicas ou organolépticas do produto, que evidenciem deterioracdo e nao podem
revelar variacdo de pH maior que 0,2. Quando necessario deve ser verificada a
esterilidade comercial conforme metodologia especifica.
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3 MATERIAL E METODOLOGIA

Esta pesquisa foi dividida em duas etapas distintas:
- Desenvolvimento de formulacédo de agua de coco;

-Avaliacao de desempenho do sistema asséptico piloto.

- Desenvolvimento de formulacao de agua de coco
Para o desenvolvimento de uma formulacdo de agua de coco, foram
realizados testes sensoriais com o objetivo de padronizar a matéria-prima a ser

utilizada na avaliagcao do sistema asséptico.

- Avaliacao de desempenho do sistema asséptico piloto

Utilizando-se a formulagéo definida no estudo anterior, foram processados
10 lotes de agua de coco, 5 em escala piloto e 5 em pequena escala, com o
objetivo de avaliar o desempenho do sistema asséptico, realizar e testar
adaptacoes necessarias e definir o melhor binémio de tempo e temperatura para
estabilizacdo da agua de coco. Os lotes foram produzidos em trés diferentes

experimentos, a saber:

Experimento 1: Foram processados quatro lotes, de 300 unidades cada,
para avaliar o sistema asséptico quanto aos procedimentos de esterilizacao,
controle e a sua eficiéncia em produzir dgua de coco “comercialmente estéril”.

Foram utilizadas temperaturas de 135 a 144 °C por 10 segundos.

Experimento 2: Foram processados cinco lotes, de 21 litros cada, para
avaliar as adaptacdes feitas em equipamentos e procedimentos que se tornaram
necessarios devido aos resultados apresentados no Experimento 1. Este
experimento possibilitou também o estudo dos efeitos da temperatura e de

diferentes concentragdes de acido ascorbico na estabilidade da agua de coco.
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Foram utilizadas temperaturas de 138 a 144°C por 10 segundos, conforme os

resultados apresentados no Experimento 1.

Experimento 3: Foi processado um lote de 200 unidades com o sistema
adaptado, utilizando-se o melhor tratamento térmico definido no Experimento 2.

3.1 MATERIAL
3.1.1 Agua de coco verde (Cocos nuciferaL.)

A agua de coco foi extraida de cocos da variedade ana verde, com seis a
sete meses de maturacdo. Os cocos utilizados para o desenvolvimento da
formulacdo e para os Experimentos 2 e 3, foram obtidos da Central de
Abastecimento (Ceasa) de Campinas-SP, provenientes do Estado do Espirito
Santo. Os cocos utilizados no Experimento 1 foram obtidos em uma plantacao do
Estado do Piaui e transportados a cidade de Campinas (SP), em caminhao
lonado, por trés dias.

3.1.2 Ingredientes de formulacao

Durante o desenvolvimento da formulacdo, utilizou-se como fonte de
sacarose, agucar refinado da marca Unido, adquirido em supermercados de
Campinas-SP. No desenvolvimento da formulagdo da agua de coco e durante os
testes de avaliacdo foram utilizados acido citrico, acido L-ascorbico e frutose (em
substituicdo a sacarose) do tipo p.a granulados e da marca Synth, obtidos de
distribuidor de Campinas-SP.

3.1.3 Embalagens

Nos Experimentos 1 e 3, foram utilizadas garrafas de polietileno tereftalato
(PET) transparente, de 330mL, do tipo monocamada da Braspet. No Experimento
1, foram utilizadas tampas de polipropileno (PP) de 28mm com liner, fornecidas
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pela Tapon Corona Ltda. (Sao Paulo-SP), e no Experimento 3, foram utilizadas
tampas de polietileno de alta densidade (PEAD) de 28mm sem liner, fornecidas
pela Bericap Ltda.(Sorocaba-SP).

No Experimento 2, diferentes embalagens foram utilizadas visando
aumentar o numero de unidades acondicionadas, para realizacdo das analises.
Foram utilizados tubos de vidro de 70mL, de tampa e rosca, marca Pirex, e
garrafas de vidro de 318mL, marca Cisper (Owens-lllinois do Brasil S/A-Séao
Paulo-SP), com tampas metélicas de 38mm da Amcor White Cap Ltda.(Sao Paulo-
SP).

3.1.4 Extratores de agua de coco

Para o desenvolvimento da formulacao, a agua de coco foi extraida com o
auxilio de um furador manual, previamente higienizado. Depois de perfurados, os
cocos foram invertidos em um funil com tela fina, e a agua de coco foi

acondicionada em recipiente isotérmico.

Para o Experimento 1, foi desenvolvido e instalado na planta piloto do
DTA/FEA/Unicamp, por Faria (2003), um extrator de da agua de coco, em que seu
principio de funcionamento consistiu da perfuragdo do coco e posterior drenagem
da sua agua. A perfuracéo foi feita por um dispositivo acionado por ar comprimido,
que impulsionou um tubo cilindrico pontiagudo contra a superficie lateral do coco,
abrindo um orificio de, aproximadamente, 20mm de diametro. O coco foi entdo
invertido sobre uma espécie de “canaleta” de aco inoxidavel, até a drenagem total
da agua. O detalhamento do sistema de extracao esta apresentado na Figura 3.

Para os Experimentos 2 e 3, foi utilizado um extrator de agua de coco
idealizado e construido por Faria (2003). O seu funcionamento foi baseado na
utilizacdo de sistema pneumatico, utilizando-se a pressdao com a dupla funcao de
projetar o bico perfurador para o interior do coco e, ao mesmo tempo, de injetar ar
comprimido filtrado no mesmo, expulsando assim a agua de coco sob pressao e
por escoamento através de orificios contidos no préprio bico (Figura 4).
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Entrada de ar comprimido |

Coco perfurado
=~ 7 =
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agua-de-coco

Coco verde
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Figura 3. Detalhamento do extrator de agua de coco e da canaleta de escoamento

utilizados no Experimento 1.
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Entrada de ar comprimido

D —

Cilindro
pneumatico

Filtrg(1um)

Saida da agua
de coco

Figura 4. Detalhamento do extrator de agua de coco utilizado nos Experimentos 2 e
3.

3.1.5 Esterilizador de embalagens

Nos Experimentos 1 e 3, foi utilizado o esterilizador de embalagens
idealizado e construido por Faria (2001), representado na Figura 5. Seu principio
de funcionamento baseia-se na aspersao de sanificante a base de acido
peracético e posterior enxagie com agua estéril. A agua de enxagle das
embalagens foi esterilizada por dois pré-filtros de 1um, e um filtro microbiol6gico

de 0,22um de diametro de poro, montados em série.
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Figura 5. Esterilizador de embalagens.

Utilizou-se o sanificante comercial Proxitane 1512®, constituido de uma
mistura estabilizada de acido peracético (15%) e perdxido de hidrogénio (23%), da
Peroxidos do Brasil Ltda., da cidade de S&o Paulo. As condicées de uso
basearam-se nos estudos realizados por Abreu (2001), a partir dos quais foi
gerada uma equacgao representativa do processo de esterilizacdo deste sistema,

conforme Equacéo 6.

y=-11,5621 + 0,2587. T + 19,8417. APA — 4.3377. (APA)? - 0,1167.  (6)
t.APA—0,2176. T . APA + 0,3641 .t — 0,008 . ()

Onde, y é o numero de reducdes decimais (- log N/N,), t é o tempo de
contato do sanificante, em segundos, T é a temperatura do sanificante em °C e
APA ¢é a concentracao de acido peracético em %. Foi estabelecido o tempo de 10
segundos de aspersdo com &cido peracético 0,5%, a temperatura de 30-35°C, a
qual, segundo a Equacao 6, possibilita entre 4 e 4,8 redugcdes decimais de
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esporos de B. subtilis var. globigii ATCC 9372. Este procedimento garante o
atendimento as recomendagdes da US-Food Drug Administration — FDA (Buchner,
1993).

3.1.6 Esterilizador UAT

O esterilizador utilizado possuia um trocador de calor de ultra-alta
temperatura (UAT), do tipo placas, com vazao nominal de 300 L/h, fabricado por
SUMA Industria e Comércio Ltda. (Campinas-SP), ilustrado na Figura 6. O
trocador foi composto pelas secdes de regeneracdo, aquecimento do produto,
aquecimento da agua (meio de aquecimento), retencao, resfriamento do produto
final (opcao de agua refrigerada) e resfriamento do produto retornado. Atinge uma
temperatura maxima de 150°C por 4, 7 e 11 segundos, através do uso de trés
diferentes tubos de retencao e pelo ajuste manual de controle de vazdo. O
equipamento possui valvula de retorno pneumatica, para o produto nao
esterilizado e um painel de controle onde sdo visualizadas as temperaturas do
produto (na saida da secdo de retencdo) e da agua de aquecimento, com

graduacgao de + 1,0°C. O produto foi impulsionado utilizando-se bomba centrifuga.

Para os Experimentos 1 e 3 o sistema foi equipado com um tanque de
formulacdo de 220 litros, um tanque de equilibrio de 76 litros, ambos em aco
inoxidavel, e um tanque para producdo de agua de aquecimento, através da
injecéao direta de vapor. A disposicao da unidade de esterilizacdo dentro da planta
de processamento, para cada um dos experimentos, pode ser visualizada nas

Figuras 7 e 8.

Para o Experimento 2, foi utilizado um tanque de 50 litros com fundo
funilado. Com esta conformacao, foi possivel operar o sistema com um volume
reduzido de 21 litros. A disposicdo da unidade de esterilizacdo, dentro da planta
de processamento, para o Experimento 2, pode ser visualizada na Figura 9.
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Painel de controle

Tanque de vapor e

Tanque de agua aquecida
Formulacao
(230L)
Tubo de
retencao
Tanque de Trocador de
Equilibrio calor tipo placas
(100L)
Bomba
Centrifuga

Figura 6. Visualizacao do esterilizador UAT.

3.1.7 Sistema de acondicionamento asséptico (Sala limpa)

Nos Experimentos 1 e 3, o sistema de acondicionamento asséptico foi
composto por um tanque de recepcao de 220 litros, que recebeu o produto
esterilizado, e por uma valvula dosadora de acondicionamento, que acionada
manualmente, liberou o produto por acdo da gravidade, para o interior das
embalagens. O sistema de acondicionamento estava situado dentro de uma sala
limpa certificada do tipo I1SO classe 7 ( >352.000 particulas de 0,5um/m® de ar). A
certificagao foi feita conforme as normas e padrdes internacionais, controlando-se
a pressao positiva, temperatura, umidade relativa, nimero de renovacbes de ar
por hora e contagem de microrganismos e particulas em suspensao (Petrus el al.,
2003b). A disposicdo dos componentes do sistema de acondicionamento, nos

Experimentos 1 e 3, pode ser visualizada nas Figuras 7 e 8, respectivamente.
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1. Esterilizador de ultra-alta temperatura.
2. Esterilizador de embalagens.

3. Sistema de acondicionamento asséptico (Sala Limpa).

Figura 7. Disposicao dos equipamentos dentro da planta de processamento para o

Experimento 1.
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/'6\'}. centrifuga
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’[ \ Tangue de formulagio

Figura 8. Disposicao dos equipamentos dentro da planta de processamento para o
Experimento 3.

No Experimento 2, para coleta dos cinco lotes processados, utilizou-se
erlenmeyers de vidro de 3 litros de capacidade, previamente esterilizados em
estufa a 140°C por 2 horas. Os frascos foram selados com tampas confeccionadas
de folha de aluminio e previamente esterilizadas em autoclave a 121°C por 15
minutos. Para que fosse garantida a esterilidade do sistema entre os processos, e
retirado qualquer residuo do processo anterior, foi circulada agua esterilizada (na
mesma temperatura de cada processo) por 20 minutos pela linha, antes da
entrada do produto. Também foi realizada a flambagem do bico de

acondicionamento no inicio do processamento de cada lote.
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Teste de monitoramento de fluxo

Para garantir a coleta de agua de coco sem contaminagdo com agua de
enxague, previamente, foi realizado um teste utilizando azul de metileno. O teste
consistiu na injecdo, com seringa descartavel, de 20mL de uma solucdo aquosa
de azul de metileno 10%, na linha adaptada, seguido da injecdo de 20L de agua.
Fez-se o acompanhamento, até que o corante azul deixasse de colorir a agua
coletada, relacionando-se entao este volume ao tempo de vazdo, para prever em
que momento haveria somente a coleta de agua de coco. Em complementacéao ao
teste citado, fez-se uma simulacao de coleta utilizando-se uma solugao de frutose,

com Brix semelhante ao do produto (6,0%).

Erlenmayer (3L)

e

| Linha de vapor

Tangue de vapor
g agua aguecida

Trocador
de calor

Sala Limpa

centrifuga

Figura 9. Disposicao dos equipamentos dentro da planta de processamento para o

Experimento 2.
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3.2 METODOLOGIA
3.2.1 Desenvolvimento de formulacao de agua de coco

3.2.1.1 Recepcao, higienizagéo e resfriamento dos cocos

Os cocos foram higienizados por lavagem manual com agua potavel, para
eliminar as sujidades mais grosseiras, e depois, por imersdo em solugdo de
hipoclorito, com 200 mg/L de cloro ativo, por 10 minutos, e enxaguados com
solucdo a 5 mg/L (Egushii e Massaguler, 1998). Os cocos sanificados foram
embalados em sacos de polietileno e armazenados em camera fria (-18°C) por 24
horas.

3.2.1.2 Planejamento fatorial

Para definir as formulaces, foi realizado um planejamento fatorial completo
do tipo 22, onde as variaveis independentes foram pH e Brix (Box et al., 1978;
Barros Neto et al,1996). Segundo Norris et al. (1984), sensorialmente, o
parametro que determina o efeito do gosto acido é a acidez titulavel, e nao o pH.
Entretanto, o pH foi escolhido como variavel independente para atender as
exigéncias de seguranca alimentar, visto que, para que um produto seja
considerado comercialmente estéril, apés um processo de pasteurizagdo, o pH
deve ser menor ou igual a 4,5, independente de sua acidez titulavel. Portanto,
nesta fase da pesquisa, a acidez titulavel das formulagbes de agua de coco foi
apenas monitorada.

Os valores de pH foram fixados entre 4,3 e 5, e os de Brix entre 5,3 € 6,7%.
Estes limites foram baseados em valores encontrados por Campos (1993) e
Tavares et al. (1998), na caracterizacao de agua de cocos da variedade ana, e por
Srebernich (1998) para agua de cocos das variedades hibrida e gigante.

O planejamento fatorial teve cinco niveis (-1,41; -1; 0; +1; +1,41), sendo,
trés pontos centrais e quatro axiais, totalizando 11 formulacdes. A relacao entre os
cédigos de cada nivel e os valores das variaveis independentes estd apresentada
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no delineamento experimental da Tabela 5. O planejamento fatorial completo, com
as 11 combinagdes de pH e Brix, esta detalhado na Tabela 6.

Tabela 5. Delineamento experimental das variaveis independentes codificadas e nao
codificadas.

Variavel/Cédigo -1,41 -1 0 +1 +1,41
pH 4,3 4.4 4,65 4,9 5,0
Brix (%) 53 55 6,0 6,5 6,7

Tabela 6. Planejamento fatorial 2° com pontos centrais (0) e axiais (x1,41).

. Codificado Nao Codificado
Formulacao ; .

pH Brix pH Brix
1 -1 -1 4,40 5,5
2 +1 -1 4,90 55
3 -1 +1 4,40 6,5
4 +1 +1 4,90 6,5
5 -1,41 0 4,30 6,0
6 +1,41 0 5,00 6,0
7 0 -1,41 4,65 53
8 0 +1,41 4,65 6,7
9 0 0 4,65 6,0
10 0 0 4,65 6,0
11 0 0 4,65 6,0

3.2.1.3 Analise sensorial
Foram realizados dois diferentes estudos sensoriais para definir a melhor
formulacéo de agua de coco, os quais estdo descritos nos itens a seguir.

3.2.1.3.1 Percepcao dos gostos acido e doce das formulagdes de agua de coco
Este teste teve o objetivo de avaliar a percepgéao sensorial dos gostos acido
e doce nas diferentes formulacées de agua de coco, em funcao da variagao de pH

e Brix. Para o teste, foi realizada uma selecao de provadores em fungao de suas
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sensibilidades a percepgcdo dos gostos acido e doce, utilizando-se metodologia
descrita por Ferreira et al. (2000).

Inicialmente, 20 provadores voluntarios foram treinados a avaliar a
intensidade dos gostos acido e doce das formulacées descritas na Tabela 7, as

quais serviram como referéncias ao gosto acido forte e ao gosto doce forte.

Tabela 7. Formulacoes de agua de coco utilizadas como referéncias durante a
selecao de provadores.

Formulacoes pH Brix (%)
Gosto acido forte 4,30 55
Gosto doce forte 5,00 6,7

Posteriormente, uma selecdo foi realizada, em trés sessdes, onde os 20
provadores foram solicitados a quantificar as intensidades dos gostos acido e doce
em trés diferentes formulacdes de agua de coco (Formulagdes 2, 3 e 9 da Tabela

6), utilizando a ficha apresentada na Figura 10.

Nome: Data:

E-mail:

Vocé esta recebendo trés amostras codificadas de AGUA DE COCO. Prove as amostras

da esquerda para a direita e avalie, de acordo com a escala abaixo, a intensidade de gosto acido e

gosto doce.
Gosto Acido

Amostra Fraco Forte
| |
| |
| |

Gosto Doce
Amostra Fraco Forte

Figura 10. Ficha do teste de escala para selecao dos provadores.
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Dos vinte provadores foram selecionados doze, tendo-se como critérios os
valores de p de F da variavel amostra (Pramostra <0,07), p de F da repeticao
(Prrep>0,11) e 0 grau de consenso com os demais provadores. Esta equipe de
doze provadores avaliou, através das escalas estruturadas mostradas na Figura
10, as intensidades de gostos acido e doce nas onze formulacées de agua de
coco descritas na Tabela 6. Os provadores avaliaram as onze amostras em duas
sessoes de repeticdo. Seis amostras foram avaliadas na primeira sessao e cinco
na segunda. As formulagdes foram servidas monadicamente aos provadores e a
ordem de apresentacdao das mesmas foi balanceada para efeitos first-order-carry-
over, segundo delineamento para 11 amostras descrito por Wakeling e MacFie
(1995).

3.2.1.3.2 Otimizacao da acidez e da docura da agua de coco

Este teste teve o objetivo de determinar, entre as onze formulagdes de agua
de coco relacionadas na Tabela 6, aquelas que apresentavam intensidades de
acidez e docura mais préximas do ideal.

Para avaliar as onze formulagdes, foram recrutados 33 consumidores de
agua de coco entre estudantes e funcionarios da Faculdade de Engenharia de
Alimentos (FEA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), todos
apreciadores de agua de coco e bem familiarizados com os testes sensoriais. Foi
aplicado um teste afetivo utilizando-se a escala do ideal estruturada de nove
pontos, variando de —4 (extremamente menos acida/menos doce que o ideal) a +4
(extremamente mais acida/mais doce que o ideal), onde os consumidores
indicaram o quéo ideal apresentava-se a intensidade de gosto acido e doce nas
amostras. As amostras foram avaliadas pelos consumidores em trés sessoes
degustativas: quatro amostras foram servidas na primeira sessdo, quatro na
segunda e trés na terceira. As formulagbes foram servidas monadicamente aos

provadores e a ordem de apresentacao das mesmas foi balanceada para efeitos
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first-order-carry-over, segundo delineamento para 11 amostras descrito por
Wakeling e MacFie (1995).

Finalmente, depois de selecionada a melhor formulagao, foram recrutados
60 consumidores de agua de coco, entre estudantes e funcionarios da Faculdade
de Engenharia de Alimentos (FEA) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), todos apreciadores de agua de coco e bem familiarizados com os
testes sensoriais. Foi aplicado um teste de aceitacdo, com escala hedbnica de
nove pontos (de 1=desgostei extremamente a 9=gostei extremamente), e os 60
consumidores indicaram o quanto gostaram ou desgostaram da amostra,

utilizando a ficha de avaliagéo apresentada na Figura 12.

Nome: Data:

Avalie as amostras codificadas de agua de coco e indique, utilizando as escalas abaixo, o
quao préximo do ideal encontram-se os gostos acido e doce de cada uma das amostras.

Gosto Acido Gosto Doce
-4 — extremamente menos acida que o ideal -4 — extremamente menos doce que o ideal
-3 — muito menos acida que o ideal -3 — muito menos doce que o ideal
-2 — moderadamente menos acida que o ideal -2 — moderadamente menos doce que o ideal
-1 — ligeiramente menos 4cida que o ideal -1 — ligeiramente menos doce que o ideal
0 —ideal 0 — ideal
+1 — ligeiramente mais 4cida que o ideal +1 — ligeiramente mais doce que o ideal
+2 — moderadamente mais 4cida que o ideal +2 — moderadamente mais doce que o ideal
+3 — muito mais acida que o ideal +3 — muito mais doce que o ideal
+4 — extremamente mais &cida que o ideal +4 — extremamente mais doce que o ideal

Amostra Nota Acidez Nota Docura

Comentarios:

Figura 11. Ficha do teste escala do ideal.
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Nome: Data:

Prove a amostra de agua de coco e indique na escala abaixo o quanto vocé gostou ou
desgostou da amostra.
Amostra:

. gostei extremamente

. gostei muito

. gostei moderadamente

. gostei ligeiramente

. nem gostei / nem desgostei
. desgostei ligeiramente

. desgostei moderadamente
. desgostei muito

. desgostei extremamente

“NDWhOoOTIOONO©O

Comentarios:

Figura 12. Ficha do teste de aceitacao.

3.2.1.4 Analise estatistica dos resultados

Os resultados dos dois testes citados anteriormente foram analisados
através da metodologia de superficie de resposta (RSM). Para cada tratamento,
as variaveis dependentes foram avaliadas e os dados submetidos a uma analise
de regressao multivariada de acordo com a equacgao quadratica polinomial geral
apresentada na Equacéo 7 (Box et al., 1978; Barros Neto et al., 1996).

Y=Bo + B1P + B2B + B11P? + B22B? B12PB + ¢ (7)

Na Equacédo 7, Y corresponde as respostas dos testes de intensidade e
escala do ideal, Bo.....812 sdo estimativas dos parametros do modelo, P e B
representam os niveis codificados das varidveis independentes pH e Brix,
respectivamente, e € representa o erro experimental.

Para obtencao dos modelos ajustados e suas respectivas superficies, foram
considerados somente os parametros com nivel de probabilidade menores ou
iguais a 10% (p<0,1). A validade dos modelos foi avaliada como uma funcao dos
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seus respectivos coeficientes de determinagédo bem como pela analise de falta de
ajuste. A significancia da falta de ajuste foi avaliada aplicando-se a andlise de
varidncia (ANOVA) através do teste de distribuicdo F. Os modelos que
apresentaram baixos niveis de probabilidade para seus parametros e,
consequentemente, elevados valores F, coeficientes de determinagdo elevados
(R?) e falta de ajuste nao significativa (p<0,05), foram considerados eficientes para
predizer a percepc¢ao sensorial de formulacdées de dgua de coco quanto a acidez e
dogura. Os dados foram processados utilizando-se o programa STATISTICA®,

versao 6.0.

3.2.1.5 Formulacao de agua de coco com frutose

A agua de coco tipo longa vida, comercializada atualmente, € proveniente
de cocos maduros e a sacarose € o principal agicar presente na sua composicao,
contudo, a industria utiliza a frutose como adogante para a corregdo do Brix
(Custddio, 2004; Srebernish, 1998; Ranieri, 2000).

As vantagens da utilizacao da frutose devem-se ao fato de ser o acucar que
se apresenta em maior quantidade na agua de coco verde, por ndo ser prejudicial
a saude de diabéticos, como a sacarose, e por apresentar um poder adogante
maior do que a sacarose. Contudo, a frutose apresenta a desvantagem de ter um
custo maior do que o da sacarose e, por ser um acucar redutor, participa das

reacdes de oxidacao e de escurecimento.

Portanto, apesar de ter sido utilizada a sacarose nos testes sensoriais de
otimizacao da formulacédo de agua de coco, no decorrer desta pesquisa, 0 uso da
frutose comecou a ser considerado para utilizacao nas formulacdées que passariam
pelo processamento térmico, por ser o agucar utilizado pelas industrias do setor.
Surgiu entdo a necessidade de um teste que auxiliasse na substituicdo da
sacarose pela frutose, de tal maneira que causasse percepcao sensorial

semelhante a determinada nos testes citados anteriormente.
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Pelo exposto, depois de determinada a melhor combinacdo de pH e Brix,
utilizando-se sacarose como adocgante, foi realizado um teste sensorial para a
substituicdo da sacarose por frutose. Para tanto, aplicou-se o teste de similaridade
descrito por Meilgaard et al. (1987).

As formulagcbes de agua de coco preparadas com frutose foram
comparadas com formulacbes de igual pH, preparadas com sacarose. Foram
realizadas duas sessdes, sendo uma para comparacao das formulacdes de baixa
acidez (pH>4,5) e outra para comparacdo das formulacbes de alta acidez
(pH<4,5). Em cada sessao, foram comparadas trés amostras de agua de coco,
sendo duas iguais e uma diferente, e foi solicitado a 33 provadores que
identificassem a amostra diferente, utilizando-se a ficha apresentada na Figura 13

(Silva, 2001). A apresentagao das amostras foi feita de forma balanceada.

