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NOMENCLATURA

Tempo de redu¢ao decimal (min), representa o tempo necessa-
rio para que a curva de sobreviventes ou 3 curva de inati-
vagao termica atravesse um ciclo logaritmo.

Tempo de redu¢3o decimal da porg3o termoldbil da enzima
(min) .

Tempo de redug3o decimal da porg3o termoerSLStente da en-
zima (min) .

Concentracdo da porg3o termolabil da enzima no tempo zero.

Concentrag3o da porg3o termoldbil da enzima no tempo de
aquecimento t.

Concentrac3o da porg¢3o termorresistente da enzima no tempo
Zero.

Concentrac3do da por¢3o termorresistente da enzima no tempo
de aquecimento t.

Energia de ativag3o (Kcal/mol).

Tempo de inativagdo térmica da enzima e tempo de destruigdo
termica do microrganismo (min).

Valor de pasteurizag3o aplicado ao produto em minutos equi-
valentes a 77°9C.

Taxa de inativag3oc térmica da enzima.
Constante de velocidade de inativag3o térmica (min~1)

Constante de velaocidade de desnaturag3o teérmica (min~1)

Constante de velocidade QE inativag3o térmica da porg¢3o
termolabil da enzima {(min

Constante de wvelocidade de inativag¢3o :.frmica da porg3o
termorresistente da enzima (min~1).

Unidades formadoras de colonias/ml e Nimero mais provavel
de esparos/ml.

Atividade remanescente da pectinesterase (Unidades de pec-
tinesterase (PEu) x 10%/m1)

Nimero de miliequivalentes de ester nidrolisado/minuto (uni-
dade de pectinesterase)

indice de peroxidase de WILLSTATTER (unidades)



max

min

Us/ml

UFC/ml

-
Z -

x._

Constante Universal dos gases perfeitos (cal/Og mol)
Coeficiente de correlac3o do método dos minimos quadrados.

Tempo de aquecimento (min), medido desde a imers3o das la-
tas no banho de agua ate o final do agquecimento.

Tempo de processo (min), medido desde a imers3o das 1lafas
na banho ate final do resfriamento.

Tempo de resfriamento (min), medido desde a imers3o das la-
tas no tanque de agua fria até o final do resfriamento. .

Temperatura (©C).

Temperatura maxima na qual foi realizado o presente estudo
cinetico (333°9K)

Temperatura minima na qual foi realizado o presente estudo
cinetico (350°K)

Unidades enzimaticas/ml definida como a quantidade de ex-
trato enzimatico que produz aumento na absorvancia de
9,001 unidades/minuto

- Unidades farmadoras de colonias/ml
Coeficiente térmico (9C) - numero de °C necessdarios para
que a curva "fantasma’™ de inativag3o termica atravesse um

ciclo logaritmo.

Numero de reduc3o decimais.
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mento de 12,9 minutos (ENSAIO 3 - Lata &)

Processamento da polpa de mam3o "formosa”
acidificada (pH 3,8) com tempo de aqueci-
mento de 15 minutos (ENSAIDO 4 - Lata 1) .

Processamento da polpa de mam3o "formosa”
acidificada (pH '3,8) com tempo de aqueci-
mento de 13 minutos (ENSAIO 4 - Lata 2) .
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- RESUMO

Com a finalidade de se estabelecer o processo térmico reque-
rido pela polpa de mam3o "formosa” (Carica papaya L .) acidificada
(pH 3,8) (processada em latas de 1 kg, 9.3 x 118 mm), foi feito
inicialmente o estudo cinético de inativac¢3o térmica das enzimas
termorresistentes presentes na polpa. Como n3o foi detectada ati-
vidade da peroxidase o estudo se concentrou na pectinesterase. As
curvas de inativac3o térmica a 759, 779 e 80OC apresentaram uma
mudanca na inclinag3o, -indicando a existéncia de duas porgoes da
enzimnz, uma termolabil e outra termorresistente. Os tempos de re-
ducdoc decimal a 759, 779 e 8@°C da porc3o termolsbil foram 0,8;
©,3 e ¢,2 minutos, respectivamente e da pOr¢3o termorresistente
forum 16,7; 7,2; e 3,7 minutos respectivamente. 0 coeficiente
termico para a por¢3c termolabil foi ?,219C e para a porg¢io
ternorresistente 7,829C. A energia de ativa¢ao, na faixa de tem-
perctura estudada, para as porcdes termoldbil e termorresistente
da pectinesterase foram 41,73 e 72,71 Kcal/mol, respectivamente,
estando dentro da faixa (40-100@ Kcal/mol) de energia de ativacgio
reportada para o processo de inativac3o térmica de enzimas. Foi
realizado também, o estudo da influéncia da sacarose na cinetica
de inativac¢3o térmica da pectinesterase na polpa de mamao ""formo-
sa” acidificada (pH 3,8) 3 750 e 80°C. A sacarose foi adicionada
de maneira a se obter concentracBes finais de 200 e 300 Brix. Pa-
ra cada temperatura foram feitos ensaios com 3 lotes diferentes
de mamdo. Os tempos de reduc3o decimal aumentaram em media de 3
vezes para a polpa com 20° Brix e de 5 vezes patra a polpa com 3009
Brix, indicando que a sacarose exerce um efeito protetor na enzi-
ma contra o calor. Devido a este fato, optou-se pela n3o adi¢3o
de sacarose na polpa a ser processada.

Como o flostridium pasteurianus © um dos indicadores do pro-
cesso termico de alimentos 3dcidos, foi feito o estudo da sua ci-
nética de destrui¢3o térmica na polpa de mam3o “"formosa" acidifi-
cada (pH 3,8), nas mesmas temperaturas usadas para a pectineste-
rase. Este microrganismo cresceu e produziu gas nesta polpa. Os
tempos de reducdo decimal & 759, 770 e 8@°C faram 9,7; 7,1 e 2,7
minutos respectivamente e o coeficiente térmico foi 8,89C. 0s re-
sultados mostraram que a por¢3o termorresistente da pectinestera-
se apresentou uma resisténcia térmica maior que o L. pasteuria-
auw. Baseado nestes resultados, foi determinado um F;ﬁz de 12,3
minutos, equivalente a 1,7 reducles decimais, usando-se a porg¢3o
termorresistente da pectinesterase como alvo do processo (98%
inativac30). Usando-se a relac3o empirica de SHIGA (1976) estabe-
leceu-se um tempo de aquecimento de 12,9 minutos, em banho de
dgua a 979C. Foram feitos trés ensaios nestas condicBes, com &
latas/ensaio. Os valores de pasteurizac3o variaram de 12,33 a
12,75 minutos equivalentes 3 770C.