Foi estipulado que uma proporcao de ndo mais que 25% da populacao seria
capaz de perceber a diferenca entre as duas formulagcdes, com 95% de confianca.
Portanto, segundo a tabela do teste triangular de similaridade (Silva, 2001), para
um numero de 33 provadores, seria necessario um numero de acertos menor ou
igual a 11, para determinar que a troca de um acucar pelo outro ndo seria

percebido pelos consumidores na propor¢ao acima citada.

Nome: Data:

Por favor, prove da esquerda para a direita as amostras codificadas de agua de coco. Duas
amostras sao iguais e a outra é diferente. Faga um circulo no codigo da amostra diferente.

724 907 568

Comentérios:

Figura 13. Ficha do teste de similaridade.
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3.2.2 Testes de avaliacao da eficiéncia do sistema asséptico

3.2.2.1 Higienizag&o de superficies

Os planos de higienizacdo descritos foram fundamentados nas
recomendacgdes técnicas de Andrade e Macedo (1996) e SUMA Industria e
Comeércio Ltda. (Campinas-SP).

3.2.2.1.1 Extrator de agua de coco

O extrator de agua de coco e seus componentes foram limpos
manualmente com detergente neutro. As partes fixas foram sanificadas por
aspersao com solucao de hipoclorito (200 mg/L de cloro) e as partes removiveis,
por imersao, em igual solucéo, por cerca de 12 horas.

3.2.2.1.2 Esterilizador de embalagens

Realizou-se a limpeza manual, com detergente neutro, em todos os
compartimentos e componentes do equipamento. Os bicos aspersores foram
desconectados e mergulhados em solucao de éacido peracético 0,05% por 30
minutos a temperatura ambiente. Para sanificagdo das tubulagées e da bomba de
agua, recirculou-se acido peracético 0,05% por 10 minutos, deixando-se o
sanificante em contato por mais 30 minutos. Os filtros de esterilizacdo da agua de
enxague foram higienizados através da recirculacao de solucdo 0,05% de éacido
peracético por 30 minutos.

3.2.2.1.3 Esterilizador UAT e linha de acondicionamento
a) Limpeza CIP (clean in place)

A limpeza teve inicio no tanque de formulagdo e terminou na valvula
dosadora de acondicionamento, realizada antes e depois de cada processamento.
Os detergentes e a agua de enxague foram colocados no tanque de formulacao e
entdo recirculados através do tanque de equilibrio, da bomba, placas e demais
componentes do esterilizador UAT, tanque de recepcédo e valvula dosadora de
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acondicionamento. O sistema CIP foi possivel através da recirculagao utilizando-
se o regulador de vazao aberto (900L/h) com retorno continuo para o tanque de

formulacéo, envolvendo as etapas que se seguem.

- Pré-lavagem

Foi realizado o enxague da linha com agua morna (40-45°C) por cerca de 5
minutos. A pré-lavagem visou a reducdo da quantidade de residuos presentes na
superficie do equipamento.

- Limpeza acida

Foi circulada uma solucdo de detergente acido com 1% de &cido nitrico
(HNOs3), na temperatura de 60 a 65°C por 20 minutos. Estas temperaturas foram
as minimas atingidas em todo o sistema, sendo que nas placas do esterilizador
chegaram a 75°C. Por motivos operacionais a limpeza acida foi realizada antes da
limpeza alcalina. Gilbert et al. (1979) realizaram estudos efetuando inicialmente a

limpeza &cida, encontrando resultados satisfatorios quanto a sua eficiéncia.

- Enxagule 1

Foi circulada agua a temperatura ambiente (25°C), por cerca de 5 minutos,
para retirar residuos suspensos e tracos dos componentes de limpeza. A total
remocao dos residuos do detergente acido foi avaliada utilizando-se fita indicadora
de pH, até que esta indicasse um pH ndo inferior a seis.

- Limpeza alcalina

Foi circulada uma solucao de detergente alcalino com 1% de hidroxido de
sédio (NaOH), a 75°C por 20 minutos. Assim como descrito para a limpeza acida,
esta foi a temperatura minima atingida em todo o processo, sendo que a
temperatura maxima atingida foi da ordem de 85°C. A limpeza alcalina foi
empregada para remoc¢ao de residuos organicos protéicos e gordurosos, das
superficies.
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- Enxague 2
Foi similar ao primeiro enxague, sendo que a total remog¢ao dos residuos do
detergente alcalino foi avaliada utilizando-se fita indicadora de pH, até que esta

indicasse um pH n&o superior a oito.

b) Limpeza manual do tanque de recepgao

Apés a execucgao dos procedimentos da limpeza CIP descritos, o tanque de
recepcao instalado no interior da sala limpa foi desconectado para limpeza manual
com detergente neutro. Apds a limpeza manual, o tanque foi enxaguado e,
novamente, conectado a linha. Esta limpeza foi realizada somente nos

Experimentos 1 e 3.

c¢) Limpeza manual da véalvula dosadora

A vélvula dosadora de acondicionamento foi desconectada da linha e
totalmente desmontada para limpeza manual com detergente neutro. Apés a
limpeza a valvula foi novamente montada e conectada a linha de

acondicionamento. Esta limpeza foi realizada somente nos Experimentos 1 e 3.

d) Esterilizacao SIP (sterilisation in place)

A esterilizacdo SIP foi iniciada nos dias anteriores aos de cada
processamento. O tanque de formulacdo e o tanque de equilibrio foram
preenchidos com uma solugdo 0,05% de acido peracético (300 litros), sendo
transportada para o tanque de recepcéao até o seu total preenchimento. A solucao
permaneceu no sistema por cerca de 15 horas (de um dia para o outro), sendo
posteriormente drenada por gravidade. Para a retirada do residual de &cido
peracético a linha foi enxaguada com agua processada na mesma temperatura de
cada processo, sendo que o tanque de recepcao foi totalmente preenchido. A
agua foi drenada imediatamente antes da entrada de produto.
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3.2.2.1.4 Sala Limpa

As paredes, caixa de passagem, portas e teto da sala limpa foram
sanificados manualmente com solugdo de acido peracético 0,01% e auxilio de
lencos especiais (com baixa emissdo de particulas). O piso foi sanificado com
solugdo 400mg/L de hipoclorito de sodio, por 20 minutos. O sistema de
insuflamento e climatizagcdo do ar na area limpa foi acionado, aproximadamente,

12 horas antes do acondicionamento, para que entrasse em regime.

3.2.2.2 Avaliagdo da contaminacdo de superficies e da eficiéncia dos
procedimentos de esterilizagéo

As andlises de avaliacao da contaminacado de superficies e da eficiéncia
dos procedimentos de esterilizagdo foram realizadas somente nos Experimentos 1
e 3.

3.2.2.2.1 Agua de enxagiie das garrafas

Utilizando-se frascos esterilizados, foram coletadas amostras em quatro
diferentes pontos do sistema de esterilizacdo de agua de enxaglie, conforme
esquema da Figura 14, sendo: P1 - na linha de abastecimento de agua da planta
piloto; P2 - apds o primeiro pré-filtro de 1um (F1); P3 - apos o filtro microbioldgico
de 0,22um (F3) e P4 - no bico aspersor de agua de enxagie, durante o inicio,
meio e fim da esterilizacdo das garrafas.

Uma aliquota de 30mL de cada amostra, foi inoculada, em profundidade, em
30mL de meio PCA com concentracdo duas vezes maior do que a usual. Foi
utilizada solucao de tiossulfato para neutralizar o residual de acido peracético, néo
excedendo 0,5% de concentracdo na amostra, o que inibiria o crescimento
microbiano (Egushi e Massaguer, 1995; Sutton, 1996). As placas foram incubadas

a 35°C em estufa por 48 horas.
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3.2.2.2.2 Analise microbiolédgica das garrafas

A contagem de microrganismos nas embalagens, realizada antes e apds
sua esterilizacao, foi feita de acordo com a metodologia da solucdo de enxagle
descrita por Sveum et al (1992) e adaptada por Petrus (2000) e Abreu (2001).

ABASTECIMENTO
DE AGUA
INDUSTRIAL

ESTERILIZADOR DE GARRAFAS

Figura 14. Esquema de coleta da avaliacao de contaminacao da agua de enxagie
das garrafas (F - filtros; P - pontos de coleta).

3.2.2.2.3 Determinacgéo de H>O» residual nas garrafas

O residual de H,O, nas embalagens foi determinado através de fitas
indicadoras de concentracdo de perdxido de hidrogénio Merckoquant, da Merck,
adquirida em distribuidora da cidade de Sdo Paulo. Essas fitas tinham uma escala
de concentragdo que variava de 0 a 25 mg/L, com intervalos de 0,5 mg/L. Com
uma escala padréo de cores variando do branco (zero) ao verde escuro (25mg/L).

3.2.2.2.4 Avaliacao da contaminacgao das superficies da sala limpa
Foi utilizada a metodologia de placas de RODAC®, para avaliar a
contaminacao das superficies dentro da sala limpa, sendo aplicadas seis placas

na superficie da mesa e seis placas na caixa de passagem.
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3.2.2.2.5 Contagem de microrganismos e particulas presentes no ar da sala limpa

A contagem de microrganismos, no ar do ambiente de acondicionamento da
agua de coco, foi feita utilizando-se o equipamento de amostragem de ar por
impactacdo, MAS-100 da MERCK®. Foram utilizadas placas de pettri com meio
PCA, para contagem padrado, e de PDA para contagem de bolores e leveduras. O
equipamento foi regulado para amostrar 100 litros de ar por minuto durante 5
minutos, totalizando 500 litros de ar.

A contagem de particulas na sala de acondicionamento foi feita utilizando-
se um contador de particulas APC BIOTEST® modelo C1299 -1020. O
equipamento foi regulado para fazer a amostragem durante 5 minutos, sendo
acionado simultaneamente ao equipamento citado anteriormente. Os
equipamentos foram posicionados na altura da valvula de acondicionamento, ao
lado do operador, sendo acionados no inicio, meio e fim da operacao de

acondicionamento (Petrus et al., 2003).

3.2.2.2.6 Avaliacao da contaminacgao da linha de processamento

Foram recolhidas, na valvula de acondicionamento, trés amostras de,
aproximadamente, 450mL da agua do enxague final da linha de processamento.
Aliquotas de 30mL de cada amostra foram inoculadas nas mesmas condi¢des

descritas no item 3.2.2.2.1.

3.2.3 Processamento da agua de coco

Foram produzidos quatro lotes de agua de coco no Experimento 1 (lotes
1.1, 1.2, 1.3 e 1.4), cinco lotes no Experimento 2 (lotes 2.1, 2.2, 2.3, 2.4 e 2.5) e
um lote no Experimento 3 (lote 3.1). O processamento dos lotes seguiu o0 esquema
do fluxograma da Figura 15, com as devidas alteragdes referentes a cada um dos

experimentos. Cada etapa do fluxograma esta detalhada nos itens a seguir.
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3.2.3.1 Recepgao e armazenamento dos cocos

Os cocos foram descarregados manualmente e depositados na Planta
Piloto de Frutas do Departamento de Tecnologia de Alimentos /Faculdade de
Engenharia de Alimentos/Unicamp.

3.2.3.2 Higienizagédo dos cocos

Os cocos foram enxaguados, unitariamente, com agua potavel para retirada
das sujidades maiores, utilizando-se escova quando necessario. E,
posteriormente, foram imersos em dois tanques de aco inoxidavel contendo
solucao de hipoclorito de so6dio com 200mg/L de cloro ativo, permanecendo
imersos de 10 a 20 minutos. Para a retirada do excesso de sanificante, os cocos
foram enxaguados por imersdao em uma solucao de hipoclorito com 5mg/L de
cloro. Em seguida, foram depositados em cestos sanificados de aco inoxidavel
para secagem até o momento da extracao.

Este procedimento foi executado com base em testes preliminares de
sanificagdo, seguido de contagem padrao utilizando-se a técnica do swab. Foram
alcancadas duas reducdes decimais na contaminacao inicial da superficie dos
cocos, que foi de 5,52x10° UFC/cm?. A determinacéo da variagdo da concentragdo
de cloro residual também foi realizada durante os mesmos testes preliminares,
através do teste iodométrico descrito por Kuaye e Leitao (1998), onde a reducao

do teor de cloro n&o ultrapassou 70 mg/L com pH 9,2.

3.2.3.3 Extracéo

No Experimento 1, para cada um dos quatro lotes, foram extraidos 150
litros de agua de coco. As extracdes foram realizadas ao final de cada dia que
antecedeu o tratamento térmico, ocorrendo duas extracbes por semana. Este
procedimento foi adotado por serem operacionalmente inviaveis as etapas de
extragdo, processamento e acondicionamento no mesmo dia. A agua de coco, de
cada lote, foi filtrada e acondicionada em trés recipientes sanificados de
polietileno. A extracdo teve um tempo de duragdo de, aproximadamente, 2,5
horas, sem considerar o tempo de higienizacao dos cocos.
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No Experimento 2, 300 cocos higienizados foram previamente refrigerados
em camara fria a -18°C, por 16 horas. Foram extraidos 110 litros de agua de coco,
divididos em cinco lotes de 21 litros e acondicionados em recipientes sanificados
de polietileno. A agua de coco depois de extraida continuou sob refrigeracao até o

processamento térmico, por cerca de uma hora.

No Experimento 3, 120 litros de dgua de coco foram extraidos de 300 cocos
e mantidos a temperatura ambiente (23°C) até o processamento térmico, por

cerca de 30 minutos. A extracao foi realizada em 35 minutos.

3.2.3.4 Adigéo de acido ascorbico

No Experimento 1, foram adicionados 200mg/L de &cido ascorbico,
imediatamente ap6s a extragdo. A adicao do acido ascorbico teve o objetivo de
evitar o escurecimento enzimatico pelas enzimas polifenoloxidase e peroxidase da
agua de coco, durante o armazenamento sob refrigeracdo, com base nos
resultados de inativacéo apresentados por Campos (1996), e também para reduzir

o teor de oxigénio dissolvido, conforme relatado por Joslyn (1961).

No Experimento 2, o acido ascérbico foi adicionado imediatamente antes do
tratamento térmico de cada lote. A quantidade de acido ascérbico adicionada foi

determinada segundo planejamento experimental detalhado a seguir.

No Experimento 3, 200mg/L de acido ascérbico foram adicionados a agua
de coco no inicio da extragao.

3.2.3.5 Resfriamento da agua de coco

O resfriamento da dgua de coco apds a extracao foi realizado somente no
Experimento 1. Os recipientes com agua de coco foram armazenados na sessao
de congelamento de uma camara fria mantida a -18°C, por cerca de 18 horas, até

o momento do processamento térmico. No momento da extracdo, a temperatura
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da agua de coco foi de 19°C. O aumento da contaminacéo foi estudado, fazendo-
se contagem padrdo e de bolores e leveduras logo apés a extracdo e
imediatamente antes do processamento térmico. Foram utilizadas as metodologias

descritas por Silva et al. (2001).

3.2.3.6 Ajuste de pH e Brix

O pH de uma aliquota de 200mL de agua de coco foi ajustado adicionando-
se uma solucao 1% de acido citrico, até que a agua de coco atingisse pH entre 4,9
e 5 ou acidez titulavel entre 9 e 10mL de NaOH 0,1N/100mL. A quantidade de
acido citrico, consumida no ajuste, foi extrapolada para o volume a ser
processado. Da mesma maneira, adicionou-se frutose na quantidade estipulada
pelo calculo de balanco de massa, para que fosse atingido Brix 6,0%, como foi

determinado pelos testes de formulagao.

3.2.3.7 Tratamento térmico

Para estipular os binbmios de tempo e temperatura de processamento dos
quatro lotes do Experimento 1, foi considerada uma contaminacéao inicial média
(No), de esporos meséfilos aerdbios, de 10°UFC/mL, extrapolando cerca de 10
vezes a maior contaminacdo por esporos mesofilos observada em andlises
preliminares de &guas de coco, que foi de 7,2.10' UFC/mL. Foi estipulada uma
probabilidade de unidades néo esterilizadas (PUNE), ou contaminagéo final (N),
de 10°, em termos de esporos meséfilos mais resistentes que o C. botulinum,
conforme Pflug (1987%°) e Massaguer (2002). Portanto, foi pretendido um
tratamento térmico que atingisse, teoricamente, um total de nove RD, conforme
Equacéo 2 (RD = log (No/N)).

A enzima peroxidase (POD) foi o segundo alvo do tratamento térmico,
considerada termoestavel e apresentando um valor z de 18 a 35°C (Tabela 4).
Segundo a literatura (Yamamoto et al.,1962; Naveh et al.,1982; Robinson, 1991), a
fracdo da enzima POD, ou seja, as isoenzimas mais termorresistentes
representam em média de 5 a 10% da sua atividade total. Portanto, optou-se por

um tratamento térmico que reduzisse a atividade desta enzima de 5% para cerca
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de 1%, com valor D de 1 minuto (Tabela 4), o que equivale a 0,70 reducdes
decimais da fracdo termorresistente.

Com base nas consideracdes apresentadas, e apos algumas extrapolagdes
de valores D de mesodfilos e para o C. botulinum, escolheu-se os binbmios de
tempo e temperatura de 135°C/10segundos, para atender ao tratamento minimo
equivalente ao 12D, e de 140°C/10segundos, visando uma relativa inativacdo da
fracao termorresistente da enzima POD. Desta forma, utilizando-se a Equacao 3
(RD = (t / Dyi) x 107TV2) " teoricamente, estes bindmios causariam nos alvos da

esterilizacdo as reducdes decimais (RD) apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8. Estimativa de RD de microrganismos e enzimas da agua de coco para o
Experimento 1.

Valores D S RD S
135°C/10segundos 140°C/10segundos
Esporos Mesdéfilos!
D19, = 0,25min (C. botulinum) 16,78 53,06
D15, =0,5min 8,39 26,53
D)3, =1,0min 4,19 13,26
D}9, =1,5min 2,80 8,88
Enzima

Peroxidase? 0,45 0,623
Df;o = 1min

No = 10°e N = 10 (Pflug ,1987ab); 1-Massaguer, 2002; 2-Svensson, 1977; 3-lsoenzima termorresistente.

No Experimento 2, a influéncia da temperatura de processo, juntamente
com a concentracdo de 4acido ascorbico, foi avaliada executando-se o
planejamento experimental descrito na Tabela 9. Como os cinco lotes foram
processados consecutivamente, a ordem de processamento obedeceu ao
aumento gradativo da temperatura do esterilizador UAT. A avaliacao foi realizada
analisando-se a atividade enzimatica, a variacdao de cor e turbidez, teor de
oxigénio dissolvido e a variacdo da concentragcdo de acido ascoérbico durante a
estocagem, conforme metodologias que estdo descritas a seguir.
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Tabela 9. Ordem de processamento dos lotes da agua de coco no Experimento 2.

Lote Temperatura (°C)* Ac. Ascérbico (mg/L)
21 138 0

2.2 138 200

2.3 141 100

24 144 0

2.5 144 200

* com 10 segundos de retengéo.

No Experimento 3, o bindmio de tempo e temperatura utilizado para
producdo do lote 3.1 foi determinado a partir dos resultados obtidos no

Experimento 2, sendo fixado em 139°C por 10 segundos.

Além das simulagdes tedricas, nos trés experimentos o tempo de 10
segundos de retencao foi fixado devido as limitacdes operacionais do esterilizador
UAT, que apds experimentos anteriores nao apresentou estabilidade de
temperatura em tempos de 4 e 15 segundos. Com o tempo de 10 segundos,
conseguiu-se um bom desempenho e estabilidade do equipamento, além do
equipamento trabalhar préximo de sua vazao 6tima de 300 litros/hora.

Ap6s o tratamento térmico, nos trés experimentos, a agua de coco foi
resfriada no proprio trocador de calor UAT, através da passagem de agua fria
pelas placas da sessao de resfriamento. A agua de coco foi mantida no tanque de

recepcao, dentro da sala limpa, para imediato acondicionamento nas embalagens.

3.2.3.8 Acondicionamento asséptico e identificacao

Nos Experimentos 1 e 3, a dgua de coco foi acondicionada no ambiente da
sala limpa (Classe ISO 7), e cada garrafa recebeu uma identificacdo referente a
sua ordem de acondicionamento, binbmio utilizado e data de processo.

No Experimento 2, de cada lote de agua de coco, foram coletados 6 litros
em erlenmeyers com tampas estéreis, que foram posteriormente mantidos em

camara fria a -18°C, até o acondicionamento em 25 tubos de 70mL e 12 garrafas
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de vidro de 318mL. O acondicionamento foi realizado de maneira asséptica em

fluxo de ar unidirecional, com auxilio de beckers esterilizados.

Durante os trés experimentos, os operadores na sala limpa estavam
devidamente paramentados com roupas especiais, luvas, toucas e mascaras, para

evitar o contato com o produto e contaminagdo do ambiente de acondicionamento.

3.2.3.9 Esterilizacdo das embalagens

Nos Experimentos 1 e 3, as garrafas foram sanificadas externamente por
imersdo em solucdo de acido peracético 0,05% por no minimo 15 minutos.
Internamente, foram esterilizadas utilizando-se solucédo de acido peracético 0,5%
por 10 segundos a temperatura de 30 a 35°C e enxagie com agua estéril por 10
segundos. As tampas foram imersas em solucéo de acido peracético 0,05%, por
no minimo 30 minutos. Apds a esterilizacao de cada garrafa, a tampa foi retirada
manualmente da solugdo, agitada para retirada do excesso de sanificante, e
colocada na respectiva garrafa, sem o rompimento do lacre de segurancga (Ver
ANEXO I).

No Experimento 2, os tubos e as garrafas de vidro, com as respectivas
tampas, foram esterilizados em autoclave a 121,1°C/15 minutos.

3.2.3.10 Estocagem e analise das embalagens esterilizadas

Nos Experimentos 1 e 3, as embalagens esterilizadas foram colocadas em
sacos de polietileno sanificados (imersdo em acido peracético 0,05%/30min.). Os
sacos contendo as embalagens foram fechados e colocados na ante-sala da sala
limpa em funcionamento, permanecendo até o dia do processamento, ou seja, por
cerca de 24 horas. Pelo fato das embalagens nédo terem sido utilizadas
imediatamente apds a esterilizacdo, trés amostras foram analisadas no dia da

esterilizacado e outras trés no dia do acondicionamento.
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3.2.4 Metodologias de analise da agua de coco

3.2.4.1 Potencial de hidrogénio (pH)
O potencial de hidrogénio foi medido a 25°C, utilizando-se potenciémetro da

marca DIGIMED, modelo DM-20, com duas casas decimais de precisao.

3.2.4.2 Acidez titulavel
Para analise de acidez titulavel, foi utilizado o método 22.060 da AOAC

(1975). Os resultados foram expressos em mililitros de NaOH 0,1N por 100mL de
agua de coco (MLNaOHO0,1N/100mL).

3.2.4.3 Acido ascérbico

A concentracao de acido ascoérbico foi determinada segundo metodologia
da AOAC, adaptada por Silva (1999). Foram misturados 10mL de amostra a 50mL
de &cido oxalico 1%, seguido de titulagdo com solug¢édo de dicloroindofenol (DCFI)
2g/L, até coloracao rosa permanente. A concentracao foi expressa em mg/L.

A solucao de DCFI foi padronizada por titulacdo com solugdo de acido
ascérbico, recentemente preparada, de concentragdo conhecida de,
aproximadamente, 300mg/L. Este método determinou somente o teor de &acido
ascorbico ndo oxidado (Hoare e Lindsay, 1993).

3.2.4.4 Solidos soluveis (Brix)
A concentragdo de sélidos soluveis foi determinada a 20°C, utilizando-se
refratdmetro portatii da OPPTECH, modelo RCZ, com escala de 0 a 32% e

resolucao de 0,2%.

3.2.4.5 Cor e turbidez

As medidas de cor e turbidez foram realizadas em Colorimetro HunterLab,
modelo ColorQUEST®.

Utilizou-se o sistema de cor CIELAB, com iluminante D65, &ngulo do
observador de 10°, calibragdo do tipo TTRAN e com medida de HAZE (turbidez).
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As amostras foram analisadas em trés repeticoes, sendo colocadas em cubeta de
quartzo de 10mm de caminho oOptico.

Para as medidas de cor, foram determinados os seguintes parametros:

L* - Luminosidade, que varia de 0 (preto) a 100 (branco).

a* - cromaticidade, que varia de +a* (vermelho) a —a*(verde).

b* - cromaticidade, que varia de +b* (amarelo) a —b* (azul).

A partir destes parametros foi calculada a variagédo de cor AE com o tempo
de estocagem. Utilizou-se como o padrao de cor inicial a agua de coco in natura. A

variavel AE foi calculada utilizando-se a Equagéo 8 (Minolta, 1994):

AE = \/(Aa*)z +(Ab¥)* + (AL¥)? (8)

Para a medida de turbidez, foram obtidos os valores de HAZE. A variacéao
da turbidez com o tempo foi determinada utilizando-se também como padrao a

agua de coco in natura.

3.2.4.6 Osmolalidade

A osmolalidade foi determinada segundo metodologia utilizada por Petrus
(2000), em osmbmetro de pressao de vapor KNAUER, modelo A0280, calibrado
com sensibilidade 32, e a 40°C. Para calibragdo do equipamento, foi construida
uma curva padrdo de solucdes de cloreto de sédio (NaCl) de osmolalidades
conhecidas. A osmolalidade destas solugdes foi relacionada aos valores dos sinais
emitidos pelo equipamento, obtendo-se assim a equacédo de conversao dos sinais
para valores de osmolalidade. Assim, utilizando-se a equagéo, os sinais obtidos
para cada amostra de agua de coco foram convertidos para os respectivos valores
de osmolalidade, que foram expressas em osmol/L.
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3.2.4.7 Analise de O, dissolvido

O oxigénio dissolvido na agua de coco foi determinado com medidor de O,
dissolvido, TOLEDO METTLER®, modelo MO128. O sensor foi mergulhado acima
do centro de cada garrafa e, apds estabilizacao eletrénica, foi determinado o teor
de oxigénio, em triplicata, de trés amostras. Os resultados foram expressos em
porcentagem (%), em relacdo a fracdo de oxigénio no ar atmosférico de,
aproximadamente, 21%.

3.2.4.8 Atividade enzimatica

No Experimento 1, a atividade da enzima polifenoloxidase foi analisada de
acordo com a metodologia de Ponting e Joslyn (1948) adaptada por Campos
(1993). Em tubo de ensaio, foram adicionados 5,5mL de tampéao fosfato (0,2M)
com pH 6,0, 1,5mL de catecol (0,2M) e 1mL de amostra de agua de coco, a
temperatura ambiente (25°C), seguido de leitura de absorvancia em
espectrofotobmetro a 425nm.

A atividade da enzima peroxidase foi analisada de acordo com a
metodologia de Ferhrmann e Diamond (1967) adaptada por Campos (1993). Em
tubo de ensaio, foram adicionados 7mL de tampao fosfato (0,2M) com pH 5,5 e
1,5mL de solugao alcodlica de guaiacol (0,5%), colocando-se em banho-maria até
atingir 35°C, por cerca de cinco minutos. Posteriormente, adicionou-se 0,5mL de
peroxido de hidrogénio (0,1%) e 1mL da amostra. Agitou-se e fez-se leitura
imediata em espectrofotdbmetro a 470nm.

As leituras foram feitas no tempo zero e no intervalo de 1 minuto por 5
minutos em triplicata. Como branco, utilizou-se a mistura de todos os reagentes,

sendo que no lugar da agua de coco utilizou-se agua destilada.

Nos Experimentos 2 e 3, as metodologias utilizadas por Campos (1993),
para a analise das enzimas polifenoloxidase e peroxidase, foram adaptadas como
sugerido por Sato (2004). Para andlise da atividade da enzima polifenoloxidase,
em uma cubeta foram adicionados 2,3mL de tampéao fosfato (pH 6,0), 0,7mL de
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catecol (0,2M) e 1mL de amostra de agua de coco, a temperatura ambiente
(25°C), seguido de leitura de absorvancia em espectrofotometro a 425nm, no
tempo zero e apds 10 minutos.

Para andlise da atividade da enzima peroxidase, em uma cubeta foram
adicionados 2,3mL de tampao fosfato (0,2M) com pH 5,5, levando-se ao banho-
maria até atingir 35°C. Posteriormente, adicionou-se 1mL de agua de coco, 0,2mL
de perdxido de hidrogénio (0,1%) e 0,5mL de solucdo alcoodlica de guaiacol
(0,5%), agitou-se e fez-se leitura imediata em espectrofotbmetro a 470nm, no
tempo zero e apds 10 minutos.

Para a enzima peroxidase, a cubeta retornou ao banho-maria até completar
o tempo de reacao. Como branco, utilizou-se a mistura de todos os reagentes,
substituindo-se a agua de coco por agua destilada. Foram utilizadas cubetas

descartaveis de poliestireno de 4mL e 10mm de caminho éptico.

A atividade foi expressa em unidades/mL/minuto. Uma unidade equivale a
uma variacao de 0,001 na absorvancia por minuto por mL de amostra. Para o

calculo de atividade, utilizou-se a Equacao 9.

. (AFamostra - AIG’TIOS”‘G )
Atividade(U [ mL) =
0,001x¢

—(AF —Al
( branco branco ) (9)

Onde, AFamostra € @ absorvancia final da amostra, Alamostra € @ absorvancia
inicial da amostra, AFpranco € @ absorvancia final do branco, Alpranco € @ absorvancia

inicial do branco e t € o tempo em minutos.

3.2.4.9 Analises microbiologicas

Foram realizadas a contagem padrao, contagem de bolores e leveduras e a
contagem de esporos meséfilos aerdbios ou anaerdbios facultativos e de esporos
termdfilos, utilizando-se as metodologias descritas por Silva et al. (2001).
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3.2.4.10 Teste de esterilidade comercial

Nos Experimentos 1 e 3, o numero de amostras submetidas ao teste de
esterilidade comercial foi adaptado das recomendacdes de von Bockelmann
(1988) e Ahvenainen (1988) e considerando a capacidade diaria de producao do
sistema asséptico piloto. Desta forma, de cada um dos lotes do Experimento 1 e
do Experimento 3, foram selecionadas 60 unidades para serem submetidas ao
teste de esterilidade comercial, sendo recolhidas no inicio, no meio e no final do
processamento. Foi seguida a metodologia descrita por Dryer e Deibel (1992).
Resumidamente, as etapas do teste compreenderam a pré-incubagao, a
observacgéao visual e a medida de pH, a saber:

-Pré-incubacéao
As 60 garrafas de cada lote foram incubadas por 10 dias a 35°C, como
prescrito para alimentos de baixa acidez (pH>4,5).

-Observacao visual
Ap6s o periodo de incubacdo, as garrafas foram analisadas visualmente
para deteccao de estufamento e/ou turvacao, caracteristicos de desenvolvimento

microbiano.

-Medida de pH
Foi medido o pH da agua de coco pré-incubada, para verificar alteracdo no

seu valor acima de 0,2, que seria o indicativo de contaminag¢do microbiolégica.

No Experimento 2, ndo foi um dos objetivos a avaliacdo da esterilidade
comercial da agua de coco obtida, visto que o sistema nao foi utilizado em sua
conformacao original. Entretanto, realizou-se a pré-incubacao (35°C) de dois tubos
e de duas garrafas de cada por¢ao, por 10 dias, para observacao da ocorréncia de
contaminacao visivel e variacdo de pH, conforme o Teste de Esterilidade
Comercial descrito por Dryer e Deibel, (1992). Apds a pré-incubagéo, inoculou-se,
em profundidade, 1mL de cada amostra em meio PCA, incubando-se por 48 horas
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a 35°C. Portanto, no Experimento 2, partiu-se da condicdo de que haveriam
unidades contaminadas, ou seja, somente aquelas embalagens que né&o
apresentaram alteracdo de pH e turbidez, prosseguiram para as analises de
oxigénio dissolvido, cor e acido ascérbico. Portanto, foram tomados os devidos

cuidados para que fossem analisadas somente amostras ndo contaminadas.

3.2.4.11 Marcha de deteccao de contaminantes

Foram escolhidas trés unidades, das 60 incubadas de cada lote dos
Experimentos 1 e 3, para realizar os procedimentos da marcha de detecgao, que
seguiram a metodologia descrita por Denny e Corlett (1992). Quando a
contaminag¢do n&o foi evidenciada no teste de esterilidade comercial, as garrafas
foram escolhidas ao acaso, sendo uma do inicio, meio e final do processo. Na
Figura 16 esta apresentado um esquema detalhado da marcha de deteccao.

Para retirar a agua de coco, sem o risco de contaminacdo, as garrafas
foram imersas em solucéo de acido peracético 0,3% e secas em repouso sob fluxo
laminar utilizando-se gaze estéril. Com o uso de seringa graduada de 5mL e
agulha, ambas esterilizadas, a lateral das garrafas foi perfurada para retirada da
aliquota a ser analisada.

Aliquotas de 2mL de cada garrafa foram distribuidas em tubos de tampa e
rosca contendo caldo dextrose purpura de bromocresol (CDPB), para teste de
microrganismos aerobios, e meio de carne cozida (MCC), para teste de
microrganismos anaerdbios. Estes ultimos foram selados com vaspar
(parafina+vaselina). Apds o tempo de incubacao, observou-se a ocorréncia ou nao
de turvacao e amarelamento dos tubos de CDPB, que caracterizam o crescimento
de microrganismos e formacao de acido, respectivamente. Nos tubos de MCC,
observou-se a ocorréncia ou ndo de turvagao e de formacéao de gas.

A nado ocorréncia destas caracteristicas nos tubos inoculados determinou
que foi atingida a esterilidade comercial. Mas quando alguns tubos apresentaram
uma das caracteristicas descritas anteriormente, foi realizada a confirmagéao e
identificagdo do grupo do microrganismo contaminante. Para a confirmagéo, foi
realizado esgotamento de uma algada, do conteudo de cada tubo, no meio
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correspondente. O meio agar nutriente manganés (ANMn) foi utilizado para
inoculacdo do CDPB, e o meio agar figado de vitelo (AFV), para inoculagcdo do
MCC.

<« B
CDPB MCC
35C 55C 35C
3-5dias ~2-3dias 2-5dias
L/ \ \_/
\_/ I \_/ J 4
ESGOTAMENTO ESGOTAMENTO ESGOTAMENTO
/ N\ Y
| /\ \
i v l i Yooy r/ <
— — — — TR Ty, T, T e N ™
<\ > (\\ \/:) ( /> <\d> <¥/) E/\H// (:\,/) (\\,J/ (\ /) \\J \/ // Mo ,//
- T o (Aer) (Ancer)  (Aer) (Anaer) (Aen) (Ancer) (Aer) (Anaer)
ANMnN ANMnN ARV Y
(35C/10dias) (65C/2 dias) . .
(Aerobiose) (Aerobiose) (35C/4diias) (55C/2dics)

Figura 16. Esquema da marcha de deteccao de contaminantes.

Os lotes que alcangaram a esterilidade comercial foram analisados
sensorialmente para determinar a sua vida util. Entretanto, os lotes que ndo foram
considerados comercialmente estéreis, foram avaliados somente quanto a
aceitacao sensorial pés-processamento térmico, através da analise de amostras
mantidas sob congelamento. Considerou-se que estas amostras néo
apresentavam riscos a saude dos provadores, por serem equivalentes a um
produto recentemente produzido, ou agua de coco in natura recentemente

extraida.
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3.2.5 Determinacao da vida util dos lotes de agua de coco dos Experimentos
1e3

Para determinar a vida util dos lotes de agua de coco dos Experimentos 1
(Lotes 1.1, 1.2, 1.3 e 1.4) e 3 (Lote 3.1), foi delineado um teste sensorial com uma
duracao prevista para quatro meses. O painel de consumidores foi composto por
alunos e funcionarios da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), apreciadores de agua de coco e
familiarizados com os testes sensoriais. Foi aplicado um teste afetivo de
aceitacdo, utilizando-se uma escala hedbnica estruturada de nove pontos
(1=desgostei muitissimo; 5=nem gostei/nem desgostei; 9=gostei muitissimo). Em
cada sessao, cerca de 30 consumidores indicaram o0 quanto gostaram ou
desgostaram de cada uma das amostras quanto aos atributos de aparéncia,
aroma, sabor e impressao global e quanto a intengdo de compra, utilizando-se o
modelo de ficha da Figura 17 (Stone e Sidel, 1985; Silva, 2001).

As analises foram programadas para serem realizadas com intervalos de 15
dias de estocagem. Foi estipulado que quando um lote obtivesse média abaixo de
seis (6=gostei ligeiramente) em qualquer um dos atributos avaliados, seria
considerado o fim da vida util do referido lote. A analise sensorial dos lotes
produzidos foi iniciada ap6s o resultado do testes de esterilidade comercial, ou
seja, cerca de 15 dias. As amostras recém-processadas, de cada lote, foram
mantidas congeladas, sendo analisadas juntamente as amostras estocadas a
temperatura ambiente, servindo como amostras-controle de cada lote. Este
procedimento teve o objetivo de determinar a partir de que periodo de estocagem,
a temperatura ambiente, a agua de coco apresentaria aceitacao diferente da

amostra recém-processada mantida sob congelamento.
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Nome: Data:

1. Por favor, avalie a amostra codificada de agua de coco tipo longa vida e indique, utilizando a escala abaixo,
0 quanto vocé gostou ou desgostou em relacéo aos atributos apresentados.

. Gostei muitissimo
. Gostei muito
) Amostra
. Gostei moderadamente o
o Aparéncia
. Gostei ligeiramente
i i Aroma
. Nem gostei/Nem desgostei
Sabor

. Desgostei ligeiramente .
. Impressao Global
. Desgostei moderadamente

. Desgostei muito

= N W A OO N 00 ©

. Desgostei muitissimo
. Se encontrasse este produto no mercado vocé:
certamente compraria

provavelmente compraria

provavelmente ndo compraria

2
()
()
() talvez compraria/ talvez ndo compraria
()
()

certamente ndo compraria

Comentarios:

Figura 17. Ficha do teste afetivo de aceitacao utilizado na determinacao da vida util
da agua de coco.

Para o Experimento 1, as analises foram realizadas de dois em dois lotes,

ja que estes foram produzidos com intervalo de uma semana.

Especificamente, para analise do lote 3.1 produzido no Experimento 3, além
da amostra controle, introduziu-se uma amostra de agua de coco comercial,
acondicionada em embalagem cartonada. A amostra comercial foi selecionada
dentre trés marcas de diferentes fabricantes, utilizando-se um teste de preferéncia.
Como nao foi observada diferenca significativa entre as trés marcas, foi

selecionada aquela que obteve a maior média de preferéncia. O uso da amostra

96




MATERIAL E METODOLOGIA

comercial teve o objetivo de avaliar a 4gua de coco do Lote 3.1 em relacdo as
aguas de coco tipo UHT disponiveis no mercado.

As amostras foram servidas monadicamente aos provadores e a ordem de
apresentacdo das mesmas foi balanceada para efeitos first-order-carry-over,
segundo delineamento descrito por Wakeling e MacFie (1995). As amostras foram
servidas em copos descartaveis, com temperatura entre 7-10°C. Os testes foram
realizados em cabines individuais iluminadas com luz branca (Stone e Sidel,
1985). As amostras de agua de coco estocadas a temperatura ambiente foram
previamente analisadas quanto a ocorréncia de turbidez aparente, presenca de
bolores visiveis, odor e alteracao no pH.

3.2.5.1 Analise estatistica dos resultados sensoriais do teste de determinacao de
vida (til

Os resultados dos testes sensoriais foram processados através de analise
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, para comparacao entre as médias de
aceitacao referente a cada periodo de estocagem, de cada um dos atributos, ao
nivel de 5% de significancia (p<0,05), visando a determinagcédo do tempo de vida
util. Desta forma, os mesmos testes serviram para determinar a diferenca entre as
amostras analisadas em uma mesma sessdo. As andlises foram processadas

utilizando-se o programa SAS, versao 6.11 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA).
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3.2.6 Caracterizacao das embalagens

A caracterizacdo das embalagens seguiu as normas da American Society
for Testing and Materials (ASTM), conforme descrito por Alves et al. (1998).

3.2.6.1 Dimensionamento das embalagens

O dimensionamento das garrafas foi realizado utilizando-se paquimetro,
régua e medidor de espessura Mitutoyo Absolut modelo ID-C112B.

Determinou-se a altura, o didmetro do corpo, em trés pontos (topo, meio e
base), o didametro da base e o didmetro externo da terminagdo das garrafas. A
distribuicdo de espessura foi determinada em dois pontos do ombro, do corpo e da

base. Todas as medidas foram expressas em milimetros.

3.2.6.2 Peso das embalagens
O peso das embalagens foi medido em balanga semi-analitica da marca
QUIMIS modelo BG 2000, expresso em gramas, com duas casas decimais.

3.2.6.3 Capacidade volumeétrica
Foram determinados os volumes total e util das embalagens utilizando-se
provetas de 100 e 500mL e agua destilada a 25°C, e por diferenca foi determinado

o volume do espaco vazio, ambos em mililitros (mL).

3.2.6.4 Eficiéncia do fechamento das garrafas

A avaliagdo do fechamento das garrafas de PET foi realizada através do
método de emissdo de bolhas (ASTM). Devido a diferenca de pressao entre o
meio externo e interno da garrafa, seria observada a formacdo de bolhas no
ambiente de menor pressdo (ambiente externo), caso houvesse vazamentos ou

um fechamento ineficiente.
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3.2.6.5 Determinagéo da permeabilidade do sistema de embalagem ao oxigénio

A taxa de permeabilidade ao oxigénio foi determinada coulometricamente,
utilizando-se o aparelhno OX-TRAN® 2/20 da MOCON® (ASTM). Foram realizadas
medidas tanto da garrafa sem tampa, quanto da garrafa com tampa, para avaliar a
sua influéncia na taxa de permeabilidade ao oxigénio. As analises foram

realizadas em duplicata e simultaneamente.

3.2.6.6 Medida de transmitancia

A transmitdncia da embalagem foi medida utilizando-se um
espectrofotobmetro da marca Beckman modelo DU-70. Foi obtido o espectro de
transmitancia em um intervalo de comprimento de onda de 200 a 780nm. Foi feita

uma analise comparativa com garrafas de agua de coco disponiveis no mercado.

3.2.6.7 Torque de fechamento e abertura
Foi medido o torque de fechamento e abertura com torquimetro da marca
Regmed, modelo TT — 170/a, com escala de 0 a 3N.m. O teste foi realizado em

triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DESENVOLVIMENTO DE FORMULACAO DE AGUA DE COCO

4.1.1 Percepcao dos gostos acido e doce nas formulacoes de agua de coco
Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados do teste de escala,

relacionando as médias dos valores obtidos para a intensidade de gosto acido e

gosto doce, de cada formulacao de agua de coco, com seus respectivos pH, Brix e

acidez titulavel.

Tabela 10. Medidas das intensidades de gostos acido e doce das formulacées de
_agua de coco.

Formulagao pH Brix Acidez’ Gosto Acido? Gosto Doce?
1 4.4 5,5 22,50 5,1% 1,6
2 4,9 5,5 9,80 1,5 3,1°¢
3 4,4 6,5 22,50 4,9%° 4,0%°
4 4,9 6,5 9,80 1,9¢ 3,9%°
5 4,3 6,0 27,50 6,4° 2,0%
6 5,0 6,0 9,00 1,8° 4,3%®
7 4,65 5,3 15,10 3,20 2,2
8 4,65 6,7 15,50 1,9¢ 5,8
9 4,65 6,0 15,30 3,3> 3,5°
10 4,65 6,0 14,90 2,8% 3,62
11 4,65 6,0 14,70 2,3° 4,0%°

1- mL de NaOH 0,1N/100mL; 2 - Letras em comum na mesma coluna, indicam que nao houve diferenga significativa entre
as formulacdes, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).

A partir dos valores apresentados na Tabela 10, foram avaliados os efeitos
das variaveis pH e Brix sobre a intensidade dos gostos acido e doce nas
formulacdes, os quais estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Efeitos estimados das variaveis independentes sobre a intensidade dos
_gostos acido e doce nas formula¢cées de agua de coco.

Fator Intensidade de gosto acido Intensidade de gosto doce
Efeito Erro padréo Efeito Erro padréo
pH -3,28 0,35 1,11 0,19
Brix - 2,12 0,19

Efeitos com nivel de significancia menor que 10% (p<0,1).

Observou-se que apenas a variavel pH influenciou, significativamente
(p<0,1), na percepcao de gosto acido, apresentando um efeito negativo, ou seja,
quanto maior o pH menor a intensidade de gosto &acido. A percepcao de gosto
doce foi influenciada positivamente pelas variaveis pH e Brix, ou seja, quanto
maior o pH e maior o Brix maior a percepcado de gosto doce. A variavel Brix
apresentou, aproximadamente, o dobro do efeito da variavel pH, na percepcao de

gosto doce.

Na Tabela 12 estdao apresentados os coeficientes de regressao, valores F
da ANOVA, niveis de probabilidade dos parédmetros (p) e os coeficientes de
determinacdo (R® dos modelos ajustados, obtidos para a percepcdo da
intensidade dos gostos acido e doce.

Observa-se na Tabela 12 que os modelos de intensidade de gosto acido e
gosto doce, representados pelas Equacdes 10 e 11, apresentaram coeficientes de
determinacao maiores que 90%, demonstrando a validade de cada regresséao, e
falta de ajuste nao-significativa (p>0,05). Portanto, com estes resultados os

modelos foram considerados preditivos.

A matéria-prima utilizada nestes experimentos apresentou pH 5,02, acidez
titulavel igual a 9 mLNaOHO0,1N/100ml e Brix 5,2%, ou seja, aquela que mais se
aproximou das caracteristicas da agua de coco in natura foi a formulagao seis.
Portanto, os resultados deste experimento indicaram que a formulagdo que mais

se aproximou das caracteristicas sensoriais da dgua de coco natural apresenta
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uma intensidade de gosto acido menor ou igual a 1,8, e uma intensidade de gosto
doce menor ou igual a 4,3.

Tabela 12. Coeficientes de regressao, valores F da ANOVA, niveis de probabilidade
dos parametros (p), coeficiente de determinacdo ajustado (R?) dos modelos de
intensidade de gosto acido e gosto doce da agua de coco.

Parametro Coef. de Regressao F p

Modelo ajustado de Intensidade de gosto acido!

Média (Bo) 2,69 - 0,0060
pH (P) -1,64 85,88 0,0114
pH? (P?) 0,69 11,81 0,0752
Equagcao (10) GA = 2,69 - 1,64.P + 0,69.P* R?=0,9411 F=64,26

Falta de ajuste  F=0,685 p=0,6956

Modelo ajustado de Intensidade de gosto doce!

Média (Bo) 3,75 - 0,0009
pH (P) 0,56 35,36 0,0271
pH? (P?) -0,39 13,15 0,0683
Brix (B) 1,06 128,67 0,0077
pH x Brix (PB) -0,45 11,57 0,0766

Equacdo (11) GD = 3,75 + 0,56P — 0,39P% + 1,06B — 0,45PB  R®-=0,9086 F=15
Falta de ajuste  F=4,25 p=0,1996

1-Modelos obtidos com valores codificados das variaveis independentes.

Considerando-se GA=1,8, na Equacao 10, e GD=4,3, na Equacédo 11, os
valores codificados de pH e Brix correspondem a 0,84 e 0,52. Decodificando estes
valores, obtemos que a formulacdo de agua de coco com intensidade de gosto
acido e gosto doce que mais se aproxima do natural, segundo os modelos de
regressado, tem pH > 4,86 e Brix < 6,26%. Entretanto, para determinar a
formulagao final, sdo necessarios os dados sensoriais do teste de escala do ideal
para confirmar se as intensidades de acidez e dogura semelhantes a da agua de
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coco natural, utilizada como matéria-prima neste experimento, sdo consideradas
ideais pelos consumidores.

Para os modelos descritos nas Equagdes 10 e 11, foram construidas as
respectivas superficies de resposta, apresentadas nas Figuras 18 e 19.

Segundo o comportamento da superficie de resposta da Figura 18
observou-se que aguas de coco com pH entre 4,65 e 5,0 apresentam semelhante
intensidade de gosto acido fraco, entre 0 e 3 (nivel verde escuro). Isto é
confirmado pelos resultados do teste de Tukey, apresentados na Tabela 10, onde
apenas as formulagdes 1, 3 e 5, com pH 4,4, 4,4 e 4,3, respectivamente,
apresentaram intensidade de gosto acido forte, maiores ou iguais a cinco.
Portanto, apesar do modelo de regressao indicar um valor étimo de pH, pode-se
utilizar uma faixa de pH de 4,65 a 5,0, sem causar diferenca significativa (p<0,05)

na percepcao de gosto acido em relacdo a agua de coco natural.

Contudo, analisando-se o comportamento da superficie da Figura 19,
observou-se que sao possiveis mais de uma combinagcdo de pH e Brix para se
atingir a mesma percepcao de docura. Tomando como base o valor 4,3 de
intensidade de gosto doce (nivel vermelho), reportado anteriormente, e
substituindo-se na Equacdo 11, observou-se que valores proximos a este tanto
séo obtidos por uma formulagédo com pH 4,9 e Brix 6,0, quanto por uma com pH
4,4 e Brix 6,5, ou ainda por outra com pH 4,65 e Brix 6,3, por exemplo.

Estas observagdes também foram confirmadas pelos resultados do teste de
Tukey, apresentados na Tabela 10, onde a maioria das formulagdes nao diferem
significativamente entre si. Portanto, formulagdes que apresentam pH baixos
(<4,4) combinados a baixos valores de Brix (<5,5) e pH altos (=5,0) combinados a
altos valores de Brix (=6,5), podem ser consideradas muito acidas e pouco doces

ou pouco acidas e muito doces, respectivamente.
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Portanto, com base na percepcdo de acidez e dogura de provadores
treinados, formulagcées de agua de coco com pH entre 4,65 e 5,0, acidez titulavel
entre 9 e 15,5mL de NaOHO,1N/100mL e Brix entre 6,0 e 6,5%, ndo causam
alteracoes significativas na percepcao de acidez e dogura em relacdo a agua de

coco natural.

4.1.2 Otimizacao da acidez e da docura da agua de coco

Na Tabela 13 estao apresentados os resultados do teste de escala do ideal,
relacionando as médias dos valores obtidos para gosto acido e gosto doce ideal,
de cada formulacdo de agua de coco, com seus respectivos pH, Brix e acidez

titulavel.

Tabela 13. Medidas de gosto acido e gosto doce ideais das formulacoes de agua de
€0Co.