A andlise estatistica dos dados indicaram n30 haver diferen-
¢3 significativa entre ensaios e entre latas de um mesmo ensaiao,
a nivel de o igual a 2,05 e 0,01. No exame das latas de polpa de
mam3o "formosa" acidificada (pH 3,8), apds o Processamento térmi-
co, ndo se verificou gelatiniza¢ao, atividade remanescente da
pectinesterase e crescimento de microvrganismo em nenhuma das
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amostras. Este processamento térmico equivalente a 1,7 redugges
decimais foi suficiente para inativar a por¢aoc termorresistente
da pectinesterase e destruir a flora naturalmente presente. Para
se ter wuma margem de seguranca devido a variagao da atividade
inicial da pectinesterase, o0 ensaio de embalagens inoculadas foi
feito wusando-se um valor F de 16,7 minutos equivalentes a 770(C,
que corresponde a 2,3 reducOes decimais da porg3o termorresisten-
te da pectinesterase. Este processo térmico aplicado ao produto
equivale a um tempo de aquecimento de 15 minutos, em banho de

agua a 979 . As latas de polpa de mam3o “"formosa" acidificada
(pH 3,8) inoculadas com 1 ml da suspens3c de esporos do LI, pas-
teurianve (1Q4NMP esporos/ml), apds o periodo de incuba¢So, nao

apresentaram sinal de estufamento e na sub-cultura n3o houve
crescimento e n3o foi detectada atividade da pectinesterase. Isto
indica que 0 processo aplicado ao produto & Seguro.
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SUMMARY

In order to establish the thermal process required by
acidified papaya pulp (pH 3,8)(var. “formosa'. processed in 99,5
Xx 118 mm cans), it was initially carried out a study on the
kinetics of thermal inactivation of heat resistant enzymes
present in the pulp. Since no peroxidase activity was detected
the study was focused on pectinesterase. The heat inactivation
curves at 759, 770 and 8@°C showed a change in slope indicating
the presence of two different portions of the enzyme, one heat
labile and the other heat resistant. The decimal reduction time
at 750, 779 and 809 for the heat labile portion of
pectinesterase were @,8; ©,3 and 0,2 minutes, respectively and
for the heat resistant portion was 16,7; 7,2 and 3,7 minutes
respectively. The thermal coefficient for the heat labile
portions of the enzyme was 9,2°C and for heat resistant was
7,8°cC. The activation energy were 41,7 and 72,7 Kcal/mol for the
heat labile and heat resistant portions, respectively and these
values were within the range of 40-100 Kcal/mol reported in the
literature for the thermal inactivation of enzymes .

The influence of addition of sucrose on the thermal
inactivation kinetics for pectinesterase in papaya pulp was
studied at 75° and BOYC. Sucrose was_added to the pulp up to 20

and 3@0Brix- For each temperature 3 different lots of papaga
were tested. The decimal reduction time for pectinesterase
increased 3 times for the 2@0CBrix pulp, and 5 times for the
300Brix pulp showing that sucrose has a protective effect in

mantaining the enzyme activity during heating. Due to this fact,
no addition of sucrose was used on the formulation of the final

product . Since 1. pastewrianum 1is one of the indicators
organisms for acid foods; its thermal destruction kinetics was
determined on acidified papaya pulp (pH 3,8) at the came

temperatures used for the enzyme inactivation test. This grganism
showed growth and gas production when inoculated in the acidified
pulp. The decimal reduction times were 9,7; 7,1 and 2,7 minutes
at 750, 779 and 8@°C respectively, and the thermal coefficient
Was g,89C. These results showed that the heat resistant portion
of pectinesterase presented greater thermal resistance than 7.
Fasbeurianum. 29°c

Based on these results, and F e value of 12,3 minutes was
determined using the heat resistant portion of the pectinesterase
as the target for the process, and applying 1,7 decimal reduction
of the activity of the heat resistant enzyme (98% inactivation) .
Using SHIGA (1976) empirical relationship a heating time of 12,9
min. in water bath at 979C was established for the process. Three
processing tests were carried out with this conditions using 6
cans/test . The processing values wvaried from 12,33 - ie,75
minutes at 77°C.

Statistical analysis showed no significant difference among
tests and among cans a test at the ©,05 and 0,01 level. Upon
analysis of the cans after process no gelatination, no activity
of remaining enzyme and no microrganism groweth were detected.
Therefore this process was able to inactivate the heat resistant
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portion of pectinesterase and kill the natural microflora present
on the pulp. In order to add a safety factor process, caonsidering
the inicial variation of the pectinesterase activity in the pulp,
and F 4. value of 16,7 minutes was applied. This process was
equivalent to 15 minutes of heating in water bath at 979C and
corresponds to 2,3 decimal reductions of the ativity of heat
resistant portion of pectinesterase. An inoculated pack study was
preformed to verify the microbial safety of such process. Each
can of papaya pulp was inoculated with 1ml of a 109 spore/ml
suspension of £I. pasteurianva. No swelling of the cans and no
growth after subculturing were observed after incubation, and no

pectinesterase was detected showing that the process may be
safely applied to the pulp.
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i1 -~ INTRODUCAO

0 Brasil esta entre os maiores produtores de mam3oc (Carica
papaya L.), participando com 37% da producio mundial. Outros pai-
ses como Meéxico, Indonesia, fndia e Zaire também s3o grandes pro-
dutores «que Junto com o Brasil, em 199®, participaram com 74% do
montante produzido mundialmente.

0 mamdo brasileiro € basicziwente aproveitado como fruta “in
natura” para consumo interno e para exportag3o. Entre os produtos
industrializados podem ser citados a polpa pasteurizada ou conge-
lada, 0 nectar e a geléia. Na industria Farm;céutica, o mamdo
verde € usado para extrac3o da papaina e de pectina, que s30 pro-
dutos de alto valor comercial.

A industrializa¢do de frutas tropicais pode ajudar a resol-
ver o problema causado pelas pesadas perdas por ocasi3o de gran-
des safras. Nessa epoca o0 excesso de oferta ocasiona alem disso
menores PpPregos. No caso do mam3o este problema se torna mais
acentuado pelo fato de ser colhido durante o ano todo.

A industrializa¢3do do mam3ao no Brasil assim como em outros
paiges produtores desta fruta, ainda n3ao alcancou 0s niveis dese-
Jados. 0Os maiores entraves tém sido a heterogeneidade da matéria-
prima e a atividade enzimatica natural que a fruta apresenta, a
qual desenvolve odores desagradaveis com muita facilidade, espe-
cialmente durante a primeira etapa de processamento antes de se

proceder a inativac¢3o enzimatica.
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Nos produtos de frutas processadas pelo calor 3s enzimas
termorresistentes <30 geralmente causadoras de geleificac3ao, mu-
danca de sabor e outros fenOmenos, sendo as enzimas pPrincipais
a polifenoloxidase, peroxidase e pectinesterase que est3o natu-
ralmente presentes nas frutas.

Nos alimentos dcidos como € o caso das frutas industrializa-
das, o0s principals microrganismos deterioradores s30 bactérias
n3o esporuladas, leveduras e bolores, sendo que O Clostridium bo-
fwlinum devido ao baixo pH, n3o tem condigdes de crescer nestes
produtos. 0Os bolores, leveduras e bactérias n3o esporuladas apre-
sentam resisténcia térmica menor que as enzimas termorresisten-—
tes, ent3o, se o processoc térmico for baseado na destruic3o des-
ses microrganismos, ainda restara uma alta percentagem de ativi-
dade enzimatica. Por esta raz3o o processamento térmico aplicado
na inddstria deve ser baseado no tempo de processo necessirio Pa-
ra inativar essas enzimas.

Levando-se em conta os fatos indicados acima, se torna im-
portante o estudo de fatores que influenciam a cinética de inati-
vagdo das enzimas termorresistentes como peroxidase e pectineste-
rase.

No caso do mam3o, uma fruta de 'sabor <caracteristico, fonte
de provitamina A e vitamina C, o estudo cinético da inativac3o
das enzimas termorresistentes e de grande interesse para preser-
var ao maximo as caracteristicas organolépticas e os nutrientes
naturais.

Neste trabalho sera estudado o efeito da adig3o0 de sacarose

na cinética de inativacao térmica das enzimas termorresistentes e
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sera estabelecido o processo térmico adequado para a polpa de ma-
m3o acidificada (pH 3,8), sem adig3o de sacarose.

NSo se tem conhecimento de trabalhos saobre cinetica de ina-
tivac3o térmica enzimatica com produtos industrializados de fru-
tas brasileiras. Dados dessa natureza s3o importantes para o
aperfeicoamento tecnoldgico do processo industrial que atualmente

¢ baseado em dados empiricos.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

i

2.1. Aspectos Gerais sobre Processamento Térmico

0 vprocessamento térmico € um método de larga aplicac3o na
industria de alimentos e & amplamente usado em combina¢3o com ou-
tras técnicas como congelacSo, fermentac3o, desidratac3o, etc.

A func3o principal da aplicac3o de calor ao produto & para
reduzir ou eliminar microrganismos indesejaveis, inativar enzimas
e também produzir mudancas desejdveis na cor, textura e <cabor
Mas simultaneamente ocorrem também mudancas indesejaveis tais co-
mo a degradacao de nutfientes essenciais. Por esse motivo o pro-
cesso térmico deve ser otimizado para assegurar a maxima retengao
de nutrientes e preservac3ao microbioldgica do alimento.

0 processo denominado de "alta temperatura-curto tempo"
(HTST) ¢é muito usado, principalmente na pasteurizac3o de alimen-
tos fluidos (sucos, leite, etc.) por resultar numa maior retencao
de nutrientes. Este processo € baseado nas diferentes respostas
de velocidade de destruicdo dos microrganismos e da velocidade de
degrada¢3o de nutrientes 3 temperatura, ou seja, diferen¢ca nos
valores de Z e D dos microrganismos e dos nutrientes.

TEIXEIRA et alii (1969) em trabalhos de simulag3o com compu-
tador, wusando dados de morte de bactérias e degradac3o da tiami-
na, encontraram que o processo teérmico Ootimo € dependente dos va-
lores de Z e D dos nutrientes. A retenc3o de nutrientes com um

valor de Z alto podera ser obtida por um processo de alta tempe-

ratura-curto-tempo (HTST) (FARKAS et alii, 1954). Mas em sistemas
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de alimentos no qual enzimas naturais termorresistentes podem es-—
tar presentes, ha limitacBes na temperatura maxima que pode ser
atingida no processo HTST. Este maximo ocorre quando o pProcesso
termico pode fornecer suficiente letalidade para os microrganis-
mos mas insuficiente para a inativa¢3o da enzima. Isto € uma con-
seqiéncia da diferente resposta da velocidade de degradac3o mi-
crobiana e enzimatica a temperatura.

Quando 2s temperaturas de processo s30 relativamente baixas,
a velocidade de inativa¢3ao da enzima € maior que a velocidade de
destrui¢3o do microrganismo. Mas 3 medida que a temperatura do
processo val aumentando, a velocidade de destrui¢3o do microrga-
nismo aumenta mais rapidamente do que ve}ocidaqe de inativagi3o da
enzima. No entanto, existe uma temperatura na qual a velocidade
de inativac3do da enzima se iguala a velocidade de destruic3o do
microrganismo usado como alvo do processo. Acima dessa temperatu-
ra, a inativacd3o de enzima deve ser usada como alvo do processo
ja 4que a velocidade de destrui¢3o microbiana & maior que a velo-
cidade da inativa¢3o enzimatica. Se isso n3oc for levado em conta
em produtos que contenham enzimas naturais termorresistentes, po-
dera ocorrer deteriorag3o durante a estocagem devido a atividade
enzimdtica residual. CANGNIMO, citado por LUND (1977)1.