Formulacao pH Brix Acidez’ Gosto Acido?® Gosto Doce??

1 4.4 5,5 21,00 1,61% -1,27%
2 4,9 5,5 9,85 -0,30° -0,88%
3 4,4 6,5 20,95 1,08 -0,30%°
4 4,9 6,5 9,90 -0,30° 0,39

5 4,3 6,0 27,00 1,97 -0,91%%
6 5,0 6,0 9,00 -0,03% -0,06%
7 4,65 5,3 15,00 0,82° -1,67°
8 4,65 6,7 15,05 0,54 0,39

9 4,65 6,0 15,00 0,88° -0,15%°
10 4,65 6,0 15,05 0,56 -0,21%°
11 4,65 6,0 15,00 0,91%° -0,51°%

1-mL de NaOH 0,1N/100mL; 2-Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenga significativa entre as
formulagdes, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05); 3-Escala do Ideal: +4=extremamente mais acida/mais doce que o
ideal; O=ideal; -4=extremamente menos acida/menos doce que o ideal.

A partir dos valores apresentados na Tabela 13, foram avaliados os efeitos das
variaveis pH e Brix sobre os gostos acido e doce ideias nas formulag¢des, os quais
estdo apresentados na Tabela 14.
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Intensidade de gosto &cido

2,358 (Fraco)
2,997
3,636
4,275
4,914
5,552
6,191
6,830
7,469

QT DA BOD

HEROCCNNNR

Il above (Forte)

Figura 18. Superficie de resposta da intensidade de gosto acido da agua de coco.

20000502

Intensidade de gosto doce

0,541 (Fraco)
1,082
1,622
2,163
2,704
3,245
3,785
4,326
4,867

IREECONNNN

Bl above (Forte)

Figura 19. Superficie de resposta da intensidade de gosto doce da agua de coco.
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Tabela 14. Efeitos estimados das variaveis independentes sobre os gostos acido e
doce ideais nas formulacoes de agua de coco.

Fator Gosto acido ideal Gosto doce ideal
Efeito Erro padrao Efeito Erro padrao
pH -1,52 0,14 0,57 0,14
Brix - - 1,29 0,14

Efeitos com nivel de significancia menor que 10% (p<0,1).

Observou-se que o gosto acido ideal da agua de coco foi determinado
somente pela variavel pH, a qual causou um efeito negativo, enquanto o gosto
doce ideal foi influenciado pelas duas variaveis, pH e Brix, que causaram efeitos
positivos. Estes resultados confirmaram os que foram observados no teste de
escala anterior. Neste teste a variavel Brix também apresentou o dobro do efeito
da variavel pH, sobre a percepcdo de gosto doce ideal. Estes resultados
demonstram uma boa correlacdo entre os testes sensoriais realizados com
provadores treinados e nao treinados.

Na Tabela 15 estdo apresentados os coeficientes de regressao, valores F
da ANOVA, niveis de probabilidade dos paréametros (p) e os coeficientes de
determinacdo (R? dos modelos ajustados, obtidos para a percepcdo dos gostos
acido e doce ideais.

Observou-se na Tabela 15 que os modelos de gosto acido ideal e gosto
doce ideal, representados pelas Equacdes 12 e 13, apresentaram coeficientes de
determinacao proximos de 90%, demonstrando a validade de cada regresséao, e
falta de ajuste nao-significativa (p>0,05). Portanto, com estes resultados os
modelos foram considerados preditivos.

Considerando-se que no teste de escala do ideal o gosto acido ideal (GAI) e
o gosto doce ideal (GDI) sdo equivalentes ao valor zero, ao substituir este valor
nas Equacdes 12 e 13, obtém-se valores codificados de pH e Brix iguais a 0,92 e
0,32, respectivamente. Decodificando estes valores, a formulagao ideal de agua
de coco, em relagdo aos gostos acido e doce, tem pH e Brix iguais a 4,9 e 6,2%,
respectivamente. Portanto, € uma formagéo de alta acidez (pH>4,5) que requer

um tratamento térmico de esterilizago.
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Tabela 15. Coeficientes de regressao, valores F da ANOVA, niveis de probabilidade
dos parametros (p), coeficiente de determinacdo ajustado (R?) dos modelos de
_gosto acido e gosto doce ideais da agua de coco.

Parametro Coeficiente de Regressao F p

Modelo ajustado de gosto acido ideal’

Média (Bo) 0,70 - 0,0069
pH (P) -0,76 122,34 0,0081
Equagao (12) GAI = 0,70 — 0,76.P R?-0,8822 F=65,71

Falta de ajuste  F=2,05 p=0,3669

Modelo ajustado de gosto doce ideal’

Média (Bo) -0,47 - 0,0149
pH (P) 0,29 17,50 0,0527
Brix (B) 0,64 89,20 0,0110

Equacéo (13) GDI =-0,47 + 0,29P + 0,64B R°=0,9253 F=49,75
Falta de ajuste  F=1,10 p=0,5474

1-Modelos obtidos com valores codificados das variaveis independentes.

Estes valores confirmaram o que foi observado na formulacéo seis (Tabela
13), que se apresentou aproximadamente ideal (valores préximos de zero), tanto
no que se refere ao gosto acido como ao gosto doce. Estes resultados também
sdo coerentes com as observagdes feitas no teste anterior no que se refere a
intensidade de gosto &cido e gosto doce em relacdo a agua de coco natural. Ou
seja, para os consumidores a formulacao ideal é ligeiramente mais acida e mais
doce do que a agua de coco natural que foi utilizada como matéria-prima neste
experimento, que apresentou pH e Brix iguais a 5,02 e 5,2%, respectivamente.

Para os modelos descritos nas Equacdes 12 e 13, foram construidas as
respectivas superficies de resposta, apresentadas nas Figuras 20 e 21.

Observa-se na Figura 20 que a percepcdo de gosto acido ideal esta
localizada na regido de cor verde referente aos valores de pH préximos de 4,9,
podendo ser adotados todos os niveis de Brix utilizados neste experimento, que
vao de 5,3 2 6,7%.
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Entretanto, analisando-se a superficie da Figura 21, a percepgédo de gosto
doce ideal esta localizada na regido laranja e é referente a mais de uma
combinacao de pH e Brix, como: 5,0 e 6%, 4,65 e 6,5% ou 4,4 e 6,5%, por
exemplo.

Assim como foi observado, no teste de escala anterior, a maior parte das
formulagdes n&o diferem completamente entre si a um nivel de 5% de significancia
(p<0,05), conforme resultados do teste de Tukey. De uma maneira geral as Unicas
que mais se afastaram da regiao do ideal foram as formulacdes 1, 5 e 7, as quais
tnham ou pH mais baixo (4,4 e 4,3) ou Brix mais baixo (5,3%), sendo consideradas
ligeiramente mais acidas e menos doces que o ideal, respectivamente. Conforme
a Instrucdo Normativa n®39 do Ministério da Agricultura, o pH minimo e o Brix
maximo permitidos para agua de coco sao de 4,3 e 7%, respectivamente (Brasil,
2002).

Considerando-se o0 uso dos resultados deste estudo, para formulagdo de
agua de coco de alta acidez (pH < 4,5), visando um processo de pasteurizacao,
observou-se que os valores de pH e Brix que mais se aproximaram do ideal, foram
4,4 e 6,5%, respectivamente, que é referente a formulagéao 3, na Tabela 13.

Como citado anteriormente, a acidez titulavel das formula¢cées de agua de
coco foi monitorada para ser utilizada depois de definidas as melhores
formulacbes (de baixa e de alta acidez). Portanto, a acidez titulavel da agua de
coco de baixa acidez, conforme os resultados apresentados, situa-se entre 9 e
10mL NaOH 0,1N/100mL, e da de alta acidez, menor ou igual a 21mL NaOH
0,1N/100mL.

Fazendo-se um rearranjo da matriz de planejamento, substituindo-se o pH
pela acidez titulavel, é possivel obter os modelos de gosto acido ideal e gosto
doce ideal utilizando-se acidez titulavel e Brix como variaveis independentes.
Entretanto, os valores teéricos dos pontos axiais (£1,41) referentes a acidez
titulavel ndo séo representados exatamente pelos valores experimentais, mesmo

assim foi realizado o rearranjo da matriz, o qual esta apresentado na Tabela 16.
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-0,268
0,008
0,285
0,561
0,837
1,114
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1,942
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Figura 20. Superficie de resposta de gosto acido ideal da agua de coco. Escala:-4
=extremamente menos &cido que o ideal; O=ideal; +4=extremamente mais &cido que o ideal.
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Figura 21. Superficie de resposta do gosto doce ideal da agua de coco. Escala: -4
=extremamente menos doce que o ideal; O=ideal; +4=extremamente mais doce que o ideal.
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Tabela 16. Rearranjo da matriz de planejamento das medidas de gosto acido e gosto
doce ideais das formulacoes de agua de coco, utilizando a acidez titulavel como
variavel independente.

Formulagao Acidez titulavel Brix Gosto Acido?3 Gosto Doce??
2 9,85 55 -0,30° -0,88%
1 21,00 55 1,61 -1,27%
4 9,90 6,5 -0,30° 0,39°
3 20,95 6,5 1,03% -0,30%°
6 9,00 6,0 -0,03% -0,06%
5 27,00 6,0 1,972 -0,91°%
7 15,00 5,3 0,82° -1,67°
8 15,05 6,7 0,54% 0,392
9 15,00 6,0 0,88° -0,15%°
10 15,05 6,0 0,56% -0,21%°
11 15,00 6,0 0,91 -0,51°

1-mL de NaOH 0,1N/100mL; 2-Letras em comum na mesma coluna indicam que nao houve diferenca significativa entre as
formulagdes, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05); 3-Escala do Ideal: +4=extremamente mais acida/mais doce que o
ideal; O=ideal; -4=extremamente menos acida/menos doce que o ideal.

A partir dos valores apresentados na Tabela 16, foram avaliados os efeitos
das variaveis independente, acidez titulavel e Brix, sobre os gostos acido e doce

ideias nas formulacdes, os quais estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Efeitos estimados das variaveis independentes, acidez titulavel e Brix,
sobre os gostos acido e doce ideais nas formulacées de agua de coco.

Fator Gosto acido ideal Gosto doce ideal
Efeito Erro padrao Efeito Erro padrao
Acidez tiulavel 1,52 0,14 -0,38 0,14
Brix - - 1,09 0,14

Efeitos com nivel de significancia menor que 10% (p<0,1).

Observou-se que a acidez titulavel teve um efeito positivo sobre a
percep¢ao de gosto acido e negativo sobre a percepcéo de gosto doce. O Brix ndo
teve efeito significativo sobre o gosto acido, mas foi positivo e cerca de trés vezes
maior do que a acidez titulavel sobre a percepcdo de gosto doce ideal. Estes
resultados sado equivalentes aos encontrados quando utilizou-se o pH como

variavel independente.
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Na Tabela 18 estdo apresentados os coeficientes de regressao, valores F
da ANOVA, niveis de probabilidade dos paréametros (p) e os coeficientes de
determinacdo (R? dos modelos ajustados, obtidos para a percepcdo dos gostos

acido e doce ideais, utilizando-se a acidez titulavel como variavel independente.

Tabela 18. Coeficientes de regressao, valores F da ANOVA, niveis de probabilidade
dos parametros (p), coeficiente de determinacdo ajustado (R?) dos modelos de
gosto acido e gosto doce ideais da agua de coco, utilizando-se a acidez titulavel
como variavel independente.

Parametro Coeficiente de Regressao F P

Modelo ajustado de gosto acido ideal’

Média (Bo) 0,70 - 0,0069
Acidez titulavel (A) 0,76 122,34 0,0081
Equacdo (14) GAl = 0,70 + 0,76.A R?=0,8822 F=65,71

Falta de ajuste F=2,05 p=0,3669

Modelo ajustado de gosto doce ideal’

Média (Bo) -0,42 - 0,0356
Acidez titulavel (A) 0,19 7,56 0,1106
Brix (B) 0,55 64,20 0,0152
Brix? (B?) -0,17 4,96 0,1557

Equaco (15) GDI =-0,42 - 0,19A + 0,55B — 0,17B> R®=0,8157 F=10,31
Falta de ajuste  F=3,07 p=0,2639

1-Modelos obtidos com valores codificados das variaveis independentes.

Observou-se na Tabela 18 que os modelos de gosto acido ideal e gosto
doce ideal, representados pelas Equacdes 14 e 15, apresentaram coeficientes de
determinacao entre 80 e 90%, demonstrando a validade de cada regresséo, e falta
de ajuste nado-significativa (p>0,05). Portanto, com estes resultados os modelos
foram considerados preditivos. Para os modelos descritos nas Equacdes 14 e 15,
foram construidas as respectivas superficies de resposta, apresentadas nas
Figuras 22 e 283.
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Observa-se na Figura 22 que o gosto acido ideal situa-se na regido de cor
verde escuro que é referente a uma acidez titulavel proxima de
10mLNaOHO0,1N/100mL, em todos os niveis de Brix utilizados. Enquanto que o
gosto doce ideal situa-se na regido de cor vermelho escuro, delimitada por uma

acidez titulavel menor ou igual a 15mLNaOHO0,1N/100mL e Brix maior que 6%.

Utilizando-se as Equacbes 14 e 15, determinou-se que os valores de acidez
titulavel e Brix de uma formulacao ideal, em termos de acidez e docura, sao
equivalentes a 9,42mLNaOHO0,1N/100mL e 6,26%, respectivamente. Estes valores
confirmaram os que foram determinados pelos modelos anteriores, quando foram

utilizados pH e Brix como variaveis independentes.

4.1.3 Formulacao de agua de coco com frutose

Quando um teste de similaridade foi aplicado para avaliar o impacto da
substituicdo da sacarose por frutose, os resultados que estdo apresentados na
Tabela 19, indicaram que, ao nivel de 5% de significancia, ndo mais que 25% dos
provadores seriam capazes de notar a diferenca entre uma formulacdo com

sacarose e outra com frutose.

Tabela 19. Resultado do teste de similaridade entre as formulac6es de agua de coco
com sacarose e frutose.

Formulagdes N2 Consumidores™®
Acidez . 6
pH o Brix (%) Erros Acertos
Titulaveld

4,44 19,00 6,5 (sacarose) 25 8
4,44 19,00 6,2 (frutose)
4,902 9,60 6,2 (sacarose) 24 9
4,902 9,60 6,0 (frutose)

1- alta acidez; 2-baixa acidez; 3- mL de NaOH 0,1N/100mL; 4- 33 provadores; 5- N° de provadores que acertaram e erraram
qual a amostra diferente; 6-O valor minimo tabelado é de 11 acertos, ao nivel de 5% de significancia.
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Figura 22. Superficie de resposta de gosto acido ideal da agua de coco, utilizando

acidez titulavel como variavel independente. Escala:-4 =extremamente menos acido que o
ideal; O=ideal; +4=extremamente mais acido que o ideal.

-1,709
-1,508
-1,308
-1,107
-0,907
-0,706
-0,506
-0,305
-0,105
0,095
above

-“d3aQ D020 1309

ERERA0CNNNN

Figura 23. Superficie de resposta do gosto doce ideal de agua de coco, utilizando

acidez titulavel como variavel independente. Escala: -4 =extremamente menos doce que o
ideal; O=ideal; +4=extremamente mais doce que o ideal.
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Portanto, atendendo-se as propor¢des apresentadas na Tabela 19, pode-se
optar pelo agucar de menor custo comercial (sacarose), ou de maior interesse
nutricional (frutose), sem prejudicar a qualidade sensorial da 4gua de coco a ser

formulada.

4.1.4 Aceitacao da formulacao otimizada de agua de coco com frutose

Quando um teste afetivo de aceitacao, da formulacado otimizada, com pH
4,97, acidez titulavel de 9,7 mL de NaOH 0,1N/100mL e Brix 6,0%, corrigido com
frutose, foi realizado, utilizando-se 60 provadores, verificou-se que esta
formulacdo obteve média de aceitacao igual a oito, correspondente a categoria
“gostei muito” de uma escala heddnica de nove pontos. O resultado do teste de
aceitacao esta ilustrado no histograma de distribuicdo da Figura 24.

T0
B0 -l oo

BO -
0
L e P RRRCEECEE  TRERREERS
N e ECIIEACER  SEEREEERS

F—

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Valores da escala hedonica

% de consumidores

Figura 24. Histograma das médias de aceitacao atribuidas a formulacao otimizada
de agua de coco (Escala hedénica: 1 = desgostei extremamente; 5 = nem gostei/nem
desgostei; 9 = gostei extremamente).
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Observou-se no histograma que 60% dos provadores gostaram muito da
agua de coco, 17% gostaram extremamente, 17% gostaram moderadamente, e
6% gostaram ligeiramente.

O pH da formulagao otimizada (4,97) foi maior do que aquele determinado
pelos modelos de regresséao (4,9), entretanto, como determinado anteriormente foi
mantido o valor de acidez titulavel préximo de 9,42, o qual estava relacionado ao
pH considerado ideal pelos consumidores no teste de escala do ideal.

Estes resultados estdo de acordo com a afirmativa de Rosa e Abreu (2002),
de que valores de Brix entre 6,0 e 6,5% sao recomendados como mais aceitos
para agua de coco. Ja os resultados de Srebernish (1998) indicaram que a melhor
agua de coco (variedade gigante) obteve média de aceitacao 8,35 (dentro de uma
escala hedbnica de nove pontos) apresentando pH 5,14 e Brix 6% (valor
aproximado obtido a partir do teor de sélidos totais) e acidez titulavel de 8,7mL de
NaOH 01N/100mL, ou seja, uma agua de coco ligeiramente menos acida e menos
doce do que a formulacdo ideal encontrada neste experimento. Esta diferenca
pode ser explicada pelas diferentes matérias-primas utilizadas tanto em termos de
variedade como de regido de cultivo, visto que a intensidade de sabor

caracteristico de coco influencia nos resultados.

Este estudo de padronizacéo foi importante para definir qual a relagéo ideal
de acidez e dogura na agua de coco em termos sensoriais. Contudo, a formulagéo
sera util somente para aquelas aguas de coco que apresentarem caracteristicas
sensoriais extremamente diferentes das que foram aqui observadas. Isto pode
acontecer quando forem utilizadas aguas de coco com maturagdo diferente da
recomendada (de seis a sete meses), ou por serem provenientes de cocos de
cultivares que nao propiciem uma boa relacdo de docura e acidez, devido alguma
deficiéncia durante o cultivo, como por exemplo, periodos de seca ou de chuvas
intensas. A falta de sabor caracteristico de coco também pode influenciar nos
resultados.
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4.2 AVALIACAO DO SISTEMA ASSEPTICO
4.2.1 Avaliacao dos componentes do processo nos Experimentos 1 e 3

Na Tabela 20 estdo apresentados os resultados da avaliacdo das
embalagens, linha de processamento e sala limpa durante o processamento dos

lotes dos Experimentos 1 e 3.

Tabela 20. Avaliacao dos componentes do processamento asséptico de agua de
coco dos lotes dos Experimentos 1 e 3.

Lotes Experimento 1 Experimento 3
Pontos de avaliacao/Lotes 1.1 1.2 1.3 1.4 ‘ Média 3.1
Aguaec:bzvg(;g:: das Contagem total de mesofilos (UFC /mL)

Torneira 0 0 0,23 0,23 0,12 0,1
Pré-Filtro 1um 0,1 0,1 0,17 0,17 0,14 0,1

Filtro 0,22 um 0 0 0,07 0,07 0,04 0,07

Bico (inicio) 0,03 0,03 0 0 0,02 1,1

Bico (meio) 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,5

Bico (fim) 0 0 0,03 0,03 0,02 0,6

Embalagens Contagem total de mesofilos (UFC/garrafa)

Néao esterilizadas 0 0 7,67 7,67 3,84 53
Esterilizadas? 0 0 0 0 0 0,66
Esterilizadas? 0 0 1 0 0,25 4

Superficies da sala limpa Contagem total de mesofilos (UFC/cm?)
Mesa 0,02 0 0,01 0,09 0,03 0
Caixa de passagem 0,02 0 0 0,65 0,17 0,02

Ar da sala limpa Particulas 0,5u/m? ar (x1.000)

Inicio 30 26 25 32 28,25 63

Meio 56 25 34 41 39 33

Fim 46 20 46 33 36,25 44
Média/processo 44 23,667 35 35,333 34,5 46,7

Ar da sala limpa Contagem total de meséfilos (UFC/m? de ar)

Meio PCA 0 0 0,67 2 0,67 53
Meio PDA 2,67 2,67 2 0 1,84 1,3
Agua de enxagiie da linha Contagem total de mesofilos (UFC/mL)
Inicio 0 0 0 0 0 0
Meio 0 0 0 0 0 0
Fim 0 0 0 0 0 0

1-analisadas apo6s a esterilizagao; 2-analisadas no dia do acondicionamento.
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Nao foram encontrados padrbes microbiolégicos para agua de enxague
especificamente para esterilizacdo quimica de garrafas, portanto, tomou-se como
base de comparacao os limites de contagem padrao de meséfilos recomendados
na industria farmacéutica para a agua purificada, menor que 100 UFC/mL, e
destinada a producéo de injetaveis e equivalentes, menor que 10UFC/100mL ou
0,1 UFC/mL (Jénck, 2002). Relativamente a estes padrdes, a dgua de enxague
(referente a amostra recolhida dos bicos) utilizada no processamento dos lotes do
Experimento 1, apresentou qualidade microbiolégica satisfatoria, enquanto que a
agua do lote do Experimento 3 excedeu os limites destinados a producao de
injetaveis (0,1UFC/mL), demonstrando perda de eficiéncia na esterilizacdo da
agua de enxagle de um experimento para o outro. O intervalo entre os
experimentos foi de, aproximadamente, sete meses, sendo levantada a hipétese
de que o acumulo de residuos nas membranas dos filtros, durante este tempo,

tenha influenciado na sua eficiéncia.

Segundo Schimdt et al. (2004), a etapa de esterilizacdo de embalagens é
um ponto critico de controle para a producdo de agua de coco UHT. Nesta
pesquisa, especificamente para esterilizagdo quimica de embalagens, a
esterilizacdo da agua de enxague foi considerada um ponto critico de controle, por
ser uma fonte potencial de contaminacéao do produto final.

No Experimento 1, a contagem total de mesdfilos inicial (No) encontrada nas
garrafas foi de 7,67 UFC/garrafa (Lotes 1.3 e 1.4), portanto, as garrafas utilizadas
estavam dentro do padrao exigido para utilizacdo em sistemas assépticos, que é
de um maximo de 20 UFC/garrafa (Chevroton, 1996). Apenas uma garrafa
esterilizada do Lote 1.3, das trés analisadas, apresentou contaminacdo de 3
UFC/garrafa, resultando em uma média de 1UFC/garrafa. Esta média foi atingida
nas amostras que foram coletadas no momento do acondicionamento. Existe a
possibilidade de que este tipo de contaminacao seja detectado no produto durante

a estocagem, contudo, ndo de maneira uniforme em todo o lote.
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No Experimento 3, observou-se que a contaminagcdo das garrafas nao
esterilizadas foi de 53 UFC/garrafa, maior do que o maximo recomendado por
Chevroton (1996), de 20 UFC/garrafa. Considerando-se que estas garrafas faziam
parte do mesmo lote das garrafas que apresentaram baixa contaminacgao inicial no
Experimento 1, atribuiu-se esta maior contaminacao ao acumulo de poeira no local
onde estas embalagens foram armazenadas durante sete meses. Apesar de néao
atenderem as recomendacdes de Chevroton (1996) outros trabalhos detectaram
niveis de contaminacao semelhantes em garrafas de PET de 500mL, da ordem de
19 a 210 UFC/garrafa (Petrus et al., 2001; Abreu, 2001).

Esta contaminacdo pode comprometer a qualidade do Lote 3.1, pois,
apesar de ter sido comprovado por Abreu (2001) que o sistema de esterilizacdo
utilizado tem capacidade de atingir até sete redugcdes decimais de esporos de B.
subtillis , o acido peracético pode ter sua acédo prejudicada pela presenca de
barreiras fisicas entre ele e a superficie a ser esterilizada. Segundo Baldry (1983)
0 acido peracético continua ativo na presenca de material organico, entretanto, é
recomendado o uso de sanificantes em superficies limpas. Camadas de poeira
podem ter impedido a acdo do &cido peracético resultando na contaminacéo
média de mesofilos de 4UFC/garrafa. Contudo, a contaminacdo nao foi uniforme
entre as amostras, sendo detectadas colénias de diferentes aspectos e
constituidas de uma mistura de bolores e bactérias. Com estes resultados, foi
esperada a ocorréncia de uma contaminagdo composta por uma microbiota mista

no Lote 3.1.

Considerou-se também que, tratando-se de acumulo de poeira, a
contaminacao externa da garrafa deveria estar maior do que a interna, podendo
resultar na contaminacao cruzada dos bicos aspersores, principalmente do bico de
agua de enxagtie. Como as garrafas estavam umidas, devido a imersao em acido
peracético, pode ter ocorrido o escoamento durante as etapas da esterilizagao,
para os bicos. Isto explicaria a contaminagdo observada nas trés amostras de
agua de enxague do Lote 3.1 recolhidas no bico aspersor, que foi maior do que a
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agua de enxague recolhida na torneira e ap6s os filtros.

Neste estudo a contaminacao externa da embalagem nao foi monitorada,
contudo, em estudos posteriores recomenda-se a inclusao de mais esta avaliacao,
para evitar a ocorréncia de contaminagado cruzada. O aumento do numero de
amostras analisadas para 10 unidades, por exemplo, seria recomendado. O
aumento do tempo de incubacdo para 5 dias, visando a recuperacdo de
microrganismos extremamente injuriados e a inclusdo do teste de deteccao de
esporos, aumentaria o rigor das andlises. E importante também a adocdo de
métodos mais rapidos, para que possam ser tomadas medidas corretivas antes do
acondicionamento. Considera-se necessario tornar a esterilizacdo das
embalagens mais funcional e menos exaustiva para que possa ser realizada

simultaneamente ao acondicionamento e com maior eficiéncia.

As garrafas dos cinco lotes ndo apresentaram quantidades de perdxido de
hidrogénio residual superiores a 0,5ppm. Abreu (2001), analisou a quantidade de
peroxido de hidrogénio residual em garrafas sanificadas com acido peracético nas
concentracdes de 0,8% a 40°C por 6 segundos e 0,4% a 36°C por 11 segundos,
utiizando meétodo espectrofotométrico (Afsar, 1990), encontrando 0,13ppm e
0,08ppm de peroxido de hidrogénio residual, respectivamente. Petrus (2000) néao
detectou peréxido de hidrogénio residual (<19ug.L™"), em garrafas sanificadas com
Proxitane®, e posterior enxagile com agua estéril. Portanto, o procedimento de
enxagle utilizado mostrou-se eficiente na reducao de peréxido de hidrogénio do
residual nas garrafas sanificadas, durante todo o processo de esterilizagao.

A contaminacao média encontrada nas superficies da caixa de passagem e
da mesa do ambiente de acondicionamento da sala limpa, para cada lote,
encontrou-se dentro dos padrées internacionais recomendados pela ICMSF
(International Commission on Microbiological Specifications for Foods) e APHA

119



RESULTADOS E DISCUSSAO

(American Public Health Association), que sdo <10UFC/cm? e <2UFC/cm?,

respectivamente.

Observou-se que a média das contagens de particulas do ar do ambiente
da sala limpa, durante o acondicionamento dos cinco lotes, obedeceu aos limites
estabelecidos pelo padrao ISO 14644-1, para salas limpas ISO classe 7, de um
maximo de 352.000 particulas de 0,5um por metro cubico de ar e de 2.930
particulas de 5,0um por metro cubico de ar, j& que esta ultima foi sempre menor

que 1.000/m3 de ar.

Segundo recomendacdes da NASA, o numero maximo de particulas viaveis
(microrganismos) em uma sala limpa ISO classe 7 é de 17,6 UFC/m® de ar
(Sveum et al., 1992). Portanto, a qualidade do ar da sala limpa durante o
processamento dos lotes dos dois experimentos encontrou-se dentro do limite de
contaminagao recomendado. Pode-se acrescentar que, em média, a sala limpa
utilizada neste estudo atendeu até mesmo as exigéncias de uma sala ISO classe
5, que segundo a NASA, deve ter uma contaminacdo maxima de 3,5 UFC/m® de

ar.

Observou-se que a contaminagédo por bolores na sala limpa foi maior, no
Experimento 1. Segundo Chacra (2002a e 2002b), a detecgdo de bolores em
areas limpas é considerada uma falha grave no sistema, devido ao perigo de
dispersdo de seus esporos pelo ar. Ainda, segundo dados apresentados pela
autora, os microrganismos mais frequientes, em ordem decrescente, sdo: Bacillus
sp., Staphylococcus sp., Corynebacterium sp. € Pseudomonas sp. Entretanto, ndo
foram encontrados na literatura limites de contaminacéo, especificamente de

bolores em areas limpas.

Nao foi detectada contaminacdo, em nenhuma das amostras de agua de
enxagle, coletadas da linha de processamento e acondicionamento, apos 0s

procedimentos de limpeza e esterilizacdo, segundo a metodologia utilizada.
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Entretanto, recomenda-se também um aumento no rigor das analises, assim como

recomendado para as garrafas, principalmente quanto a detec¢ao de esporos.

Pbde-se entdo, considerar que os procedimentos de limpeza, sanificacao e
esterilizacdo, aqui executados, atingiram o objetivo de alcancar a esterilidade de
todos os componentes do sistema antes e durante o processamento dos lotes,
podendo ser adotados como padrdo para a operacdo desta linha de
processamento, especificamente. Contudo, é necessario analisar a parte externa
das embalagens, para garantir a auséncia de contaminacdo cruzada e de
contaminacdo do ar e das superficies da sala limpa, além de determinar a
presenca de esporos, itens que nao foram testados devido ao grande numero de
analises, que tinham como maior objetivo a identificacao de falhas grosseiras de
esterilizagdo. Contudo, a deteccao de esporos em alimentos tratados por UAT é

de grande importancia.

4.2.2 Avaliacao do processamento da agua de coco
4.2.2.1 Parametros reais e desvios de processo do Experimento 1

Durante o processamento de cada um dos quatro lotes de agua de coco, 0s
parametros de processo diferiram daqueles previamente estabelecidos, devido
problemas operacionais. A seguir estdo relacionados os parametros teoricos e
reais de cada um dos processamentos (Tabelas 21 e 22).

Tabela 21. Parametros tedricos de processo dos lotes de agua de coco do
Experimento 1.

Temperatura (°C) Binémio 1 (135°C/10s) Bin6mio 2 (140°C/10s)
Produto* 135 140
Minima 135 140
Maxima 137 142
Agua de aquecimento 137 142
Na entrada do UAT Méaximo de 10 Méaximo de 10
Na saida do UAT Maximo de 25 Méaximo de 25

* temperatura na retencao.
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Tabela 22. Parametros reais de processo dos lotes de agua de coco do
Experimento 1.

Temperatura (°C) Lote 1.1 Lote 1.2 Lote 1.3 Lote 1.4

Produto* 138-140 135-137 141- 144 135 - 141
Minima 135 135 141 135
Maxima 140 137 144 141
Agua de aquecimento 139 137 143 141
Na entrada do UAT 7,2 12 9,0 18
Na saida do UAT 11 17 7,5 20

*Temperaturas na maior parte do processo na retencao.

Observou-se que ocorreram constantes oscilacées de temperatura durante
o processamento dos quatro lotes de agua de coco. Tais variagées decorreram da
dificuldade de estabilizar o equipamento nas temperaturas previamente
estipuladas, descritas na Tabela 21. O tipo de desvio, constante nos processos, foi
a queda de temperatura logo ap6s a entrada do produto no esterilizador UAT,
requerendo medidas de emergéncia para evitar 0 excessivo reprocessamento de
produto, ocasionado pelo acionamento da valvula de retorno automatico. A medida
adotada foi a liberagdo do produto para o tanque de recepgdo assim que a
temperatura minima de 135°C fosse atingida. O Lote 1.3 foi o Unico a ndo ter parte
da agua de coco reprocessada, contudo, a temperatura teérica estipulada foi

excedida em 4°C.

Inicialmente, a falta de estabilidade térmica do equipamento foi atribuida ao
fato da matéria-prima ser refrigerada, contudo, no Lote 1.3 o produto entrou a 9°C
e nao houve retorno, e no Lote 1.4 o produto entrou a 18°C e houve retorno, o que
descarta, em parte, essa hipétese. Outro motivo poderia ser a perda de calor na
tubulacdo que leva vapor da linha até o tanque de agua aquecida, devido a falta
de isolamento térmico e comprimento (cerca de 2m), o que acarretaria acumulo de
agua condensada no interior da mesma, dificultando a chegada do vapor ao
tanque de &agua aquecida e, consequentemente, causando as constantes
oscilagdes de temperatura.
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A alternativa para solucionar este problema foi de reduzir a distancia entre a
linha de vapor e o tanque de agua aquecida evitando o contato da tubulagédo com
o piso. Portanto depois destas observacées foram realizadas modificacoes
estruturais e adaptacdées no esterilizador UAT, que foram previamente testadas
em peqguena escala durante o Experimento 2, para posteriormente ser realizado

um novo processamento em escala piloto, ou seja, o Experimento 3.

Para andlise dos resultados relacionados a microbiologia, e por seguranca,
foi considerada a menor temperatura atingida em cada processo, para avaliar a
extensdo do tratamento térmico. Entretanto, para as observagdes relacionadas a
estabilidade fisico-quimica e sensorial, as variagdes de temperatura foram
consideradas. Os tratamentos térmicos pelos quais a agua de coco, dos quatro
lotes, foi submetida, em geral, situaram-se entre as faixas de temperatura de
135°C a 144°C. Portanto, em termos de seguranga microbioldégica, em nenhum
momento houve sub-processamento, e sim super-processamento em alguns lotes,
superando as estimativas de numero de reducdes decimais estipuladas na Tabela

8 do item de Material e Metodologia.

4.2.2.2 Parametros de processo do Experimento 2

Na Tabela 23 estdo apresentados os parametros medidos durante o

processamento dos cinco lotes do Experimento 2, apds algumas adaptacdes

realizadas no sistema asséptico e no processo.

Tabela 23. Parametros de processo dos lotes de agua de coco do Experimento 2.

Temperatura (°C) Lote 2.1 Lote 2.2 Lote 2.3 Lote 2.4 Lote 2.5
Produto 138 139 141 144 144
Agua de aquecimento 140 140 143 1455+15 144+£1,0
Na entrada do UAT 9,1 10,3 11,2 10,6 8,3
Na saida do UAT 15,4 16,3 17,7 21,5 25,9
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Observou-se que o esterilizador UAT, na sua nova conformacgao,
apresentou estabilidade na manutencao da temperatura. E ndo ocorreu nenhuma
queda de temperatura durante os cinco processamentos. O fato da agua de coco
estar refrigerada, também nao influenciou na estabilidade do equipamento. Estes
resultados indicaram que as modificacdes realizadas no equipamento, quanto a
reducdo da distancia entre a linha de vapor e o tanque de agua aquecida,
solucionaram o problema de falta de estabilidade do equipamento. Isso permite
maior confiabilidade no tratamento térmico e melhor qualidade do produto.

4.2.2.3 Parametros de processo do Experimento 3

Na Tabela 24 estdo apresentados os parametros de processo da agua de

coco do lote do Experimento 3.

Tabela 24. Parametros de processo do lote de dgua de coco do Experimento 3.

Temperatura (°C) Lote 3.1
Produto 139
Agua de aquecimento 140
Agua de coco na entrada do UAT 25
Agua de coco na saida do UAT 20,2

Observou-se que o esterilizador alcangou as temperaturas pré-
estabelecidas, mantendo-as constantes durante todo o processo, sem variagdes.
Estes resultados vém confirmar, agora em escala piloto, que o sistema de
esterilizacdo esta adequadamente ajustado, depois das modificacdes realizadas.
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4.2.3 Caracteristicas fisico-quimicas da agua de coco processada dos lotes
do Experimento 1

Na Tabela 25 estdo apresentadas as caracteristicas fisico-quimicas das
aguas de coco de cada um dos quatro lotes do Experimento 1.

Observou-se que a agua de coco do Lote 1.3 foi a que apresentou maior pH
(5,14), entretanto, a agua formulada apresentou pH 5,09. Este aumento pode ter
ocorrido devido a maior degradacao do acido ascoérbico, em consequiéncia da
maior temperatura de processo atingida (144°C). As perdas de acido ascorbico
estéo discutidas detalhadamente em itens posteriores.

Tabela 25. Caracteristicas fisico-quimicas da agua de coco processada dos lotes do
Experimento 1*.

Caracteristicas Lote 1.1 Lote 1.2 Lote 1.3 Lote 1.4
pH 5,04 5,05 5,14 5,08
Brix (%) 6,0 6,0 6,0 6,0

Acidez Titulavel

9,68 9,35 7,68 9,11
(mLNaOH 0,1N/100mL)
Ac. Ascorbico (mg/L) 159,65 130,29 137,62 128,45
O, dissolvido (%) 3,89 3,05 0 2,75

* Média de trés amostras.

Contudo, a acidez titulavel do Lote 1.3 foi bem menor do que estipulada
pelos testes anteriores de otimizacao, que indicavam valores em torno de 9,4 mL
de NaOH 0,1N/100mL.

A agua de coco do Lote 1.3 também foi a Unica a ndo apresentar oxigénio
dissolvido apds o tratamento térmico. Pode-se atribuir este fato a uma menor
incorporagdo de oxigénio durante a extracdo e o acondicionamento, uma maior
interacdo do acido ascorbico ou uma carga microbiana aerébia maior na agua de
coco in natura, que pode ter auxiliado na remocao do oxigénio do meio. Ou a
maior temperatura de processo (144°C) pode ter causado maior consumo do
oxigénio nas reacdes oxidativas da agua de coco. Na presenca de oxigénio o
acido ascorbico é oxidado ao acido dehidroascoérbico (Gregory, 1996).
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4.2.3.1 Osmolalidade da agua de coco dos lotes do Experimento 1

Na Tabela 26 estdo relacionados os valores de osmolalidade da agua de
coco dos quatro lotes produzidos, referentes aos respectivos sinais emitidos pelo

osmometro.

Tabela 26. Valores de osmolalidade da agua de coco dos lotes processados,
referentes aos seus respectivos sinais.

. Osmolalidade . Osmolalidade
Lote Sinal In natura Sinal Processada
(osmol/L) (osmol/L)
1.1 51,65 0,4524 49,93 0,4632
1.2 51,93 0,4800 53,37 0,4921
1.3 50,88 0,4712 52,13 0,4817
1.4 49,87 0,4627 52,88 0,4880

A osmolalidade da &agua de coco in natura obtida neste estudo foi
semelhante aos valores obtidos por Collares e Souza (1985), que variaram entre
0,4 e 0,470 osmol/L. Kuberski et al. (1979) encontraram valores de 0,255 a 0,340
osmol/L e Fagundes Neto et al. (1989) entre 0,326 e 0,402 osmol/L. Segundo
Brouns e Kovacs (1997), bebidas com osmolalidade menor que 0,500 osmol/L
evitam a demora do esvaziamento gastrico.

Para comparacédo, analisou-se uma amostra de agua de coco comercial e
uma amostra de isotdnico comercial, obtendo-se valores de osmolalidade de
0,4790 e 0,4872 osmol/L, respectivamente. Portanto, a agua de coco obtida neste
estudo, ndo apresenta osmolalidade diferente dos produtos comerciais.

Com esses valores, observou-se que a agua de coco utilizada neste estudo,
bem como os produtos comerciais analisados, sao hipertbnicos em relacdo ao
plasma sanguineo, que tem osmolalidade préxima de 0,300 osmolal/L. Portanto,
seria interessante a escolha de uma formulagdo com o menor teor de acucar, nao
SO por questdes sensoriais e econdmicas, mas também para nédo tornar a agua de
coco mais hipertdnica, sob pena de perder ainda mais 0 seu equivocado apelo
mercadoldgico de isotonicidade.
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4.2.4 Caracteristicas fisico-quimicas da agua de coco processada do
Experimento 3

Na Tabela 27 estdo apresentadas as caracteristicas fisico-quimicas da

agua de coco do Lote 3.1 do Experimento 3.

Tabela 27. Caracteristicas fisico-quimicas da agua de coco do lote 3.1 do
Experimento 3*.

Caracteristicas Lote 3.1
oH 4,77
Brix (%) 6,0
Acidez Titulavel (mLNaOH 0,1N/100mL) 11,89
Ac. Ascorbico (mg/L) 194,21
O, dissolvido (%) 4,4

* Média de trés amostras.

Observou-se que a agua de coco apresentou um pH menor do que as dos
lotes do Experimento 1. Este menor valor deveu-se ao fato da agua de coco in
natura apresentar um pH 4,88, ou seja, quando foi adicionado o acido ascorbico
este foi reduzido a 4,77. Esta observacgao indica que a agua de coco utilizada foi
extraida de cocos com menos de seis meses de maturacao. Segundo Tavares et
al. (1998) aguas de cocos com maturacao entre 5 e 7 meses apresentam pH entre
47 e 4)09.

O teor de oxigénio dissolvido da agua de coco do Lote 3.1 também foi
ligeiramente maior do que o observado para os lotes do Experimento 1.

4.2.5 Analises microbioldgicas da agua de coco dos lotes do Experimento 1

Na Tabela 28 estdo relacionados o0s resultados das analises

microbiolégicas da agua de coco in natura dos lotes do Experimento 1. E esta
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sendo feita uma comparagdo com os resultados de anadlises preliminares de outras

amostras de agua de coco in natura, extraidas de diferentes formas.

Tabela 28. Analises microbioldgicas da agua de coco in natura do Experimento 1, e
de outras amostras de agua de coco.

] LOTE
ANALISE Média | Outras amostras
1.1 1.2 1.3 14

Contagem padrdo (UFC/mL) |4,5x10% 1,9x10° 1,9x10* 3,6x10%|6,8x10°| 1,86x10" - 5,6x10*
Bolores e leveduras (UFC/mL) |5,0x10° 1,0x10" 1,1x10° 1,9x10°|2,0x10%| 1,2x10? - 7,5x10°

Esporos mesoéfilos (esp./mL) 0,7 0,4 0,5 0,4 0,5 1-7,2x10"
Esporos terméfilos (esp./10mL) 0 0 0 0 0 0-20
Esporos “flat-sour” (esp./10mL) 0 0 0 0 0 0-10

Observou-se na agua de coco utilizada no Experimento 1, teve uma
contagem padrao de mesoéfilos menor do que das aguas que foram obtidas por
outros métodos de extracao, e teve uma contaminacao equivalente em termos de

bolores e leveduras. Contudo, a contaminagéo por esporos foi menor.

Na Tabela 29 estdo apresentados os resultados da analise da
contaminacao da agua de coco formulada imediatamente antes do processamento
térmico dos lotes do Experimento 1. Comparando-se com os resultados da Tabela
28, observou-se 0o aumento da contaminacdo da agua de coco formulada em
relagdo a agua de coco in natura, sendo de cerca de dois ciclos decimais para o0s
mesofilos aerdbios e anaerdbios facultativos e de um ciclo para bolores e
leveduras. Entretanto, ndo apresentou alteragdo quanto a quantidade de esporos,
tanto mesoéfilos quanto terméfilos. Este aumento pode ser associado ao tempo em
que a agua de coco ficou armazenada sob refrigeracdo antes do tratamento

térmico, além da contaminacao devido ao manuseio durante a formulagéo.
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Tabela 29. Analises microbioldgicas da agua de coco formulada do Experimento 1.

, LOTE .
ANALISE Média
1.1 1.2 1.3 1.4
Contagem padrao (UFC/mL) 2,1x10*  42x0*  1,6x10° 5,2x10° | 1,8x10°
Bolores e leveduras (UFC/mL) 2,0x10°  2,4x10° 1,8x10°  5,0x10° | 2,8x10°
Esporos mesdéfilos (esp./mL) 0,2 0,8 0,6 0,6 0,55
Esporos termdfilos
0 0 0 0 0
(esp./10mL)
Esporos “flat sour” (esp./10mL) 0 0 0 0 0

A contaminagcao devido aos ingredientes pode ter contribuido, entretanto,
muito menos do que o fator tempo de armazenamento, considerando-se o baixo
nivel de contaminacao da frutose, que foi de 30 UFC/10g para aerdbios totais e de
20 UFC/10g para bolores e leveduras, e sem contaminacdo por esporos. A
contaminagdo devido a adicdo do acido ascorbico e do acido citrico nao foi
determinada. Contudo, possivelmente, a maior contaminag¢ao podera ter ocorrido
na etapa de manuseio dos aditivos da formulacdo da agua de coco. O
procedimento ideal para evitar a contaminagdo por manuseio excessivo, seria a
transferéncia direta do extrator para o tanque de formulacdo e imediato
processamento térmico.

Estes resultados demonstraram que o procedimento de refrigeracdo da
agua de coco, por cerca de 18 horas antes do processamento, causou 0 aumento
da contaminacao da agua de coco por células vegetativas. Entretanto, entende-se
que este ndo € um procedimento recomendado. Foi utilizado apenas para tornar
estes processamentos viaveis dentro das condicdes fisicas e de mao-de-obra
disponiveis para a realizagao desta pesquisa.

A atividade microbiana na matéria-prima, antes do processamento térmico,
acarreta 0 aumento de células mortas no produto final, favorecendo reacdes
indesejaveis para sua estabilidade fisico-quimica e sensorial, bem como a

possivel producao de CO, (Denny e Corlett, 1992).
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Este procedimento seria recomendado para que houvesse tempo para a
atuacao do 4cido ascérbico como sequestrador de oxigénio, pois segundo Joslyn
(1961), a reducao do oxigénio pelo acido ascoérbico néo € instantadnea, ocorrendo
uma distinta fase lag na reagdo. Contudo, o fato das enzimas PFO e POD ainda
estarem ativas, pode causar problemas posteriores de escurecimento nao-
enzimatico, além do enzimatico, pois estas enzimas tém a capacidade de oxidar o
préprio acido ascorbico, mesmo sob refrigeracdo, mas em menor velocidade
(Henshall, 1981; Davidek et al., 1990).

4.2.6 Analises microbioldgicas da agua de coco dos lotes do Experimento 2
Na Tabela 30 estdo apresentados os resultados das analises
microbiolégicas das aguas de coco in natura, formulada e processada, dos cinco

lotes do Experimento 2.

Tabela 30. Analises microbiologicas da agua de coco in natura, formulada e
processada dos lotes do Experimento 2.

Amostra LOTES
21 2.2 2.3 24 25
Contagem Padrao (UFC/mL)
In natura 3,25x10° 3,25x10° 3,25x10° 3,25x10° 3,25x10°
Formulada 4,35x10° 4,75x10° 4,65x10° 3,40x10° 3,50x10°
Processada 0 0 0 0,3* 0
Esporos mesofilos (esp./mL)
In natura 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Formulada 0 0 0 0,3 0,4
Processada 0,1 0 0 0 0

*Em uma das repeticdes foi detectado 1 UFC de bolor.

Observou-se que o novo extrator de agua de coco forneceu uma matéria-
prima com contaminacgdo total por meséfilos aerébios, de 3,25x10°, proxima a
obtida nos lotes do Experimento 1, que foi de 6,80x10°. A contaminagdo por
esporos mesofilos foi baixa, e ndo foi detectada contaminagdo por esporos

termofilos.
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N&o foram observadas grandes alteragcdes entre a qualidade microbiologica
da agua de coco in natura e a agua de coco formulada. Portanto, o prévio
resfriamento dos cocos foi eficaz para manter a qualidade da agua de coco in

natura.

De maneira geral, os tratamentos térmicos formulados foram eficientes para
eliminar a contaminacao das aguas de coco, entretanto, em uma das amostras de
um dos lotes foi detectada a presenca de bolores. Esta contaminagdo pode ter
sido proveniente das operacdes de acondicionamento manual. Segundo Farahnik
(1982), a presenca de uma ou duas colénias pode ser atribuida a contaminacéo
atmosférica ou erros de andlise. Estes resultados indicam que o novo extrator
forneceu uma matéria-prima de boa qualidade, em menor tempo (300

cocos/35minutos).

A injecao de ar comprimido na agua de coco pode causar a incorporagao
de sujidades grosseiras e, simultaneamente, de microrganismos na mesma.
Segundo Nicolési (2003) e Adissi (2003), a presenca de particulas, agua
condensada e Oleo residual sdo alguns dos problemas que podem advir do
sistema de ar comprimido. Neste experimento, utilizou-se um filtro de ceramica
(tipicamente utilizado para agua) para reter sujidades maiores provenientes do ar
comprimido, contudo, a utilizacdo de um filtro microbiolégico de 0,22um seria mais
recomendada, pois a incorporacao de esporos € mais favorecida por este

mecanismo de extracao.

4.2.7 Analises microbioldgicas da agua de coco do lote do Experimento 3
Na Tabela 31 estdo relacionados os resultados das analises

microbioldégicas da agua de coco in natura e formulada, do Lote 3.1 do
Experimento 3.
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Tabela 31. Analises microbioldgicas da agua de coco in natura e formulada do Lote
3.1 do Experimento 3.

Andlise In natura Formulada
Contagem padrao (UFC/mL) 52 61
Bolores e leveduras (UFC/mL) <10 <10
Esporos mesofilos (esp./mL) 0 0
Esporos termofilos (esp./10mL) 0 0
Esporos “flat-sour” (esp./10mL) 0 0

Foi observada uma baixa contagem padrao na agua de coco in natura de
52UFC/mL. Foi detectada apenas 1 UFC/mL de bolor. Nao foi detectada a
presenca de esporos mesofilos e nem termdfilos. A adaptagdo de um filtro
microbiolégico, durante a extracdo da agua do Lote 3.1, pode ter contribuido para
a menor incorporagdo de microrganismos provenientes do ar comprimido utilizado

no extrator.

Comparando-se a contaminacédo da agua de coco do Experimento 3 com a
do Experimento 1, observou-se que houve uma menor contaminacado durante a
extracdo e uma menor alteracao entre a agua in natura e a formulada, mesmo
trabalhando-se a temperatura ambiente. Contudo, a extragdo deve ser seguida de
imediato processamento térmico. Em caso de extragdes que demandem algumas
horas, a matéria-prima tem que sofrer imediato resfriamento, sob pena de causar
0 aumento das atividades microbiolégicas, como verificado no Experimento 1,
além das enzimaticas.