KAPLAN et alii (194%9) e NEBESKY et alii (1950) wverificaram
que as curvas dos tempos de inativag¢3o térmica da enzima seguiam
0 modelo das curvas de tempos de morte térmica.

NATH and RANGANNA (198@, 1981, 1983) estudaram 0 procesca-
mento térmico de frutas enlatadas (manga, mamao e goiaba) baseado

na inativa¢8o da pectinesterase, que no caso da goiaba verifica-
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ram cer malis termorresistente que a peroxidase. Foram realizadas
os testes de seguran¢a microbioldgica e os resultados indicaram
que o processamento termico baseado na inativac3o de pectineste-
rase era microbiologicamente seguro.

A otimiza¢3o do processamento térmico em alimentos que con-
tenham enzimas naturais termorresistentes, se torna dificil, pelo
fato destas enzimas apresentarem uma dependéncia com a temperatu-
ra da mesma ordem de grandeza da dependéncia dos nutrientes e fa-
tores de qualidade (car, textura). No caso de enzimas o objetivo
do processamento termico € sua inativac¢3o0, porém no caso de nu-
trientes e fatores de qualidade, o objetivo do processamento teéer-
mico € sua retenc3o maxima (LUND, 1977). No cé]cu]o do processo
térmico baseado na inativac¢do enzimatica, a enzima mais termorre-
sistente, que pode alterar a qualidade do produto durante a esto-
cagem, € usada como parametro no estabelecimento do processo
(LUND, 1975). Entre esses alimentos encontram—-se as frutas, que
em geral conteém enzimas como peroxidase, pectinesterase e polife-
noloxidase que sao termorresistentes e responsaveis pelas mudan-
¢as indesejaveis nos produtos enlatados dessas frutas.

Nos produtos de origem vegetal a peroxidase se comporta como
sendo a enzima mais termorresistente. Contudo nas frutas, devido
as condi¢les mais acidas, a peroxidase se apresenta menos estavel
embora seja dificil sua inativacdao (AYLWARD & HAISMAN, 1969).

Além da temperatura outro parametro importante no processa-
mento térmico € o tempo. Assim, ao se especificar a temperatura
de processo térmico € indispensavel que se especifique também o

tempo de tratamento.



Produtos pastosos ou semi-solidos requerem um tempo de pro-
cessamento termico maior, pelo fato da transferéncia de calor
ocorrer principalmente por condu¢3o, na qual o aquecimento € mui-
to mais lento do que pela convec¢lo. Ao contrario, os produtos
que est3do em suspensdo de salmouras ou xaropes aquecem-se rapida-
mente por convec¢3o e em igualdade de condigOes exigem um tempo
de processamento térmico mais curto.

Um fator de import3ancia pratica no processo térmico € a tem-
peratura inicial do produto. Uma temperatura inicici mais alta
diminue o0 tempo necessario para que o produto atinja a temperatu-

ra especificada.

2.2. Aspectos Gerals sobre Cineética de Inativagioco Enzimatica

A cinética de inativa¢3o térmica da peroxidase em produtos
como milho, batata, couve-flor e "horseradish” tém sido muito es-
tudada, sendo constituida de duas fases, cada uma das quais ca-
racterizada pPor wuma cineética de 12 ordem (CHANG et alii, 1988;
CHENCHIN & YAMAMOTO, 1973; DELGADO et alii, 1984; LEE & HAMMES,
1979; LING & LUND, 1978; LU & WHITAKER, 1974; RESENDE et alii,
1969; UdMOS—UIGYdZdL,'1981; YAMAMOTO et alii, 1962). Essas duas
fases se devem a existéncia de isoenzimas de diferentes estabili-
dades teérmicas, as quais podem ser labeis e resistentes ao calor
(CHENCHIN & YAMAMOTO, 1973; LING & LUND, 1978; TAMURA & MORITa,
1973; YAMAMOTO et alii, 1962).

Nas ispenzimas termorresistentes o valor Z pode ser duas ou

quatro vezes maior do que o das iscenzimas termolabeis. Uma rea-
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¢do de desnaturaclo enzimdatica caracterizada POr uma baixa ener-
gia de ativag3ao indica, segundo LUND (1975), que o sitio ativo o
dependente, possivelmente, de poucas liga¢des dissulfidicas ou de
pontes de hidrogénio. WHITAKER (1972) indica que quando a protei-
na € desnaturada s3o quebradas ligacOes n3o covalentes. Estas 1i-
gacSes envolvem interacBes eletrostdticas e hidrofdbicas, 1liga-
cOes de hidrogénio e forgas de Van der Waals. O nudmero exato de
ligacOes quebradas n3o pode ser calculado. £ as enzimas termorre—
sistentes apresentam também liga¢Bes dissulfidicas e s3u compos-
tas de cadeias de polipeptideos simples.

Por ser muito termorresistente, a atividade da peroxidase &
muito usada como indicador de branqueamento e de outros tratamen-
tos térmicos envolvendo vegetais e frutas. No entanto, a peroxi-
dase apresenta o problema de regenera¢3o quando n3o & totalmente
inativada. Esta regeneracdao € devido aa fato da enzima ter sido
inativada de maneira reversivel, com alteracOes apenas na sua es-
trutura secundaria e tercidaria (WHITAKER, 1972). Muitos <30 os
fatores que afetam a regeneracdo da atividade enzimatica, tais
como, o método de determinac3o dessa atividade, a severidade do
tratamento termico combinado com o tempo de processo e as condi-
¢O0es de estocagem antes dalregeneracﬁo {BURNETTE & FLICK, 1978;
JOFFE & BALL, 1962; REED, 1975, RESENDE et alii, 1969).

Um fator que interfere na estabilidade térmica da peroxidase
€ a adicdo de certos aditivos ao alimento. O acudcar aumenta a re-
sisténcia da peroxidase da maca e da pera a inativac3o pelo calor
enquanto ~ o0 vinagre diminu® a resisténcia da peroxidase do picles

a essa inativac3o. No entanto, a adic3o de 2% de sal n30 apresen-
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ta efeito na estabilidade termica na peroxidase em picles (CHANG
et alii, 1988; NEBESKY et alii, 195@).

NATH and RANGANNA (1983) nos estudos do processamento teérmi-
co baseado na inativa¢3o enzimatica da goiaba enlatada verifica-
ram que a pectinesterase € mais resistente que a peroxidase. Es-
ses mesmos autores (1980, 1981) em outros experimentos com manga
(Totapuri mango) e mam3o (Carica papaya L.) n3o encontraram ati-
vidade peroxidase nestas frutas e portanto usaram a pectinestera-
se como indicador do processamento termico.

Em experimentos anteriores NANJUNDASWAMY et alii (1973) uti-
lizando manga (Badami, Alfonso) encontraram, a peroxidase como a
enzima mals termorvresistente.

De maneira semelhante a peroxidase, o estudo cinético da
inativac3o térmica da pectinesterase em suco de laranja mostrou a
presenca de isoenzimas com estabilidades termicas diferentes
(VERSTEEG et alii, 1980; WICKER & TEMELLI, 1988; SEYMOUR et alii
1991b) .

VERSTEEG et alii (1978) num primeiro estudo extrairam e pu-
rificaram, a pectinesterase da laranja "Navel" através da preci-
pitac3o fracionada ' com sulfato de ambnio e pela Ffiltrac3o com
BIOGEL P-100. Na cromatografia em coluna, com ligacﬁes cruzadas
de pectato, conseguiram separar duas fracOes de pectinesterase
PE I e PE II, que foram caracterizadas. Ambas as fragcdes apresen-
taram o mesmo peso molecular de 36.200 D e aparentemente eram
compostas por uma cadeia simples de polipeptideoc, apresentando
diferen¢as na estrutura primaria, por isso podem ser chamadas de

isoenzimas. A PE I apresentou ponto isoelétrico de 10,05 e pH
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6timo 7,4, enquanto a PE II apresentou ponto isoelétrico de 11,0
e pPH otimo 8,0, sendo esta dltima mais ativa a baixas concentra-
¢Ges do substrato e mais fortemente inibida pelo poligalacturona-
to. Num estudo posterior, UERSTEEG (1979) citado por [VERSTEEG et
alii, 19801, usando o mesmo método de extrac3o e purificac3o con-
seguiram separar mais uma fra¢3o da pectinesterase a PE III. Esta
frac3o apresentou peso molecular de S54.000 D, representando
apenas 0% da atividade total da pectinesterase e pH dtimo de 8,0.

SEYNMOUR et alii (1991b) encontraram resultados semelhantes
aos de VERSTEEG (1978) na purificacido de 2 fracles, uma termols-
bil e outra termorresistente, da pectinesterase extraida da polpa
de toranja "Marsh', usando a cromatografia de ﬁrdca ionica e fil-
trac3o em gel. A frac3o termoldbil representou 90% da atividade
da pectinesterase no extrato bruto. O peso molecular das duas
fracbes foram determinados sendo de 37.400 D para a frac3o termo-
1abil e de 54.000 D para a fraclo termorresistente, sendo ambas
compostas de uma cadeia simples de polipeptideoc. Esses mesmos au-
tores (19913) verificaram gue o conteudo de carboidratos da fra-
c3o termorresistente da pectinesterase era 14,2% enquanto que na
fracs3o termolabil era de apenas 2%, 0 que explica a maior estabi-
lidade da primeira. A confirmacdo deste ?ato‘?oi feita pela oxi-
dac3o da glicose da frac3o termorresistente da pectinesterase,
atraves de tratamento com periodato. Os résultados mostraram que
durante o tratamento, a atividade dessa fra¢30 da pectinesterase
caiu para 93% da atividade inicial, quando testada a 70°C no suco
de toranja (19,89Brix; pH 3,3). RILLO et alii (1992) verificaram

tambem que a pectinesterase extraida da laranja mandarino era uma

m
ket



glicoproteina, com peso molecular de 37 .200 D e composta de uma
cadeia simples de polipeptideo.

VERSTEEG et alii (1980) nos seus estudos cinéticos de inati-
vacdo térmica usaram iscenzimas purificadas da pectinesterase na
laranja ‘'"navel” adicionadas ao suco de laranja a pH - 4,0. Essas
isoenzimas PE I, PE II e PE III (alto P.M.) apresentaram estabi-
lidades termicas diferentes, sendo rapidamente inativadas a 70°(C,
600C e %0°C, respectivamente. Os autores encontraram valores de Z
de 6,5°C para PE I e PE 1II e de 11°C pare PE II.

WICKER & TEMELLI (1988) estudando também a cinética de ina-
tivacSo térmica da pectinesterase, na polpa resultante da extra-
¢2o do suco de laranja "valéncia”, mostraram que esta inativacao
ndo era linear, indicando a presen¢a de fragOes da pectinesterase
com diferentes estabilidades termicas. Os valores D a 90°C para a
frac3o termolabil e para a fracdo termorresistente foram de 0,225
e 32 s, respectivamente. E o valor Z foi de 10,8°C e 6,59C vpara
as fracdes termolabil e termorresistente, respectivamente. Estes
valores se mostraram compativeis com os encontrados porVERSTEEG
et alii (1980) e confirmados por SEYMOUR et alii (19%91a), que em
estudos com as duas fragOes da pectinesterase extraida da polpa
de toranjav“Marsh” encontraram que as fracOes termoladbil e ter-
morresistente eram completamente inativadas a &65°C e 85°C, res-
pectivamente. 0s wvalores de D a 739, 80° e 85°C para a fracio
termorresistente adicionada ao suco de taoranja (10,8° Brix;
pH=3,3) foram 13,66; 2,77 e ©,3 min, respectivamente e o valor Z

foi 6°C.
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As propriedades cinéticas das isoenzimas da pectinesterase
s3o dependentes da temperatura e pH (VERSTEEG et alii, 1980). Em
geral, 4quando se deseja inativar a pectinesterase usa-se trata-
mento térmico ou/e combinac3o de calor e pH (BISSET et alii,
1933, EAGERMAN & ROUSE, 1976; VERSTEEG et alii, 1980). ROUSE &
ATKINS (1952, 1953) estudaram a relac3o entre tempo e temperatura
na inativa¢3o térmica da pectinesterase no suco de laranja, mos-
trando que a inativa¢3do pode ser feita a baixas temperaturas se o
pH do suco for reduzido.