Estes resultados confirmaram a eficiéncia do extrator, que ja havia sido
observada no Experimento 2, pela sua velocidade de extracao (1 coco/7segundos)
e menor nivel de contaminacdo. Em estudos posteriores recomenda-se a
manutencgédo do filtro microbiolégico do ar comprimido e/ou a substituicdo do ar

comprimido por nitrogénio.
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Na literatura ndo foram encontrados resultados de andlises de contagem de
esporos em agua de coco, apenas de células vegetativas. David e Fernandes
(1998), analisando amostras de agua de coco in natura, que foram extraidas apds
desinfeccdo do coco com solugéo de hipoclorito com 20ppm de cloro livre por 30
minutos, encontraram contaminagdo de 1,6x10% e 6x10" UFC/mL, para contagem
padréo e de bolores e leveduras, respectivamente. Leite et al. (2000), analisando
amostras de agua de coco refrigerada comercializadas na cidade de Salvador,
encontraram uma contaminagao variando de 10 a 2,5x10° UFC/mL para bolores e
leveduras. Hoffmann et al. (2002), analisando amostras de agua de coco in natura
refrigerada comercializadas na cidade de S&o José do Rio Preto — SP,
encontraram uma média de 4x10° e 3x10° UFC/mL, para bactérias aerébias totais
e bolores e leveduras, respectivamente. A ANVISA (2001), determina limites
apenas para coliformes e salmonela, em agua de coco in natura, de 10 a

102UFC/mL e auséncia em 25 mL, respectivamente.

4.2.8 Esterilidade comercial e marcha de deteccao de contaminantes da agua
de coco dos lotes do Experimento 1

4.2.8.1 Observacao visual

Visualmente nado foram observadas turvacdo nem estufamento das
garrafas. Observou-se que os quatro lotes processados apresentaram alteracéao
de cor. Entretanto, no Lote 1.3 foi observada a alteracdo de cor em apenas
algumas unidades, mais precisamente em oito garrafas. Enquanto que, nos
demais lotes, a totalidade das garrafas apresentou uma coloracdo de amarelo a
castanho, sendo de intensidade diferente em algumas.

Observou-se, também, a formacéo de uma espécie de precipitado em todos
os lotes, o qual, a principio foi relacionado a contaminag&o microbiolégica ou as
alteracoes fisicas devido a agdo de enzimas, ou floculacdo de algum componente

da agua de coco, o que também foi observado por Campos (1993). Segundo
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Joslyn (1961), a formacgéo de sedimentos em sucos pode ser devido ao processo
de oxidagado que envolve o oxigénio dissolvido e um aceptor de oxigénio como 0s
taninos. Segundo Nunes (2002), a casca do coco é uma fonte natural de tanino
para a producdo de adesivos para madeira, tendo um teor de 8% desse

componente.

4.2.8.2 Determinacgéo de pH
Na Tabela 32 estdo relacionadas as meédias das leituras de pH, em

triplicata, das amostras de agua de coco incubadas a 35°C por 10 dias.

Nao foi observada variacdo de pH maior que 0,2 em nenhuma das 60
amostras de agua de coco, dos quatro lotes incubados, indicando auséncia de

microrganismos mesoéfilos produtores de acido.

De acordo com a interpretacao dos resultados descrita na metodologia de
Dryer e Deibel (1992), a auséncia de turvacdo, estufamento e alteracao de pH

acima de 0,2 define os lotes do Experimento 1 como comercialmente estéreis.

Ap6s os dez dias de incubagdo observou-se que no Lote 1.3 havia oito
unidades com coloracao diferente das demais. Estas unidades, em destaque na
Tabela 32, estavam mais escuras que as do restante do lote. Portanto,
observando-se os valores de pH do Lote 1.3, verifica-se que valores menores ou
iguais a 5,07 estao relacionados ao escurecimento. Isto pode ser confirmado pelos
outros lotes onde todas as unidades estavam escuras e com pH entre 5,01 e 5,04.
Estas observacoes podem ser Uuteis para a determinacdo da causa do
escurecimento da 4gua de coco durante a incubacao.

Segundo Gregory (1996), durante a estocagem pode haver uma diminuicao
do pH devido aos efeitos do tratamento térmico. Este efeito péde ser observado
nos quatro lotes, conforme apresentado na Tabela 32, onde o pH de todas as

amostras foi menor do que o seu pH inicial.
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Tabela 32. Valores de pH* de 60 amostras de agua de coco dos lotes do
Experimento 1, apés 10 dias de incubacao a 35°C.

Amostra =
Lote 1.1 Lote 1.2 Lote 1.3 Lote 1.4

Inicial 5,04 5,05 5,14 5,08
1 5,02 5,01 5,10 5,02
5,02 5,01 5,10 5,02

3 5,03 5,01 5,12 5,02
4 5,02 5,01 5,10 5,02
5 5,02 5,01 5,10 5,04
6 5,03 5,01 5,11 5,01
7 5,03 5,01 5,10 5,01
8 5,03 5,02 5,10 5,01
9 5,03 5,01 5,10 5,02
10 5,03 5,01 5,09 5,02
11 5,03 5,01 5,11 5,02
12 5,03 5,02 5,10 5,01
13 5,03 5,01 5,10 5,04
14 5,03 5,03 5,11 5,02
15 5,03 5,01 5,10 5,03
16 5,03 5,01 5,09 5,04
17 5,03 5,01 5,06 5,02
18 5,03 5,01 5,10 5,01
19 5,03 5,01 5,10 5,01
20 5,03 5,01 5,10 5,02
21 5,03 5,02 5,10 5,01
22 5,03 5,02 5,10 5,02
23 5,03 5,03 5,06 5,01
24 5,03 5,02 5,11 5,02
25 5,03 5,02 5,10 5,03
26 5,03 5,02 5,10 5,03
27 5,03 5,02 5,10 5,04
28 5,03 5,01 5,10 5,01
29 5,03 5,01 5,10 5,02
30 5,03 5,01 5,06 5,01
31 5,03 5,01 5,10 5,01
32 5,04 5,01 5,10 5,02
33 5,04 5,02 5,10 5,01
34 5,03 5,02 5,11 5,02
35 5,04 5,01 5,06 5,01
36 5,03 5,01 5,07 5,01
37 5,03 5,01 5,10 5,01
38 5,03 5,01 5,11 5,01
39 5,03 5,01 5,11 5,01
40 5,03 5,02 5,10 5,02
41 5,03 5,01 5,05 5,02
42 5,03 5,01 5,05 5,01
43 5,03 5,01 5,10 5,01
44 5,03 5,01 5,10 5,02
45 5,03 5,01 5,10 5,02
46 5,03 5,02 5,10 5,02
47 5,03 5,01 5,10 5,02
48 5,03 5,01 5,06 5,02
49 5,03 5,01 5,11 5,01
50 5,03 5,01 5,10 5,01
51 5,03 5,01 5,10 5,01
52 5,03 5,01 5,10 5,01
53 5,03 5,03 5,10 5,01
54 5,03 5,02 5,10 5,01
55 5,03 5,02 5,11 5,02
56 5,02 5,01 5,10 5,02
57 5,03 5,02 5,12 5,01
58 5,03 5,02 5,11 5,02
59 5,03 5,02 5,10 5,02
60 5,03 5,02 5,10 5,01

* Média de trés leituras.
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4.2.8.3 Marcha de deteccéo de contaminantes

Apos efetuar a marcha de deteccdo em trés amostras pré-incubadas de
cada lote, foram encontrados os resultados apresentados na Tabela 33. Para
efeito de comparacao, foram apresentadas as temperaturas, minima e maxima, de

cada processo.

Tabela 33. Classificacao dos lotes de agua de coco do Experimento 1, quanto a
marcha de deteccao de contaminantes.

LOTE T (°C) Amostras Contaminacio Classificacéo do lote
A n.d. Comercialmente estéril
1.1 135-140 B n.d. Comercialmente estéril
C n.d. Comercialmente estéril
A n.d. Comercialmente estéril
Esporo termdfilo
1.2 135-137 B Comercialmente estéril
flat sour
C n.d. Comercialmente estéril
Aero6bio mesdfilo B ) o
A Nao comercialmente estéril
esporulado
1.3 141 - 144 B n.d. Comercialmente estéril
Aerdbio mesofilo B ) .
C Nao comercialmente estéril
esporulado
A n.d. Comercialmente estéril
1.4 135 - 141 B n.d. Comercialmente estéril
C n.d. Comercialmente estéril

A marcha de deteccao determinou que dos quatro lotes produzidos, apenas
um nao alcancou a esterilidade comercial. Foi detectada contaminagéo na agua de
coco do Lote 1.3, por esporos meséfilos aerdbios estritos. Esta contaminagéo

caracterizou a agua de coco deste lote como “ndo comercialmente estéril”.
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Entretanto, ndo foram observadas alteragcdes nas amostras incubadas do
Lote 1.3, ndo sendo detectadas no teste de esterilidade comercial. E, esta
contaminagcao, também nao causou alteragcdes na agua de coco estocada a
temperatura ambiente. Segundo a ANVISA, o Lote 1.3 seria considerado
comercialmente estéril, pois ndo apresentou nenhuma alteracdo ap6s os 10 dias
de incubacao a 35°C. Observagdes ao microscopio, de coldnias coletadas do meio
agar nutriente manganés, acusaram a presenca exclusivamente de bacilos gram-

positivos com esporo terminal.

Segundo Denny e Corlett (1992) e Silva et al. (2002), estes resultados
indicam sub-processamento ou recontaminacdao. Contudo, as temperaturas de
processo do Lote 1.3 foram as maiores atingidas, colocando em duvida a hip6tese
de sub-processamento, a menos que 0 microrganismo detectado fosse um
mesofilo termorresistente, como o B. sporotermodurans. Segundo Pettersson et
al.(1996), o B. sporotermodurans € um bacilo de esporo terminal e ndo produtor de
acidos a partir de acucar. Contudo, sdo necessarios testes de identificacao para
confirmar o microrganismo. Vale destacar, que a amostra que ndo apresentou
contaminacgao, foi uma das que apresentou maior escurecimento (Amostra 30 da
Tabela 32).

Para confirmacéo desses resultados, realizou-se contagem padrdao em 10
garrafas de cada lote. Apenas nas garrafas do Lote 1.3 foi detectada
contaminacao, sendo em média de 2,08x10? UFC/mL. No momento da realizagéo
das anadlises as amostras tinham um més de estocagem a temperatura ambiente e
nao apresentavam nenhuma alteracao aparente. Estes resultados indicaram que a
contaminacdo foi uniforme em todo o lote. Seriam necessarias maiores
investigacées, mas tudo indica que houve sub-processamento, pois a
recontaminacao seria caracterizada por uma flora mista (Silva et al., 2002).

Segundo von Bockelmann (1988) e Cerf (1988), os riscos microbiolégicos
de uma linha de processamento e acondicionamento asséptico podem vir da
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matéria-prima, preparagdo (formulagédo), esterilizacdo insuficiente, tubulacdes,
trocador de calor, tanques, equipamento de acondicionamento, embalagens e ar
do ambiente de acondicionamento. Contudo, os procedimentos de avaliacdo de
contaminagao adotados nao detectaram a contaminacdo acusada pela marcha de

deteccdo das amostras do Lote 1.3, sugerindo que estes devem ser intensificados.

Tomando como referéncia o leite UHT, a IDF Standart n® 48 (International
Dairy Federation), recomenda que nao sejam encontradas mais do que 100
colénias por mililitro de leite. A presenca de uma ou duas colénias poderia ser
atribuida a contaminagdo atmosférica ou ao erro humano durante as analises
(Farahnik, 1982).

4.2.9 Pré-incubacao da agua de coco dos lotes do Experimento 2

Ap6s 10 dias de incubacao, nenhuma das amostras dos cinco lotes do
Experimento 2 apresentou turvacao, producao de gas ou variacao de pH acima de
0,2, nem foi detectado crescimento nas placas de PCA. Estes resultados
indicaram que os tratamentos térmicos foram eficientes na esterilizacdo da agua
de coco, contudo, ndo garantiam a esterilidade comercial dos lotes produzidos,
devido as condicdes em que o acondicionamento foi efetuado, e pelo numero
reduzido de amostras analisadas (quatro de cada lote). Algumas unidades

poderiam apresentar contaminacao, entretanto, de maneira nao generalizada.

Visualmente foi observada a presenca de sedimentacdo nas amostras
incubadas. Observou-se, também, a alteracdo de cor das amostras, que foi um
indicativo prévio de que a estabilizacdo da cor nao foi atingida. Sendo que no Lote

2.2 0 escurecimento foi menor.
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4.2.10 Esterilidade comercial e marcha de deteccao de contaminantes da
agua de coco do Experimento 3

4.2.10.1 Observacao visual

Visualmente nado foram observadas turvacdo nem estufamento das
garrafas. O lote 3.1 ndo apresentou alteragcdo de cor aparente, indicando que
havia sido alcangada a estabilizacdo de cor da agua de coco.

4.2.10.2 Determinagéo de pH

Na Tabela 34 estdo relacionadas as medias das leituras de pH, em
triplicata, das amostras de agua de coco do Experimento 3, incubadas por 10 dias
a 35°C.

Tabela 34. Valores de pH* de 60 amostras de agua de coco do Lote 3.1 do
Experimento 3, apés 10 dias de incubacao a 35°C (pHinicia = 4,77)-

Amostra pH Amostra pH Amostra pH
1 4,72 21 4,70 41 4,71
2 4,71 22 4,70 42 4,71
3 4,71 23 4,70 43 4,71
4 4,71 24 4,70 44 4,71
5 4,71 25 4,71 45 4,71
6 4,72 26 4,71 46 4,71
7 4,71 27 4,71 47 4,71
8 4,71 28 4,71 48 4,71
9 4,71 29 4,70 49 4,71
10 4,70 30 4,72 50 4,71
11 4,70 31 4,71 51 4,71
12 4,70 32 4,70 52 4,71
13 4,70 33 4,70 53 4,71
14 4,70 34 4,71 54 4,71
15 4,70 35 4,70 55 4,71
16 4,70 36 4,70 56 4,71
17 4,71 37 4,70 57 4,71
18 4,71 38 4,70 58 4,70
19 4,70 39 4,70 59 4,70
20 4,71 40 4,71 60 4,71

*Média de trés leituras.
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Nao foram detectadas unidades com variacdo de pH acima de 0,2,
indicando que ndo houve contaminagdo por microrganismos produtores de &cido
(Dryer e Deibel, 1992). Segundo estes resultados a dgua de coco poderia ser

considerada comercialmente estéril.

Devido a contaminagédo detectada no Lote 1.3 do Experimento 1, que néo
causou alteracao aparente, imediatamente antes de efetuar a medida de pH e da
marcha de deteccao, realizou-se uma contagem padrdao em 45 das 60 garrafas
incubadas do teste de esterilidade comercial, para verificacéo rapida da presenca
de contaminacéo. Inoculou-se 1mL, em profundidade, em meio PCA e incubou-se
a 35°C por 48 horas.

Na Tabela 35 estdo apresentados os resultados da contagem total das 45

garrafas de agua de coco do Lote 3.1, ap6s 10 dias de incubacéo a 35°C.

Tabela 35. Contagem total de 45 garrafas de agua de coco do Lote 3.1 do
Experimento 3, apos 10 dias de incubacao a 35°C.

Amostra UFC/mL Amostra UFC/mL Amostra UFC/mL
1 17 16 5 31 1
2 0 17 0 32 6,5x102
3 0 18 0 33 0
4 0 19 0 34 1
5 52 20 0 35 13
6 0 21 0 36 2,1x102
7 0 22 0 37 23
8 0 23 0 38 1
9 0 24 0 39 2
10 0 25 0 40 4,4x102
11 0 26 *1,5x103 1 0
12 0 27 0 42 0
13 0 28 0 43 0
14 0 29 *2,4x103 44 0
15 0 30 *2,4x103 45 18

* valor estimado

Observou-se, pelos resultados apresentados na Tabela 35, a presenca de
contaminacgao no Lote 3.1. Também foi possivel observar que a contaminagao nao
foi formada por uma microbiota homogénia, o que foi constatado pelos diferentes
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formatos das colénias que se desenvolveram nas placas, sendo
predominantemente de formatos arredondados e de coloragbes branco leitosa,
parda e amarelada. Algumas colénias apresentaram bordas irregulares e
coloracao branca leitosa.

Como a contaminacao foi composta por uma microbiota mista e ausente em
29 das 45 garrafas analisadas (64,4%), ha indicios de que a contaminagao possa
ter sido proveniente de uma das etapas do processo (Ahvenainen, 1988; von
Bockelman, 1988; Cerf, 1988). Entretanto, conforme os resultados dos testes de
avaliagdo das embalagens do Lote 3.1, que foram apresentados anteriormente na
Tabela 20, uma contaminagédo proveniente das garrafas € mais provavel, ja que
estas apresentaram uma média de 4UFC/garrafa depois de esterilizadas.
Atribuindo-se esta contagem elevada a possivel ocorréncia de contaminagao

cruzada causada pela parte externa das embalagens.

O Lote 3.1 teria entdo uma taxa de nao esterilidade de 35,6%, muito acima
das recomendacdes de von Bockelman (1988), de 0,1% (1:1.000).

Na marcha de deteccdo uma amostra, das trés analisadas, acusou a
presenca de mesofilos aerdbios, por apresentar turvacdo nos tubos de caldo
purpura de bromocresol a 35°C (CPBC/35°C), sem alteracao de cor. A partir das
colénias isoladas no meio agar nutriente manganés a 35°C (ANMn/35°C),
observou-se ao microscopio a presenca de dois tipos de cocos (um com arranjo
tétrade) e de bacilos com esporo terminal, havendo poucos esporos.

Portanto, dos cinco lotes de agua de coco, processados em escala piloto,
pelo sistema asséptico, foram obtidos trés lotes comercialmente estéreis (Lotes
1.1, 1.2 e 1.4). Os lotes que nado apresentaram esterilidade apresentaram uma
microbiota homogénea (Lote 1.3), caracteristica de sub-processamento, ou uma
microbiota mista (Lote 3.1), caracteristica de recontaminacao, que foi atribuida a
contaminacgao cruzada devido a parte externa das garrafas. Essas contaminacgdes
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nao provocaram alteragdes na aparéncia e nem variacao de pH na agua de coco
destes lotes.

4.2.11 Estabilidade da agua de coco dos lotes do Experimento 1

Na Tabela 36 estdo apresentados os resultados das analises fisico-
quimicas das amostras dos quatro lotes de agua de coco do Experimento 1, em
relacdo ao tempo de estocagem. Estdo relacionados apenas os resultados das
caracteristicas que apresentaram variacdo durante 120 dias, que foram: pH,
acidez titulavel (AT), acido ascérbico (AA), oxigénio dissolvido (O,), variacao de
cor (AE) e turbidez.

A agua de coco dos quatro lotes do Experimento 1 apresentaram valor
constante de Brix igual a 6%, durante 120 dias de estocagem.

A caracteristica mais marcante, durante a estocagem dos quatro lotes de
agua de coco, foi o aparecimento progressivo de uma coloracdo castanho-
amarelada nos Lotes 1.1, 1.2 e 1.4, enquanto o Lote 1.3, manteve sua coloracéo
praticamente inalterada. Essas observagdes puderam ser confirmadas através dos
resultados de variagdo de cor (AE), apresentados na Tabela 36. O aumento do
parametro b*, que caracteriza o deslocamento da cor para o amarelo (+b), foi o
que mais influenciou na alteracao de cor da agua de coco dos trés referidos lotes,

seguido pela reducdo da luminosidade (L*), que caracteriza o escurecimento.

Este escurecimento pode estar relacionado a degradacao do acido
ascérbico, pois nos Lotes 1.1, 1.2 e 1.4, apdés 120 dias de estocagem, foi
detectada a constante reducao de sua concentracao, até os limites de deteccao do
método, que foi de 1,84 mg/L.
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Tabela 36. Estabilidade da agua de coco dos lotes do Experimento 1.

Tempo
LOTE pH A.T. A.A. 0, AE Turbidez?
(dias)

In natura 5,22 7,07 7,34 10,44 0 29,77
Formulada® 5,02 9,26 163,32 7,82 0,22 32,21
Processada 5,04 9,68 146,80 3,7 0,22 32,21
1.1 10 5,04 9,68 - - 0,54 29,39
135 — 140! 30 5,03 9,75 95,60 - 3,80 28,90
139+12 60 5,05 9,96 20,00 - 6,39 27,21
90 5,06 9,97 5,00 - 11,99 27,05
120 5,02 9,96 1,84 0 16,63 26,01
In natura 5,30 6,85 5,51 10,34 0 26,12
Formulada 5,03 9,26 148,64 8,24 1,31 27,07
Processada 5,05 9,35 130,29 2,9 1,15 27,90
1.2 10 5,05 9,45 - - 1,02 27,80
135 -137" 30 5,05 9,65 18,00 - 4,18 27,56
136+12 60 5,04 10,05 8,05 12,42 26,05
90 5,03 10,10 1,84 - 13,42 25,36
120 5,03 10,10 1,84 0 15,39 23,86
In natura 5,32 5,74 5,51 6,08 0 29,48
Formulada 5,09 8,59 154,14 4,16 0,11 30,63
Processada 5,14 7,68 137,62 0 0,27 39,20
1.3 10 5,12 7,60 - - 0,59 39,32
141 — 144 30 5,15 7,55 136,78 - 1,21 39,19
142,5+1,52 60 5,15 7,84 134,05 - 1,72 40,01
90 5,14 7,98 132,00 - 2,81 38,65
120 5,10 8,01 128,45 0 3,20 36,44
In natura 5,34 5,70 5,51 10,3 0 27,39
Formulada 5,07 8,83 159,65 8,28 0,07 29,40
Processada 5,08 9,11 128,45 2,62 0,19 27,55
14 10 5,08 9,11 - - 2,18 27,63
135 — 1411 30 5,07 9,20 10,00 - 7,30 27,56
138432 60 5,05 9,77 4,00 - 13,01 27,30
90 5,07 9,80 1,84 - 14,57 27,45
120 5,03 9,80 1,84 0 16,11 22,46

AT-acidez titulavel (mL NaOH 0,1N/100mL); AA- acido ascoérbico (mg/L); O, — oxigénio dissolvido (%); AE — variagéo de cor;
1- temperatura minima e maxima atingida no processo; 2 — temperatura média da maior parte do processo; 3 -%; 4 — antes
do processamento térmico.
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Contudo, a agua de coco do Lote 1.3, foi a Unica a ndo apresentar tal
escurecimento, e mantendo, ap6s 120 dias, uma concentracdo de acido ascoérbico
de 128,45mg/L. O nao escurecimento da agua de coco do Lote 1.3, pode ser
explicado, pelo fato dela ter sido a Unica a apresentar auséncia de oxigénio
dissolvido, logo apdés o processamento térmico, enquanto as demais
apresentavam cerca de 3%.

Segundo Nielsen et al. (1993), o acido ascorbico é uma molécula estavel,
entretanto, na presenca de oxigénio ocorre a formacao do acido dehidroascérbico,
que €& um composto termo-sensivel. Durante a degradacdo do acido
dehidroascérbico ha a formacao de substancias como diéxido de carbono, acido
oxalico, acido tartarico, acido furdico, perdxido de hidrogénio e furfural, além dos
compostos responsaveis pelo escurecimento (Henshall, 1981; Gregory, 1996).
Portanto, durante as 18 horas de armazenamento da agua de coco in natura, sob
refrigeracdo, antes do tratamento térmico, pode ter ocorrido 0 acumulo destes
compostos, que posteriormente contribuiram para a formagdo da cor escura. A
observacao de uma leve reducao do pH e aumento da acidez reforca a hipbtese
de degradacédo do acido ascérbico, devido a formagdo dos compostos acidos

mencionados anteriormente.

Outra consideracgao a ser feita, € o fato das aguas de coco dos Lotes 1.1,
1.2 e 1.4 terem sofrido sucessivos retornos no inicio do processamento térmico,
devido as oscilacées de temperatura, ocorrendo o re-processamento da aliquota
inicial, o que pode ter aumentado, tanto a taxa de degradacéo térmica do acido

ascorbico, quanto a incorporagao de oxigénio.

Portanto, devem ser tomadas medidas para diminuir a incorporacdao de
oxigénio na agua de coco processada, além de evitar a formacdo do acido
dehidroascérbico antes do processo. O perfeito funcionamento do esterilizador
UAT também é necessario para que nao ocorra o re-processamento do produto.
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4.2.11.1 Atividade enzimatica da agua de coco dos lotes do Experimento 1

Nos quatro lotes do Experimento 1, as atividades da enzima PFO, na agua
de coco in natura, foram de 12,2; 7,1; 8,8 e 9,2 unidades/mL, respectivamente, e
da enzima POD foram de 4,8; 8,7; 6,7 e 4,6 unidades/mL. Campos (1993),
encontrou uma atividade de 32,1 unidades/mL para PFO e de 114,3 unidades/mL
para a POD em 4gua de coco. Apesar de ter sido utilizada a mesma metodologia
descrita por Campos, os valores de atividade encontrados foram bem menores.
Isto pode ser explicado pelo uso de matérias-primas de cultivares diferentes.

As enzimas polifenoloxidase (PFO) e peroxidase (PDO) ndo apresentaram
atividade na agua de coco formulada e nem durante o tempo de estocagem.
Campos (1993), também nao encontrou atividade para ambas as enzimas em

agua de coco com 200mg/L de acido ascorbico.

Pode ter ocorrido regeneracdo da enzima peroxidase nos primeiros dias de
estocagem, e que nao foi detectada devido a sensibilidade do método adotado.