NATH & RANGANNA (1981) usaram nos seu experimentos amostras
enlatadas mamao em pedagos com pH - 3,8 e 4,0 e encontraram que a
taxa de inativac3o da pectinesterase era ma;or a pH 3.8 do
que a pH 4,0. OWUSU et alii (1988) usaram nos seus experimentos
suco de laranja concentrado e congelado, reconstituido com dgua e
suplementado com pectinesterase citrica comercial, para se ter
uma atividade de 1,5 unidades PE/ml suco. Os autores conseguiram
a inativac3o da pectinesterase com o abaixamento do pH até 2,0 em
lugar do tratamento térmico. Esta diminui¢30 do pH foi obtida pe-
lo tratamento do suco com resina de troca catifnica e pela adic¢3o
de HC1 concentrado. O tratamento com resina diminue o pH do suco
de 3,73 para 2,0 e inativa completamente a Pectinester;se, apos
20 min de contato. No tratamento com HCl concentrado também ha
uma queda da atividade de 1,4 unid. PE/ml a niveis n3o0 detecta-
veis apos 20 min. Esse abaixamento do pH parece ser suficiente
para inativar as trés formas de pectinesterase.

A inativac3o da pectinesterase € de grande importincia na

inddstria de sucos citricos concentrados. A pectinesterase atua
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sobre a pectina naturalmente presente nestes sucos, resultando na
formac3o da pectina com baixa metoxila¢3o, que se combina com
lons polivalentes formando pectatos gelatinosos e clarificando o
suco. A inativac¢do térmica da pectinesterase deve ser cuidadosa-
mente controlada para evitar modificacodes indesejaveis na sabor

destes sucos (ROUSE & ATKINS, 1953).

Nos estudos de inativac¢3o teérmica da pectinesterase no suco
de laranja a inativac3o da enzima foi mais rdpida no suco concen-
trado (409 - 50° Brix) do que no suco natural (12© Brix) (BISSETT
et alii, 1933, CARROL et alii, 1957; McCOLLOCH et alii, 195&). Ja
MARSAHLL et alii (19853), encontraram que a velocidade de inativa-
¢30 térmica da pectinesterase em sucos de lafanjas com 109, 209,
30° e 35° Brix n3o apresentavam diferencas significativas. Contu-
do o0s sucos com 4092 e 500 Brix pelo contrario, apresentavam um
decréscimo na sua velocidade de inativa¢3o e n3o obedeciam a ci-
nética de 12 ordem, indicando que a concentra¢3o de sdlidos sold-
veis atuvava como um efeito protetor da enzima.

CHANG et alii (1963), estudaram o retardamento da gelatini-
za¢cdo do puré de mamdo, causada pela a¢3o da pectinesterase quan-
do se aumenta a concentracdo de sacarose. Este aumento da concen-
tracdao de sacarose afeta apenas a velocidade de hidrdlise e nio o
grau de hidrolise ao mesmo tempo que, dificulta a 1nativag¢3o da
pectinesterase, atuando a sacarose coumo um agente protetor. Os
autores sugerem que o mecanismo de prote¢do da pectinesterase pe-
la sacarose e muito complexo, envolvendao varios fataores como:
meio com baixa atividade de dagua, inlerac¢3o pectina-protetor e

interfereéncia no sitio ativo da enzima.
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Os estudos no puré de mamS8o foram realizado na faixa de pH
6,0 a 9,0, e n3o foram realizados estudos sobre a cindtica de
inativacdo da pectinesterase.

Varios autores estudaram a ag30 de agucares (glicose, saca-
rose) e poliois (sorbitol, glicerol) na estabiliza¢3o de protei-
nas, como, alfa-quimiotripsina, quimiotripsinogénio, lisozima,
ovalbumina, conalbumina (ARAKAWA & TIMASHEFF, 1982; BACK et alii,
1979; LEE & TIMASHEFF, 1981).

Estes autores, verificaram que a sacarose n3ou induzig mudan-
¢as na estrutura conformacional das proteinas estudadas. Dessa
maneira, O seu e%eiéo estabilizante foi explicado como sendo de-
vido ao aumento da temperatura, na qual a velgcidade de desnatu-
racao era maxima. LEE & TIMASHEFF, 1981, verificaram tambeém haver
uma relagdo linear entre a concentragdo de sacarose e a
temperatura de velocidade de desnatura¢3o maxima.

A adi¢do de sacarose aumenta a barreira energética (energia
de ativac¢do) entre o estado nativo e o desnaturado da proteina,
tornando o primeiro, termodinamicamente mais favoravel. 0 aumento
da energia de ativac3o de desnaturac3o pode ser devido a mudancas
nas propriedades fisico-quimicas do sistema (ARAKAWA & TIMASHEFF,
1982; BACK et alii, 1979; LEE & TIMASHEFF, 1981).

As proteinas s3do estabilizadas geralmente pela combina¢3o de
ligagdes de hidrogénio, interac8es eletrostaticas e interacSes
hidrofdbicas. A contribui¢3do das intera¢Bes eletrostaticas e 1i-
gacoes de hidrogénio no efeito estabilizante da sacarose é mini-

ma. Ja as intera¢les hidrofdbicas podem ser consideradas as res-—

ponsaveis pela estabiliza¢3o das proteinas. 0Os autores mostraram



que a intera¢3o hidrofdbica entre pares de grupos hidrofdbicos &
mais forte nas solucOes de sacarose e glicerol do que na adgua pu-
ra. Este € o mecanismo pelo qual o agucar e o poliol, em geral,
podem estabilizar as proteinas na desnaturacio térmica (ARAKAWA &
TIMASHEFF, 1982; BACK et alii, 1979).

A cineética da desnaturzc3o das proteinas estudadas mostraram
qQue, para uma dada temperatura o Kf € uma func3o da concentracio
de sacarose, decrescendo com o aumento de concentracio da mesma
(LEE & TIMASHEFF, 1981).

LEVI et alii (1985) trabalhando com produtos de mam3o, com
atividade de agua intermediaria, verificaram que o branqueamento
dos pedagos de mam3o usando agua em ebulic3o inativava quase to-
talmente a pectinesterase. Enquanto que, ao se fazer branqueamen-
to com xarope de sacarose em ebuli¢3o observava-se ainda uma alta
atividade da pectinesterase, indicando um possivel efeito prote-
tor do agucar.

Como a atividade da enzima nas frutas varia consideravelmen-
te, pode-se utilizar no processamento térmico um lote com ativi-
dade mais alta do que a usada naos estudos do tempo de inativac3o
termica (TIT), o que levaria ao cilculo de um tempo de processo
inferior ao necessario para inativar completamente a enzima. Isto
se deve ao fato do valor D da enzima apenas reduzir de 90¥% a ati-
vidade enzimatica, independendo da atividade inicial (NATH &

RANGANNA, 1980. 1981, 1983).



2.3. Aspectos gerais sobre a Matéria-Prima

Entre as frutas tropicais, o mam3o & considerado uma das me-
lhores, devido particularmente as suas Propriedades organolépti-
cas, suculéncia, paladar delicado, facil digest3do, fonte de prd-
vitamina A e principalmente vitamina €, sendo consumido "in natu-
ra” ou na forma de produtos industrializados. A parte comestivel
do mam3o contém vitamina C na faixa de 46,6 - 125,9 mg/100g e um
conteddo de vitamina A, calculada como beta~-caroteno, na faixa de
1600-6347U1/1009 (CZYHRINCIW, 1949; MEDINA et alii, 1980; PAL et
alii, 1980; SALUNKHE & DESAI, 1984; SELVARAJ et alii, 1982; SEL-
VARAJ & PAL, 1982; JAGTIANI et alii, 1988).

0 mam3o "formosa" € um fruto alongado, resultante do cruza-
mento do mams3o "Sunrise Solo” com um tipo de mam3o da Costa Rica,
de polpa vermelha, pesando em média 900g. Sua polpa & vermelhao-
alaranjada e de 6timo sabor, se prestando bem para a obteng¢3o de
produtos industrializados (LUNA, 1986&).

Um outro fator importante para o processamento industrial,
que se deve destacar € a baixa acidez que o mam3o apresenta em
relac3o as frutas em geral. A polpa apresenta valores de pH entre
4,9 e 6,0. 0s dcidos mdlico e citrico s3o os Principais acidos
que caracterizam quimicamente esta fruta, havendo no entanto um
decréscimo na concentrac3o do dcido malico durante a maturag¢io
(AUNG & ROSS, 1965; CHANG at elii, 1971; SELVARAJ et alii, 1982;
SELVARAJ & EAL, 1982; JAGTIANI et alii, 1988) .

Os principais carboidratos presentes no mam3o <50 agucares

(sacarose, glicose e frutose), e uma quantidade minima de amido
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(SELVARAJ & PAL, 1982). No mam30o maduro o acdcar predominante & a
sacarose (48,3%) seguido pela glicose (29,0%) e frutose (21%)
(SALUNKHE & DESAI, 1984).

0 mam3o contém enzimas como dcido ascdrbico oxidase, catala-
se, invertase, papaina, peroxidase e pectinesterase sendo as duas
dltimas termorresistentes (AYLWARD & HAISMAN. 1969). A atividade
de algumas enzZimas resulta na perda do dcido ascdbicou pelo acido
ascorbico oxidase, a invers3o da sacarose pela invertase, e o de-
senvolvimento de aromas indesejdveis pela ac3o a peroxidase
(AYLWARD & HAISMAN, 1949; CHANG et alii, 1973; CHANG & KWOK,
1975, CZYHRINCIW, 15469).

GARCES (1963) citado por CZYHRINCIW (1969) indica a peroxi-
dase como sendo uma das enzimas presente no mam3o, porém em quan-
tidade . pequena quando comparada com a de outras frutas. A ati-
vidade da peroxidase expressa como PZ & no mam3o maduro de
©,003-0,009, no abacaxi maduro ©,05, na mac3 0,046, e na casca de
laranja amarela ©,084.

PAL & SELVARAJ (1987) se referem também a presenca da pero-
xidase no mam3o, mostrando haver um aumento de atividade da enzi-
ma durante o amadurecimento. Por outro lado, DRAETA et alii
(19735); AUNG & ROSS (1965); SALUNKE & DESAI (1981) e LEVI et alii
(1985) indicam que a peroxidase esta ausente no mam3o.

NATH & RANGANNA (1981) trabalhando com mam3o acidificado
também n3o encontraram peroxidase.

A pectinesterase tem um papel vital no amadurecimento das
frutas, mas por outro lado atua nos grupos metdxidos da pectina

retirando-os e transformando-a em acido péctico, que se liga ao
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cidlcio presente na polpa de mam3o geleificando-a. A atividade
dessa enzima pode ser controlada pelo abaixamento do PH e/ou por
aquecimento (AYLWAND & HAISMAN, 1946%9; CHANG & KWOK, 1975; CZYH-
RINCIW, 1969).

NATH & RANGANNA (1981) trabalharam com mam3o acidificado
(pH 3,8 -~ 4,8) determinando a curva de tempo de inativacdo térmi-
ca e o tempo de reducd3o decimal da pectinesterase no Xxarope homo-
geneizado e na polpa. Os resultados mostraram que em pH 4,0 o va-
lor D 100°C ds enzima & de ©,80 min cnguanto 3 PH=3,8 o valor D
1@0°C ¢ de ©,69 min. Este fato e bem explicado Ja que quanto mais
proximo do pH Otimo (7,0 - 8,0) mais ativa esti a enzima, sendo
mais dificil sua inativac¢3o.

f ]

2.4. Aspectos gerais sobre a Microbiologia do Mam3o

Na grande maioria das frutas, os microorganismos de impor-
tancia, como agentes potenciais de deteriorac8o, s3o os bolores,
leveduras e algumas bactérias n3o esporogénicas, particularmente
as bactérias 1ldticas (DASTUR et alii, 1948, LEITA0, 1973;
NANJUNDASWAMY et alii, 1973).