A regeneracao dessa enzima é amplamente citada na literatura (Nebesk et
al., 1950 citado por Vamos-Vigyazé, 1981; Adams, 1978; Nielsen et al., 1993;
Adams, 1997). Segundo Vamos-Vigyaz6 (1981) ha controvérsias entre o0s
resultados de regeneracao, que sao atribuidos a diferenca de sensibilidade dos
métodos utilizados e até hoje disponiveis. O método aqui adotado, através do uso
de guaiacol e peroxido de hidrogénio, com posterior leitura espectrofotométrica é
largamente utilizado por outros pesquisadores, independente, da severidade do
tratamento, a exemplo de Adams (1978), que fez estudos sobre a regeneracéo da
peroxidase em purés tratados por UHT . Entretanto, Adams utilizou uma proporcao

maior de substrato:amostra.

Utilizou-se a metodologia de Campos (1993), por ela ter sido adaptada
especificamente para agua de coco. Contudo, na sua metodologia entende-se que
ocorre uma grande diluicdo da amostra no substrato (1:10), que € apropriada para

o produto in natura, mas pode nao ser sensivel as baixas concentragdes de
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enzima que ficam apds o tratamento térmico UHT. Por este motivo, as analises
foram realizadas apds 24 horas do tratamento térmico e apdés 10 dias de
estocagem, para que houvesse tempo suficiente para ocorrer uma possivel
regeneracao. Talvez sejam necessarias analises em intervalos mais curtos como
2, 5 e 7 dias, por exemplo.

Naveh et al.(1982) estabeleceu uma relacdo linear entre a atividade
enzimatica residual e a uma subseqlente regeneracao da peroxidase, ilustrando
que, aproximadamente, 2% de atividade residual pode resultar na regeneracao de
8% da atividade inicial. Portanto, uma baixa atividade residual pode resultar em
grandes alteracbes durante a estocagem. E estas baixas atividades podem ser de
dificil deteccao.

A regeneracao da peroxidase explicaria o escurecimento observado nos
Lotes 1.1, 1.2 e 1.4, pois no processamento térmico desses lotes foram atingidas
as menores temperaturas, de 135°C, enquanto que o Lote 1.3, que néo
apresentou escurecimento, teve a temperatura minima de processo de 140°C.
Portanto, no lote sem escurecimento, a enzima teria sido inativada e nos demais
nao.

O r6tulo de uma das marcas de dgua de coco UTH comercial, declara que a
utilizagdo do metabissulfito de s6dio tem o objetivo de evitar o escurecimento
enzimatico, ou seja, o tratamento térmico UHT, por si s, ndo é capaz de cessar a
atividade enzimatica da agua de coco, confirmando o que esta sendo observado
neste estudo.

A fortificacdo de sucos com acido ascorbico pode levar a alguns efeitos
indesejaveis, como o escurecimento. A primeira causa da perda de &cido
ascérbico é a oxidagao sob condi¢cdes aerdbicas, seguida pela presenca de metais
(como ferro e cobre). Peroxidases e ascorbato oxidases, podem causar a direta
oxidagao do acido ascorbico. Pode ocorrer também uma oxidagao indireta através
da formacdo de quinonas altamente reativas, produzidas durante a acédo de
fenolases (polifenoloxidase, por exemplo) ou substratos fendlicos (Ponting e
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Joslyn, 1961; Henshall, 1981). Portanto, nos lotes que apresentaram
escurecimento pode ter ocorrido a oxidagdo do acido ascorbico devido a agao de

enzimas que nao foram completamente inativadas.

4.2.12 Estabilidade da agua de coco dos lotes do Experimento 2

Na Tabela 37 estdo apresentados os resultados das analises fisico-
quimicas dos cinco lotes de agua de coco, com o tempo de estocagem, e nas
Figuras 25, 26, 27 e 28, a representacdao grafica e ilustragdo dos resultados

considerados mais importantes.

A alteragdo mais marcante foi a variacdo de cor da agua de coco.
Observou-se que logo apds a saida do trocador de calor, a agua de coco dos
Lotes 2.1 e 2.4, sem acido ascorbico adicionado, apresentaram uma variacao de
cor superior a agua de coco dos demais lotes, que possuiam acido ascérbico na

sua formulacéo. Foi observada uma coloracao rosa intensa.

Estes resultados indicaram que, sem a adicdo de acido ascérbico a 4gua de
coco apresenta coloracdo rosada (Figura 26) assim que passa por um tratamento

térmico da magnitude dos aplicados neste experimento.

Esta coloracdo rosada é comum em aguas de coco in natura, ou quando
armazenadas por alguns dias sob refrigeracdo (David e Fernandes, 1998; Abreu,
1999; Cursino et al. 1999; FAO, 2000; Cabral, 2002; Agéncia Brasil, 2004). Esta
coloragdo foi observada nos estudos realizados pela FAO, utilizando-se
ultrafiltracdo, onde foi recomendado o uso de 150mg/L de acido ascorbico para
que esta alteracao de cor ndao ocorresse (FAO, 2000). Portanto, um tratamento

térmico intenso acelera as reacdes de alteracao de cor natural da agua de coco.
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Tabela 37. Estabilidade da agua de coco dos lotes do Experimento 2*.

LOTE Tgﬂg;’ AE A.A. 0 pH Turbidez
In natura 0 9,65 8,02 5,20 18,64
Formulada 0,07 9,65 8,02 4,98 19,38
Processada 1,44 7,02 4,85 4,98 27,97
2.1 3 3,06 6,14 4,43 4,98 28,44
(138°C) 5 3,28 3,51 4,59 4,95 28,08
12 3,95 1,75 4,68 4,95 28,08
93 4,90 1,24 3,62 4,93 21,34
In natura 0 9,65 8,02 5,20 18,64
Formulada 0,11 219,25 8,09 4,92 18,59
Processada 0,20 184,17 3,65 4,91 26,78
2.2 3 0,88 144,71 2,12 4,90 27,31
(139°C) 5 0,96 135,94 0,86 4,86 26,82
12 1,58 96,47 0,25 4,87 26,66
93 2,37 91,60 0,21 4,87 20,90
In natura 0 9,65 8,02 5,20 18,64
Formulada 0,11 98,02 7,94 4,96 18,59
Processada 0,28 83,32 3,13 4,96 27,25
2.3 3 0,90 52,62 1,51 4,96 27,49
(141°C) 5 1,09 48,24 0,61 4,90 28,30
12 1,99 35,08 0,53 4,91 27,84
93 6,60 9,88 0,42 4,92 19,88
In natura 0 9,65 8,02 5,20 18,64
Formulada 0,07 9,65 8,93 5,00 18,97
Processada 2,35 6,14 4,79 5,00 27,02
2.4 3 2,66 3,51 4,37 5,00 27,11
(144°C) 5 3,42 1,75 4,39 4,94 26,84
12 3,74 1,75 4,30 4,96 27,73
93 5,99 1,24 1,20 4,93 23,98
In natura 0 9,65 8,02 5,20 18,64
Formulada 0,07 214,87 8,44 4,95 18,97
Processada 0,43 157,86 3,61 4,93 24,23
2.5 3 1,16 127,17 1,41 4,92 24,71
(144°C) 5 1,37 122,78 0,44 4,88 25,19
12 2,53 87,70 0,32 4,88 24,61
93 14,27 6,80 0,00 4,86 18,54

*Média de trés amostras; AA- acido ascoérbico (mg/L); O, — oxigénio dissolvido (%); AE — variagao de cor.

Durante a estocagem, observou-se que todas as aguas de coco tiveram um
escurecimento progressivo. Entretanto, a agua de coco do lote 2.5 apresentou um
escurecimento mais intenso. Como foi a agua de coco processada na maior
temperatura, de 144°C, acredita-se que isto ocorreu devido a maior degradacao
do acido ascorbico, acelerada pelo tratamento térmico intenso.
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Figura 25. Variacao de cor (AE) com o tempo de estocagem dos cinco lotes de agua
de coco do Experimento 2 (Lote 2.1 = 138°C/10s e sem adigdo de AA; Lote 2.2 = 139°C/10s e
200mg/L de AA; Lote 2.3 = 141°C/10s e 100mg/L de AA; Lote 2.4 = 144°C/10s e sem adi¢ao de
AA; Lote 2.5 = 144°C/10s e 200mg/L de AA; AA = &cido ascorbico).

Observou-se, na Figura 27, que a degradagao do acido ascorbico, na agua
de coco de todos os lotes, apresentou-se relacionada ao comportamento de
variacao de cor AE. Destacando-se o comportamento apresentado pela agua de
coco do Lote 2.2, onde a concentracdo de &cido ascérbico, praticamente
estabilizou apds o 12° dia de estocagem, em 90mg/L, assim como a variacao de

cor AE, também estabilizou.

Estes resultados podem ser relacionados ao consumo de oxigénio
dissolvido durante a estocagem, demonstrado na Figura 28. Nos lotes de agua de
coco em que houve adicao de acido ascérbico (Lotes 2.2, 2.3 e 2.5), a maior parte
do oxigénio foi consumida ap6s o 12°dia de estocagem.
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Figura 26. Garrafas de agua de coco dos cinco lotes do Experimento 2, recém-
processada (A) e apos 93 dias (B) de estocagem a temperatura ambiente.

Lote 2.1 = Tratamento térmico de 138°C/10s; sem adicéo de acido ascoérbico;

Lote 2.2 = Tratamento térmico de 139°C/10s; 200 mg/L de &cido ascorbico;

Lote 2.3 = Tratamento térmico de 141°C/10s; 100 mg/L de &cido ascorbico;

Lote 2.4 = Tratamento térmico de 144°C/10s; sem adi¢ao de &cido ascoérbico;

Lote 2.5 = Tratamento térmico de 144°C/10s; 200 mg/L de &cido ascorbico;
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Figura 27. Concentracao de acido ascorbico com o tempo de estocagem dos cinco
lotes de agua de coco do Experimento 2 (Lote 2.1 = 138°C/10s e sem adicdo de AA; Lote
2.2 =139°C/10s e 200mg/L de AA; Lote 2.3 = 141°C/10s e 100mg/L de AA; Lote 2.4 = 144°C/10s e
sem adigao de AA; Lote 2.5 = 144°C/10s e 200mg/L de AA; AA = acido ascorbico).
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Figura 28. Oxigénio dissolvido com o tempo de estocagem dos cinco lotes de agua
de coco do Experimento 2 (Lote 2.1 = 138°C/10s e sem adigédo de AA; Lote 2.2 = 139°C/10s e
200mg/L de AA; Lote 2.3 = 141°C/10s e 100mg/L de AA; Lote 2.4 = 144°C/10s e sem adigao de
AA; Lote 2.5 = 144°C/10s e 200mg/L de AA; AA = &cido ascorbico).
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Foi observada uma pequena, mas progressiva, reducdo do pH com a
estocagem, a qual foi relacionada a formacao de compostos &cidos provenientes
da reacdo de gradacdo do &cido ascérbico e escurecimento, como citado
anteriormente para os lotes do Experimento 1 (Hanshall, 1981).

Apoés o tratamento térmico foi observado um aumento de turbidez em todos
os lotes de 18 para 27%, aproximadamente. Durante a estocagem, houve um
aumento maximo no 5° e 12° dias, e posterior reducao apds o 93° dia. Nos lotes

do Experimento 1 também foi observado um aumento de turbidez.

4.2.12.1 Atividade enzimatica da agua de coco dos lotes do Experimento 2

A agua de coco in natura apresentou 2,33U/mL de polifenoloxidase. A agua
de coco formulada dos Lotes 2.2, 2.3 e 2.5, nas quais houve adicao de acido
ascérbico, ndo apresentaram atividade de polifenoloxidase, enquanto que na agua
de coco formulada dos Lotes 2.1 e 2.4, em que foi adicionado somente acido
citrico, observou-se 1,82U/mL e 1,39U/mL de polifenoloxidase, respectivamente.
Ou seja, a adicao de acido ascorbico foi eficaz na inativacdo da polifenoloxidase
antes do tratamento térmico. Apdés o tratamento térmico ndo foi detectada

atividade em nenhum dos cinco lotes produzidos.

A adicao de acido citrico causou na agua de coco dos Lotes 2.1 € 2.4 uma
reducédo de atividade de 21,89% e de 59,66%, respectivamente. Campos (1993)
observou uma redugédo de 26,8% com 148mg/100mL de &cido citrico (96 mg
adicionados + 55mg da agua de coco), apresentando pH 4,30. Em pH 4,90, que
foi o utilizado neste experimento, Campos, observou uma reducdo de 7% na
atividade, o que correspondeu a 62mg/100mL de &cido citrico. Na agua de coco
dos Lotes 2.1 e 2.4 havia o equivalente a 66mg/100mL de &cido citrico, contudo,
encontrou-se uma inativagdo maior. Isto pode ser explicado pela baixa atividade
de PFO encontrada na agua de coco utilizada neste experimento de 2,33U/mL,
contra 32,1U/mL encontrada por Campos (1993). Outra possibilidade é de que o
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teor de acido ascérbico na agua de coco deste experimento tenha sido maior do
que na utilizada por Campos (concentragao nao determinada).

Na Tabela 38 e na Figura 29 estdo apresentados os resultados da andlise
de atividade enzimatica da peroxidase dos cinco lotes de agua de coco do
Experimento 2.

Tabela 38. Atividade da enzima peroxidase em Unidades/mL dos lotes de agua de
coco do Experimento 2.

Lote 2.1 Lote 2.2 Lote 2.3 Lote 2.4 Lote 2.5
Tempo (dias)
Atividade Peroxidase (U/mL)
In natura 12,23+1,27

Formulada 13,83+0,63 4,89+2,23 7,80+1,22 13,57+2,58 5,05+1,02
Processada 2,77£2,76 3,09+1,37 1,53+0,63 3,80+2,56 1,64+1,26
3 6,83+0,94 3,10+1,65 5,62+1,00 2,31+1,35 5,82+2,79

5 3,38+1,82 2,82+0,71 2,9140,16 2,46+1,23 4114157

12 0,4340,25 0 0 0,03+0,08 0,13+0,00

Média de trés leituras de trés amostras.
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Figura 29. Atividade enzimatica da Peroxidase (PDO) dos cinco lotes de agua de coco do
Experimento 2 (Lote 2.1 = 138°C/10s e sem adicdo de AA; Lote 2.2 = 139°C/10s e 200mg/L de
AA; Lote 2.3 = 141°C/10s e 100mg/L de AA; Lote 2.4 = 144°C/10s e sem adicao de AA; Lote 2.5 =
144°C/10s e 200mg/L de AA; AA = &cido ascdrbico).
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Conforme os resultados apresentados na Tabela 38, observou-se que a
adicao de 100mg/L de &cido ascérbico causou uma reducao de 36% na atividade
da peroxidase e a adicao de 200mg/L causou cerca de 60% de reducdo. Campos
(1993) observou que com a adicao de 100mg/L de acido ascérbico ocorria uma
reducao de 74% da atividade da peroxidase na agua de coco, enquanto 200mg/L
causavam 100% de reducdo. Ou seja, os resultados encontrados néo estdo de
acordo com os resultados de Campos (1993). O aumento da sensibilidade do
método e a baixa atividade enzimatica da agua de coco in natura, em relacao a

que foi encontrada por Campos (114,3U/mL), podem explicar esta diferenca.

Observou-se atividade residual em todos os lotes e regeneragédo da enzima
peroxidase na agua de coco dos Lotes 2.1, 2.3 e 2.5. Nos Lotes 2.2 e 2.4, ap0s 0
tratamento térmico, ocorreu uma gradual perda de atividade de peroxidase até o
12°dia de estocagem.

A metodologia adotada conseguiu detectar pequena atividade da

peroxidase apos o tratamento térmico devido a reativagdao da enzima.

No Lote 2.5 foi observada intensa regeneracao da peroxidase. Por ter sido
processada na maior temperatura (144°C), a agua de coco deste lote deveria
apresentar inativacdo maior do que a do Lote 2.2, por exemplo, que foi
processado a 139°C. Entretanto, o Lote 2.2 foi o que apresentou a maior
inativacdo. A degradacao do acido ascorbico pode ter sido acelerada pela alta
temperatura de processo atingida no Lote 2.5, enquanto que no Lote 2.2 a
temperatura menor pode ter possibilitado a maior estabilidade do acido ascérbico,
permitindo que ele revertesse as quinonas, formadas pela enzima residual, em
hidroquinonas, até que a enzima perdesse a sua atividade durante a estocagem,
conforme mecanismo descrito por Walker (1994).

De maneira geral, observou-se que ocorreu regeneracao da peroxidase em
todos os lotes e alguns apresentaram atividade residual. Entretanto, observou-se
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uma acentuada regeneracdo em lotes com 100 e 200mg/L de acido ascérbico e
que foram processados nas temperaturas de 141 e 144°C (Lotes 2.3 e 2.5),
contradizendo a l6gica de que quanto maior a concentracdo de acido ascorbico e
maior a temperatura maior deveria ser a inativacao enzimatica. Com a excecao do
Lote 2.1 que teve uma elevada regeneracdo, sem adicdo de acido ascorbico e
com a menor temperatura de processo de 138°C. Estes resultados sugerem que
ocorre um certo sinergismo entre a agdo destes dois parametros, ou seja, de que
existe um limite de temperatura para que o acido ascorbico desempenhe sua

funcao de antioxidante e inibidor enzimatico durante a estocagem.

Segundo Pontig e Joslyn (1948), o acido ascérbico pode ser oxidado por
quatro sistemas: oxidacdo direta por oxidase ascorbato; por o-quinonas; por
flavonas na presenca de peroxidase e peréxido; por o-quinonas formadas pela
mistura de catecol e polifenoloxidases e pelo sistema citocromo. Na presenca de
polifendis a oxidacao do acido ascorbico por fenolases € muito mais rapida do que
por ascorbato oxidases. Realizando testes com suco de macga Pontig e Joslyn
(1948), determinaram que a velocidade de degradacdao do acido ascérbico na
presenca de peroxidase e suficiente peréxido de hidrogénio € de 0,72mg a cada 2
minutos, seguido de intenso escurecimento, tanto a pH 3,75 quanto a pH 6.

Considerando-se entao as observacoes de Poting e Joslyn (1948), durante
a determinacao da atividade da peroxidase, nos lotes de agua de coco que tinham
um grande residual de acido ascorbico, o escurecimento pode ter ocorrido mais
lentamente, ndo sendo detectado nos 10 minutos de analise, e quando o lote
apresentava baixo residual de acido ascérbico o escurecimento foi detectado mais
rapidamente. Entretanto, a concentragdo de acido ascérbico nos Lotes 2.2 e 2.5
eram semelhantes até o 12° dia de estocagem. A menor estabilidade do acido
ascérbico, devido o intenso tratamento térmico do Lote 2.5, pode ter acelerado o

seu escurecimento durante as analises.
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Nicole et al. (1991) detectaram um aumento da atividade da enzima
peroxidase em solu¢gées com aproximadamente 3, 4, 6, 9 e até 30% de sacarose e
glicose, e inibicdo em solucdes de frutose. E observaram ativagdo da peroxidase
em contato com produtos da caramelizacao e da reacdo de Maillard de solucdes
de glicose aquecidas. Entdo, outra hipotese é de que as altas temperaturas
provocaram a producdo de compostos provenientes da glicose presente na agua
de coco que aumentaram a atividade da peroxidase.

Portanto, temperaturas da ordem de 138 a 139°C, podem nao ter
desestabilizado o acido ascérbico, entdo ele cumpriu a sua funcao de sequestrar o
oxigénio, ndao se degradando ao final. O &cido ascérbico residual no Lote 2.2
conseguiu manter a cor da agua de coco mais estavel, pois a atividade residual da

peroxidase foi praticamente zero ap6s o 12°dia de estocagem.

De acordo com os resultados obtidos, as melhores condicbes de
processamento da agua de coco, no sistema asséptico piloto, sdo: adicao de

200mg/L de acido ascorbico e tratamento térmico a 139°C por 10 segundos.

Houve indicios de que a atividade residual da enzima peroxidase também
seja responsavel pela degradacao do acido ascérbico além do oxigénio dissolvido
e do espaco livre (headspace). Entretanto, a adogdo de métodos mais precisos é
necessdria para determinagdo de atividades tdo pequenas do produto recém-
processado. Seria mais indicada a utilizacdo de metodologias que determinassem
0 consumo dos substratos da reacdo, como oxigénio, peroxido ou fendis, ou até

mesmo do proéprio acido ascorbico.
As adaptacgdes feitas no equipamento, para realizagéo deste experimento,

apresentaram-se como uma alternativa viavel para obtencao rapida de pequenas

amostras para analise, permitindo o uso de volumes reduzidos de matéria-prima.
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4.2.13 Estabilidade da agua de coco do Experimento 3
Na Tabela 39 estdo apresentados os resultados das analises fisico-
quimicas da agua de coco do Lote 3.1 do Experimento 3, com o tempo de

estocagem.

Tabela 39. Estabilidade da agua de coco do Lote 3.1 do Experimento 3.

LOTE T(Z'Eg;’ pH A.T.  Brix A.A 0 AE  Turbidez'
Innatra | 488 1026 50 1174 875 0 8,29
Formulada’| 475 1200 60 21498 860 0,03 7,95
Processada| 4,77 11,89 6,0 194,21 4,42 0,12 9,65
2 474 1198 60 17451 378 015 11,02
5 10 472 119 60 17058 1,47 020 13,36
(139°C) 30 472 1226 60 16496 0,0 067 12,66
60 472 1232 60 15043 0,0 079 12,86
90 470 1236 60 14270 0,0 082 11,97
120 470 1262 60 14172 00 152 1419

AT-acidez titulavel (mL NaOH 0,1N/100mL); AA- acido ascoérbico (mg/L); O, — oxigénio dissolvido (%); AE — variagdo de cor;
1 -%; 2 — antes do processamento térmico.

Observou-se que apds 120 dias de estocagem a agua de coco do Lote 3.1
manteve um teor de acido ascoérbico acima de 140mg/L, e teve uma variacédo de
cor (AE) maxima de 1,52. Estes resultados indicaram que o tratamento térmico de
139°C/10segundos conseguiu evitar 0 escurecimento da agua de coco, durante a

estocagem a temperatura ambiente.

Observou-se que as maiores variagoes, tanto de acido ascérbico quanto de
oxigénio dissolvido, ocorreram apds o tratamento térmico. Sendo que o teor de
acido ascérbico teve uma reducado de 27% durante a estocagem, enquanto que o
teor de oxigénio dissolvido foi eliminado entre 10 e 30 dias de estocagem,
confirmando o que foi observado para o Lote 2.2 do Experimento 2. Estes
resultados demonstraram que o acido ascérbico foi eficiente em sequestrar o

oxigénio dissolvido no produto, sem apresentar uma degradag¢ao acentuada.
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4.2.13.1 Atividade enzimatica da agua de coco do Experimento 3

Na Tabela 40 estdo apresentados os resultados das medidas de atividade
das enzimas polifenoloxidade (PFO) e peroxidase (POD) da agua de coco do Lote

3.1, com o tempo de estocagem.

Observou-se que a PFO apresentou uma baixa atividade na agua de coco
in natura, de 0,15+0,04 U/mL, o que pode ser mais um indicativo de que o coco
estava demasiadamente verde. A PFO nao apresentou atividade apés a adi¢ao de

200mg/L de acido ascorbico e apos o tratamento térmico.

Tabela 40. Atividade das enzimas polifenoloxidase (PFO) e peroxidase (POD) na
agua de coco do lote 3.1 do Experimento 3.

. Lote 3.1
Tempo (dias)

PFO (U/mL) POD (U/mL)
In natura 0,15+£0,04 11,55+0,37
Formulada 0,0 0,07 + 0,02

Processada 0,0 0,0

2 0,0 0,0

7 0,0 0,0

10 0,0 -

15 0,0 0,12+0,03
30 0,0 0,12+ 0,09

60 0,0 0,0

90 0,0 0,0

120 0,0 0,0

Média e desvio padrdo de trés leituras de trés amostras.

A peroxidase nao foi completamente inativada apés a formulacédo, mas foi
inativada apéds o tratamento térmico e apresentou uma leve regeneragéo aos 15
dias, perdendo completamente a atividade apds 30 dias. De um modo geral
observou-se que ocorreu atividade enzimatica residual e regeneracao da enzima

peroxidase, que foi detectada pelo método adaptado.
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Devido aos resultados apresentados entende-se que sdo necessarios mais
estudos a cerca das reagbes enzimaticas da agua de coco, e também do
desenvolvimento de outras metodologias de analise, pois a metodologia
empregada mede a intensidade de cor formada pelos compostos da acao da
enzima sobre os fendis, podendo ocorrer interferéncias de varios componentes
presentes na agua de coco. Um método alternativo seria o de medir o consumo
dos substratos, como fendis, perdxido de hidrogénio, oxigénio ou acido ascorbico.

4.2.14 Vida util da agua de coco dos lotes do Experimento 1

As médias de aceitacdo da agua de coco dos quatro lotes do Experimento 1

estdo apresentadas nas Tabelas 41, 42 e 43. Os resultados estdao apresentados

de acordo com as sessdes que foram realizadas.

Tabela 41. Médias de aceitacao e intencao de compra da agua de coco dos Lotes 1.1
e 1.2, apds 15 dias de estocagem.

R Impressao Intencao de
Amostra Aparéncia Aroma Sabor Global Compra
Lote 1.1 a a a El a
(controle®) 7,7 6,6 6,3 6,6 3,5
Lote 1.1 7,6° 6,5 6,3% 6,6° 3,4°
Lote 1.2 a a a a a
(controle) 7,6 6,4 6,5 6,7 3,7
Lote 1.2 7,2° 6,1 6,0° 6,4° 3,0°

*agua de coco recém-processada mantida sob congelamento; letras em comum, na mesma coluna, indicam que ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras. Escala heddnica: 1=desgostei muitissimo; 5=nem gostei/nem desgostei;
9=gostei muitissimo. Médias de 36 consumidores.

A agua de coco recém-processada, dos quatro lotes, receberam média de
impressao global de 5,9 a 6,6, situando-se na categoria entre “gostei ligeiramente”
e “gostei moderadamente”. Estas médias foram menores do que a da formulagéo
otimizada de agua de coco sem tratamento térmico (ver item 4.1.5), que foi igual a
8,0 (8 = gostei muito). Demonstrando que houve perda de qualidade sensorial com

o tratamento térmico aplicado aos quatro lotes do Experimento 1.

159



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 42. Médias de aceitacao e intencao de compra da agua de coco do Lote 1.3
recém-processada* e do Lote 1.4 apds 15 dias de estocagem.

N Impressao Intencao de
Amostra
Aparéncia Aroma Sabor Global Compra
Lote 1.3 7,7° 6,9° 5,4° 5,9% 3,0°
Lote 1.4!: 8,0a 7,1a 6,0a 6,4a 3,3a
(controle®)
Lote 1.4 6,3" 6,1° 4,9° 5,1° 2,6°

*agua de coco recém-processada mantida sob congelamento; letras em comum, na mesma coluna, indicam que néo houve
diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras. Escala hedénica: 1=desgostei muitissimo; 5=nem gostei/nem desgostei;
9=gostei muitissimo. Médias de 30 consumidores.

Tabela 43. Médias de aceitacao e intencdao de compra da agua de coco dos lotes 1.1
e 1.2, apés 30 dias de estocagem.

A Impressao Intencao de

Amostra Aparéncia Aroma Sabor Global Compra
Lote 1.1 7.7° 6,6° 6,0° 6,4° 3,5°
(controle®)

Lote 1.1 5,4° 5,8° 4,9° 5,2° 2,7°
Lote 1.2 7,4° 6,4° 6,6° 6,6° 3,6°
(controle™)

Lote 1.2 5,0° 5,4° 4,5° 5,0° 2,0°

*agua de coco recém-processada mantida sob congelamento; letras em comum, na mesma coluna, indicam que ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras. Escala heddnica: 1=desgostei muitissimo; 5=nem gostei/nem desgostei;
9=gostei muitissimo. Médias de 36 consumidores.

Ap6s o0 30° dia de estocagem a agua de coco dos Lotes 1.1 e 1.2 obtiveram
médias menores que seis em todos os atributos, sendo entdo considerado o final
de sua vida util dos referidos lotes. Neste periodo estes lotes também
apresentaram meédias significativamente menores do que as respectivas amostras-
controle, ou seja, ocorreu perda de qualidade sensorial em relacdo a agua de coco

recém-processada.

A agua de coco do Lote 1.3, devido aos resultados das analises
microbiolégicas, que acusaram contaminagdo, foi avaliada somente quanto aos
efeitos do tratamento térmico (amostra mantida sob congelamento), obtendo

médias menores que seis nos atributos sabor e impressao global. Esta baixa
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aceitacdo inicial pode ser explicada pelas altas temperaturas atingidas durante o
processo, de 141 a 144°C.

A agua de coco do Lote 1.4, teve uma vida util de 15 dias por receber, neste
periodo, médias abaixo de seis nos atributos sabor e impressao global. Além de
receber médias de aceitagdo significativamente menores do que a amostra-
controle, em todos os atributos avaliados. O tratamento térmico do Lote 1.4 foi o
que apresentou a maior variacdo de temperatura, de 135 a 141°C (6°C de
variagao).

A intencdo de compra dos consumidores, em relagdo aos quatro lotes
recém processados, situou-se entre as médias 3,0 e 3,7, que correspondem as

categorias “talvez compraria/talvez ndo compraria” e “provavelmente compraria”.

Portanto, de acordo com os critérios adotados, os lotes de agua de coco
produzidos no Experimento 1 ndo apresentaram vida util superior a 30 dias.

As marcas comerciais disponiveis no mercado, para comercializacao a
temperatura ambiente, tém uma vida util declarada de 6 a 8 meses, que é o
grande diferencial dos processos UAT seguidos de acondicionamento asséptico,
entretanto, com adicdo de metabissulfito. Estes resultados sugerem que sao

necessarios mais testes para obtencdo de uma agua de coco com maior vida Util.

A patente de conservacao de agua de coco por métodos combinados da
Embrapa (CE), que utiliza pasteurizagdo e adi¢cdo de &cido latico, EDTA e &cido
ascorbico, proporciona uma vida util de 60 a 90 dias sob refrigeragdo entre 2 e
10°C (INPI, 1999). Outro processo desenvolvido pela Embrapa (RJ), que é a
conservacao por ultrafiltragcdo, proporciona uma vida util de 28 dias, também sob
refrigeracao (Embrapa, 2004).

As temperaturas elevadas e os desvios ocorridos durante o processamento
térmico, provavelmente, foram a causa do curto tempo de vida util dos lotes. O
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tratamento térmico contribuiu para a degradac¢ao do acido ascérbico, causando o
escurecimento, e, possivelmente, causou alteracbes em componentes como
acucares e compostos que conferem o sabor caracteristico da agua de coco.
Outro fator que contribuiu para a reducao das médias de aceitacao, foi a aparéncia
amarelada da agua de coco, que foi bastante comentada pelos provadores, e
equivalente a um AE de 2,13 (Lote1.4) a 4,18 (Lote 1.2), descritos naTabela 36.

A degradacao de acido ascorbico resulta na formacao de substancias como
hidroximetilfurfural (HMF), e outras que conferem sabor desagradavel durante a
estocagem (Henshall, 1981; Nielsen et al., 1993). O furfural é associado ao
escurecimento devido ao acido ascoérbico, indicando que os defeitos de flavor e
escurecimento tém uma origem comum (Nielsen, 1993). Em sucos de laranja ha
uma alta correlacao entre off-flavors (sabores e odores estranhos) e formacéao de
furfural (Nagy e Randall, 1973).

Quando acucares redutores e nao redutores sdo aquecidos a temperaturas
elevadas, sabores caramelizados sao formados. O aquecimento de 100 a 130°C,
libera a agua ligada sem alterag@o da estrutura molecular, e a temperaturas entre
150 e 180°C, comeca a formacao de furfural (Rodriguez-Amaia, 2004). Acucares
redutores como a frutose, e a frutose caramelizada aceleram a degradacao

anaerdbica do acido ascoérbico (Henshall, 1981).

Deste modo, concluiu-se que os tratamentos térmicos aplicados aos lotes
do Experimento 1 foram sensorialmente excessivos para a agua de coco,

descaracterizando seu sabor.

Na industria Amacoco é aplicado o bindmio de 135°C por 4 segundos,
entretanto, € utilizada a adicdo de metabissulfito para auxiliar na inativagao
enzimatica e para evitar a oxidacao de lipidios, isto permite o uso de baixas
temperaturas por pouco tempo (Custddio, 2004). Campos (1993), analisando
sensorialmente agua de coco pasteurizada adicionada de metabissulfito de

162



RESULTADOS E DISCUSSAO

potassio, observou a perda de qualidade com o tempo, atribuindo esta perda a
formacao de composto de enxofre. Contudo, em estudos sensoriais realizados
sobre aguas de coco processadas termicamente, principalmente por
pasteurizacdo, observou-se a concordancia de obtencdo de baixas médias de
aceitacao, variando de 3,63 a 6,0 (Frasset et al., 2000; Araujo et al., 2000; Abreu
et al., 2003).

4.2.15 Vida util da agua de coco do Experimento 3

Nas Tabelas 44 e 45 estao apresentadas as médias de aceitacdo da agua
de coco do Lote 3.1 ap6s 15 e 30 dias de estocagem, respectivamente.

Tabela 44. Médias de aceitacao e intencao de compra da agua de coco do lote 3.1,
apos 15 dias de estocagem.

A Impressao Intencao de
Amostra Aparéncia Aroma Sabor Global Compra
Lote 3.1 b ab b b b
(controle*) 6,6 5,8 5,4 5,5 2,8
Lote 3.1 6,8% 5,1° 5,4° 5,2° 2,5°
Marca comercial 7,52 6,52 6,62 6,8° 3,42

*agua de coco recém-processada mantida sob congelamento; letras em comum, na mesma coluna, indicam que néo houve
diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras. Escala hedénica: 1=desgostei muitissimo; 5=nem gostei/nem desgostei;
9=gostei muitissimo. Médias de 30 consumidores.

Tabela 45. Médias de aceitacao e intencao de compra da agua de coco do lote 3.1,
apos 30 dias de estocagem.

A Impressao Intencao de
Amostra Aparéncia Aroma Sabor Global Compra
Lote 3.1 b ab b b b
(controle*) 6,4 5,6 5,3 5,5 2,8
Lote 3.1 6,6 5,2 5,6 5,6 2,7°
Marca comercial 7,3% 6,6° 6,4° 6,7° 3,4°

*agua de coco recém-processada mantida sob congelamento; letras em comum, na mesma coluna, indicam que nao houve
diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras. Escala hedbnica: 1=desgostei muitissimo; 5=nem gostei/nem desgostei;
9=gostei muitissimo. Médias de 30 consumidores.
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As garrafas utilizadas na andlise sensorial do Lote 3.1 foram analisadas
dois dias antes quanto a contagem padrao, sendo mantidas sob refrigeracao, até o
momento da andlise sensorial, caso o resultado fosse negativo. Estes cuidados
foram tomados, devido a deteccdo de contaminacdo em 35,6% das garrafas
incubadas por 10 dias a 35°C (teste de esterilidade comercial).

Observou-se que logo apo6s o tratamento térmico, a agua de coco ja
apresentou média de aceitacao inferior a seis e, significativamente, menor do que
a da agua de coco comercial nos atributos, aroma, sabor e impressao global,
entretanto, prosseguiu-se com o teste. No 15° e 30° dia de estocagem, a agua de
coco nao apresentou diferenga significativa em relagdo a agua de coco recém-
processada, sendo que no 30° dia ndo foi significativamente diferente da marca
comercial em relagdo ao atributo sabor. Os testes nao prosseguiram devido a

deteccdo de contaminacdo em algumas das garrafas previamente analisadas.

Observou-se, entdo, que a agua de coco manteve seus atributos
semelhantes aos da agua recém-processada.

Considerando-se o Lote 1.1 (Experimento 1), que teve um tratamento
térmico médio semelhante ao do lote 3.1, de 1394+1°C, as médias iniciais foram
todas maiores ou iguais a seis, contudo, no 30° dia de estocagem todos o0s
atributos tiveram suas médias significativamente menores do que da agua recém-
processada. Comparando estes dois lotes, fica a duvida se a baixa aceitacao foi
devido ao tratamento térmico.

Deste modo, atribuiu-se esta menor média inicial de aceitacao ao estado de
maturacdo dos cocos utilizados no Experimento 3. Fato que confirma estas
observacdes foram os comentarios dos provadores que, de maneira uniforme,
destacaram a falta de aroma e sabor caracteristico de agua de coco, acidez acima
do ideal e sem aparéncia de agua de coco, devido a pouca turbidez. Estas
caracteristicas sdo comuns em aguas provenientes de cocos demasiadamente
verdes (Srebernish, 1998; Rosa e Abreu, 2002; Jackson et al, 2004). Entretanto, a
partir destas observacoes, atribuiu-se a baixa aceitacdo somente a falta de sabor
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e aroma caracteristico, pois em testes anteriores (durante o desenvolvimento da
formulacéo) foi constatado que formula¢ées de agua de coco mais acidas, com pH
4,65 e acidez titulavel de 15mL de NaOH 0,1N/mL, ndo apresentaram gosto acido
e gosto doce ideal estatisticamente diferente das formulacées préximas do ideal
(ver Tabela 13).

Deste modo, o tratamento térmico de 139°C por 10 segundos, foi
considerado o melhor bindmio para manter a estabilidade fisico-quimica e
sensorial da agua de coco, durante a estocagem, sem a necessidade de
conservadores como o0 metabissulfito. Contudo, sdo necessarios outros
processamentos utilizando-se uma matéria-prima com maior estado de maturacéo,

entre 6 e 8 meses, para confirmar estes resultados.

Constatou-se, durante a realizacdo deste estudo, uma certa dificuldade de
obter matéria-prima uniforme, visto que os produtores comeg¢am a retirar os cocos
assim que é atingido o volume de interesse comercial, sem se preocuparem com a
qualidade sensorial da agua. Portanto, € uma pratica comum a comercializagao de
cocos com cinco meses de maturacdo nas centrais de abastecimento (Ceasas).

Em algumas industrias de grande porte, utiliza-se a mistura da agua do
coco verde com a agua do coco maduro (Rosa e Abreu, 2002). Em estudo
posterior, seria interessante substituir a adicdo de acido citrico por agua de coco
mais verde, e a adicdo de frutose por 4gua de coco mais madura.

165



RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3. CARACTERIZACAO DA EMBALAGEM DE AGUA DE COCO

4.3.1 Dimensionamento da embalagem

Na Figura 30 esta apresentada a caracterizacao dimensional da garrafa
PET e ilustracao das tampas utilizadas.

Observou-se que as garrafas de PET utilizadas neste experimento
apresentaram uma distribuicAo de espessura bastante irregular, demonstrando
que a espessura da parede da garrafa aumenta do topo para a base, variando de
0,26 a 0,71mm. Estas caracteristicas indicam a possibilidade desta embalagem
nao oferecer uma barreira uniforme aos gases e a luz, podendo comprometer o

seu desempenho.

4.3.2 Peso e capacidade volumétrica das embalagens

Na Tabela 46 estao apresentadas as medidas de peso das garrafas de PET
e das tampas e a capacidade volumétrica.

Tabela 46. Peso e capacidade volumétrica das embalagens.

Peso (g)
Garrafa PET 27,66 +0,18
Tampa com liner 3,28 £ 0,02
Tampa sem liner 3,35+ 0,03

Capacidade volumétrica (mL)

Volume total 327,5+2,6
Volume util Experimento 1 2945+5,5
Espaco vazio Experimento 1 33 15,9 (10%)
Volume util Experimento 3 317+2,6
Espaco vazio Experimento 3 10,5 (3,21%)
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Figura 30. Caracterizacao dimensional da garrafa de PET e ilustracao das tampas
utilizadas no Experimento 1 e no Experimento 3.
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O espaco vazio adotado para o acondicionamento da agua de coco no
Experimento 1 foi equivalente a 10% do volume total da embalagem, o que
corresponde a cerca de 7mL de oxigénio. Segundo Toledo (1986) este € um
espaco vazio consideravel. O fato de a valvula dosadora ser acionada
manualmente pode ter contribuido para a quantidade deste espaco vazio, além de
uma certa falta de uniformidade, ja que este variou de 27 a 39 mL,
aproximadamente. Estas variacbes podem explicar, também, os diferentes graus
de escurecimento observados nos lotes de agua de coco, ja que causaria
diferentes niveis de degradacdo do acido ascorbico. No Experimento 3, este
espaco vazio foi reduzido de 10 para 3,2%, através do acionamento mais sensivel
da valvula, tornando, contudo, a etapa de acondicionamento mais demorada.
Estas observacées sugerem a necessidade de melhorias no sistema de

acondicionamento.

4.3.3 Taxa de permeabilidade ao oxigénio

Na Tabela 47 estdo apresentados os resultados das medidas de

permeabilidade ao oxigénio da embalagem utilizada. O teste foi realizado em
ambiente com temperatura média de 25°C e 68% de umidade relativa do ar.

Tabela 47. Taxa de permeabilidade ao oxigénio das embalagens.
Amostra Permeabilidade ao O, (cm3/embalagem.dia)1
Garrafa PET 0,035 -10,090
Garrafa + tampa com liner 0,055 - 0,045
Garrafa + tampa sem liner 0,035 - 0,045

1 - resultado de duas amostras.

Observou-se uma falta de uniformidade na taxa de permeabilidade entre as
duas amostras, sendo que uma foi mais do que duas vezes mais permeavel do

que a outra. Esta caracteristica pode ser explicada pela distribuicdo irregular de
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espessura da parede das garrafas, como citado anteriormente. J& as amostras
analisadas com as tampas, apresentaram maior uniformidade. A tampa sem liner
de PEAD proporcionou uma maior barreira a permeabilidade do oxigénio, para o
sistema de embalagem. Leber (2001), encontrou uma taxa de permeabilidade de
0,14cm®0s/garrafa.dia.0,21atm.25°C, para garrafas de agua de coco refrigerada e
congelada. E de 0,325cm>0./garrafa.dia.0,21atm.25°C para garrafas analisadas
com as tampas (PP).

O fato de a embalagem ser de material polimérico (PET), ou seja, com uma
determinada permeabilidade ao oxigénio, poderia contribuir para o progressivo
escurecimento do produto pela oxidagdo do acido ascorbico. Contudo, durante a
estocagem, a permeabilidade da embalagem n&o teve papel marcante nas
reacoes observadas. Pois, a concentracdo de acido ascérbico, na agua de coco
do Lote 1.3, do Experimento 1, praticamente estabilizou entre 0 30° e 0 120° dia,
nao sendo observada a presenca de oxigénio dissolvido, assim como a agua de
coco do Lote 3.1, do Experimento 3, que também manteve uma alta concentragao

de &cido ascorbico, de 140mg/L, até o 120° dia de estocagem.

Segundo Toledo (1986), o oxigénio permeado pelo sistema tampa-
embalagem tem uma pequena influéncia sobre a degradacédo do acido ascérbico
quando existe um espaco livre consideravel. Apos 90 dias de estocagem a 38°C,
foi observada a mesma variagdo no teor de acido ascérbico em suco de laranja
acondicionado assepticamente em garrafas de vidro, com espaco vazio de 12mL,
e em laminado termoformado de PVdC/PS, com permeabilidade total de
0,032mLO./dia (Toledo, 1986).
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4.3.4 Medida de transmitancia

Na Figura 31 estdo apresentados os espectros de transmitancia da garrafa
de PET transparente (1) e de uma garrafa de PET pigmentada de verde (2),

utilizada para acondicionar marcas comerciais de agua de coco.
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Figura 31. Espectros de transmitancia das embalagens de agua de coco (1-garrafa

transparente; 2-garrafa verde).

O espectro de emissao de radiacao solar abrange a faixa de 300 a 1000nm
e 0 espectro das diferentes lampadas comerciais fluorescentes a que os produtos
podem ser expostos varia nesta faixa de comprimento de onda, dependendo do
tipo de lampada. Dentro desta faixa, a radiagédo visivel abrange comprimentos de
onda de 380 a 780nm, e neste intervalo a radiagdo ultravioleta (UV), com maior
energia, possui comprimentos de onda de 200 a 380nm (Silverstein,1987).
Portanto, foi escolhido o comprimento de onda de 380nm para fazer uma
comparacao pontual dos valores de transmitancia das garrafas de PET, que estédo

apresentadas na Tabela 48.
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Tabela 48. Medidas de transmitéancia das embalagens a 380nm.

% de Transmitancia a 380nm
Amostra
Corpo Fundo
PET transparente 85,38 81,38
PET verde 54,81 34,61

Observou-se que a embalagem transparente utilizada permite uma maior
transmissdo de radiacdo do que as pigmentadas de verde, disponiveis no
mercado. As embalagens também apresentaram barreira ndo uniforme, sendo
maior no fundo das garrafas, chegando a reducao de 20% no caso da garrafa
pigmentada de verde.

Para reduzir os efeitos da radiacdo na agua de coco, seria recomendada a
utiizacdo de embalagens pigmentadas ou com absorvedores de radiacédo
ultravioleta, como as das marcas comerciais. Neste estudo, a utilizacdo de
embalagens transparentes forneceu a conveniéncia de poder observar
rapidamente as alteragées no produto, principalmente relativas a presenca ou
auséncia de contaminacao e alteracao de cor. Entretanto, sdo necessarios mais
estudos, para verificar a influéncia da exposicdo a radiacdo sobre as

caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais da 4gua de coco.

4.3.5 Eficiéncia do fechamento das garrafas
Quando imersas em agua, ndo foi observada a emissdo de bolhas das

garrafas analisadas, caracterizando um fechamento eficiente em todos os lotes.
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4.3.6 Torque de fechamento e de abertura

O valor médio do torque de fechamento aplicado as garrafas dos lotes do
Experimento 1 (Lotes 1.1, 1.2, 1.3 e 1.4) foi igual a 16+1,5 Ib.pol (1,85+£0,2 N.m). E
o torque de abertura médio foi de 16,5£3 Ib.pol (1,9£0,3 N.m).

Os torques de fechamento foram determinados previamente, utilizando-se 4
garrafas como amostra, entretanto, no momento do acondicionamento diferentes
operadores foram responsaveis pelo fechamento manual, o que explicaria a
variagao observada.

O valor médio do torque de fechamento do lote do Experimento 3 (Lote 3.1)
foi igual a 13+1 Ib.pol (1,5+£0,1 N.m) enquanto que o torque de abertura foi igual a
7,5%0,5lb.pol (0,95£0,05 N.m). Observou-se que os valores dos torques de
fechamento e abertura do Lote 3.1 foram menores do que os dos lotes do
Experimento 1. Este fato pode ser explicado pelo uso de tampas diferentes em
cada experimento. A tampa utilizada no Experimento 3 foi considerada a mais
apropriada para realizagao de futuros testes realizados com fechamento manual,
visto que requer a aplicacdo de menos torque, tanto de fechamento, quanto de
abertura.
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5 CONCLUSOES

De acordo com modelos de regressao, a formulacao ideal de agua de coco,
em termos de acidez e docura, tem pH 49, acidez titulavel
9,4mLNaOHO0,1N/100mL e Brix 6,2%, utilizando-se sacarose, e 6% utilizando-se

frutose como adocgante.

O sistema asséptico ndo apresentou um bom desempenho na sua
conformacao original, devido a instabilidade térmica apresentada pelo trocador de
calor UAT. Entretanto, ap6s algumas modificagcbes e testes de adaptagédo, o
sistema foi estabilizado e considerado eficiente para realizacdo de pesquisas em

escala piloto.

Os procedimentos de limpeza e esterilizacao da linha de processamento e
acondicionamento e da sala limpa foram considerados apropriados para alcancar

e manter a esterilidade antes e durante os processamentos.

Dos cinco lotes produzidos, em escala piloto, apenas trés alcancaram a
esterilidade comercial. Nos dois lotes contaminados foram detectados
microrganismos mesofilos aerdébios esporulados. Em um dos lotes, houve
indicativa de sub-processamento e no outro, de contaminagao cruzada oriunda da
parte externa das embalagens. Portanto, € necessario que seja desenvolvida um
procedimento mais eficiente de higienizacao da parte externa das embalagens e a
inclusao da andlise de deteccao de esporos nos controles de contaminacao, tanto

de embalagens quanto de equipamentos.

A agua de coco de trés lotes apresentou escurecimento durante a
estocagem, este escurecimento foi relacionado a degradacao do acido ascérbico,
que pode ter sido favorecida pelo oxigénio presente no espagco vazio das
embalagens ou pela presenca de outros compostos produzidos durante os

tratamentos térmicos, que também contribuem para o escurecimento.
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Os testes em pequena escala indicaram que a degradacdo do &acido
ascérbico ocorreu devido a atividade residual e regeneracdo da enzima
peroxidase, e também ao excessivo aquecimento. Observou-se a necessidade do
uso de outros métodos de determinacao de atividade enzimatica da agua de coco,

mais sensiveis e que sofram menos interferéncia dos constituintes da amostra.

O tratamento térmico em temperaturas de 138 e 144°C, sem adicao de
acido ascérbico, causou a formacdo instantanea de intensa coloragcdo rosa na
agua de coco, sugerindo que temperaturas elevadas, em sistema fechado e na
auséncia de um antioxidante, aceleram as reagdes naturais de oxidacdo da agua
de coco.

Os cinco lotes de agua de coco tiveram vida Util maxima de 30 dias. A baixa
aceitacdo sensorial da agua de coco neste periodo foi atribuida as altas
temperaturas e as constantes oscilacdes térmicas que favoreceram a producgao de
compostos sensorialmente indesejaveis, como os produtos da degradacdao do
acido ascorbico. Em um dos lotes a baixa aceitacao foi atribuida ao uso de
matéra-prima obtida de frutos com menos de seis meses de maturagao.

O tratamento térmico a 139°C por 10 segundos foi considerado o mais
apropriado para processamento da agua de coco no sistema asséptico, visto que,
durante a estocagem por 120 dias, ndo foi observado escurecimento e nem
acentuada degradacdo do &cido ascoérbico. Entretanto, mais testes séao

necessarios visando uma maior aceitagdo sensorial e tempo de vida util.

As embalagens utilizadas apresentaram baixa taxa de permeabilidade ao
oxigénio, entretanto, sdo necessarios procedimentos adicionais para reduzir o teor
de oxigénio dissolvido e no espaco livre das embalagens, como por exemplo,
inertizacdo com nitrogénio e uso de tampas com absorvedores de oxigénio. O
desenvolvimento de uma valvula dosadora de acondicionamento que incorpore

menos oxigénio e tenha maior preciséo de volume, também é recomendado.
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