Todos esses microorganismos, salvo raras excessOes, apresen-
tam como caracteristica comum, uma baixa resist&ncia térmica. Eg—
te fato aliado ao pH 3dacido das frutas faz com que os tratamentos
térmicos, wvisando a preservacio dos produtos de frutas, sejam
realizados a temperatura miaxima de 10@°C (DASTUR et alii, 1968;

LEITX0, 1973).
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No caso do mam3o, o resultado de exames microbioldgicos fei-
tos na polpa congelada e na polpa com conservantes, mostrou a
Presenca de bolores, leveduras e uma elevada contagem de bacte-
rias laticas (LEITXO, 1973).

PERALTA et alii (1973) estudaram as caracteristicas morfolo-
gicas e fisioldgicas de microorganismos isoladas de latas de ma-
m3o em pedacos acificado, que sofreram subprocessamento térmi-
co. Foram obtidos 3 isolados de vdrias latas, examinadas apds um
més de estocagem a 30°, 372 e S55°C gu ate o aparecimento de si-
nais de deteriorac3o. Dos trés isolados, dois eram bastonetes
Gram positivos, ndo esporulados, microaerdfilos, méveis e nao
produtores de catalase. E o outro, era de cocos, Gram positivos,
nao esporulados, microaerdfilos, mdveis e produtores de catalase.
No estudo da resisténcia térmica desses microroganismos isolados,
se observou que o valor de D em tamp3o fosfato (0,25-2,55 min)
era maior que no mamao em pedacos (0,29-0,7Q min).

NATH e RANGANNA (1981) confirmaram, através de testes micro-
bioldgicos, que a flora naturalmente presente nas latas de mam3o
em pedacos acidificado, subprocessadas (97°C, 4 min) era composta
de cocos Gram positivos e Gram negativos e de bacilos Gram posi-

tivos nd8o esporulados.
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2.5. Aspectos gerals sobre Clostiridium easbewrianum usado
como indicador de esterilizacSo em alimentos dcidos

0 &1 pasteurianum juntamente com Clostridium butirycum per-

tencem ao grupo dos anaerdbios butiricos, sendo mesofilos, n3o
proteoliticos e formadores de esporos. Fermentam carboidratos
(acdcares, amido, pectina) produzindo acidos butirico e acético,

alem de gases como didxidos de carbono e hidrogénio. NZo s3o pa-
togénicos, mas padem causar grandes perdas econdmicas em alimen-—
tos acidos termcprocessados, como tomate e certas frutas. 0 de-
senvolvimente do £7. pasteurianum e do & butiryoum nesses pro-
dutos € caracterizado por odor butirico e produ¢3o de gases, que
levam ao estufamento das latas (INGRAN, 19269; LAKE & LYNT, 1984).

0 & pasteurianum & uma bactéria muito encontrada no solo,
apresentando alta telerancia ao agucar e ao meio acido. Os ali-
mentos s3o contaminados através de residuos do solo e n3o durante
0O pProcessamento. A dgua pode algumas vezes ser o transportador
dessa bacteéria.

Os Clostridium anaerdbios butiricos s3o capazes de esporular
e se desenvolverem em alimentaos com pH de 3,7 e acima. Existem
referéncias sobre seu desenvolvimento em suco de pera com
PH 3,35, mas do ponto de vista comercial o pH limitante o consi-
derado 3,7. A resisténcia térmica € menor do que a dos Clostri-
dium anaerdbios proteoliticos (INGRAN, 1949; LAKE & LYNT, 1984

TOWNSEND, 1939).

Os resultados dos testes de resisténcia termica dos esporos

-

de £!. pasfeuriznum, em suco de tomate, mostraram que & 10@°C, o

suco com pH 4,5 precisava de um tempo duas vezes maior, para des-—
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truir os esporos que a pH 4,1 e aproximadamente 5 vezes mais que
a pPH 3,8. Isto demonstra, que a reduc3o do pH da fruta, pela adi-
¢3o de dcido, tem um efeito considerdvel na resisténcia térmica
dos esporos, reduzindo os tempos necessirios Para a esteriliza-
¢3o. Esta seria uma alternativa para substituir um processo seve-
YO que causa consideraveis danos as frutas termossensiveis (TOWN-
SEND, 1939).

Os esporos de 7. pastewrianus usados por TOMNSEND (1939,
em ensaios de resisténcia térmica foram obtidos a partir de cul-
tivos em meio de figado incubados 3 3@°9C por 20-2¢ dias, em con-
di¢8es de anaerobiose. A cultura foi concentrada por centrifuga-

[ =4

¢30 e estocada & S9C, em uma aliquota de meio de figado.

Ja BOWEN & SMITH (1955) conseguiram elevadas concentragodes
de esparos de 1. pasteurianum cultivando-o em caldo de glicose
"(Dextrose Broth) a 3% (P/VU) com 0,8% (P/V) de extrato de levedura
e adicionando-se, apods 4B horas de incuba¢3o 3 30°C em anaerobio-
se, wuma solucao estéril de CaCOz a 1% para tamponar o meio de
cultivo na faixa de pH 5,4-5,7, dtima para a esporulac3o.

PERKINS (1964) e varios pesquisadores [CREED et alii, 1951;
COLLIER; ZOHA & SADOFF; TSUJI & PERKINS citado por PERKINS
(1964)1 wusaram uma técnica diferente Para a esporulagao de 7.
Charaomaecharol vl Lo, cl. rogeum, PR S8R e O Cearal
bululinuw, esta consiste no prolongamento da fase exponecial de
crescimento e sincronizacdo da etapa de crescimento, através de
uma serie de transferéncias, progressivamente até um volume gran-
de de meio, induzindo dessa maneira uma esporulac3o abundante. A

importancia dessa técnica € trazer um grande numero de células

para maturidade e eventual esporula¢g3o quase ao mesmo tempo.
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3. OBJETIVO

0O objetivo deste estudo foi estabelecer o procescsamento tér-

mico requerido, visando a seguranca microbioldgica do produtoc en-

latado, através do estudo da cindgtica de inativa¢3o termica das
enzimas termorresistentes, presente na polpa de mamiao “"formosa®”
(Cavica papaya L .) acidificada(pH 3,8), com ou sem adig3o de

Sacarose.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1, Matéria-Prima

A mateéria-prima usada neste estudo foi o mam3o “Formosa”,
com maturag3o uniforme (proporc3o de amarelo na casca igual a de
verde, estabelecida visualmente).

Nos testes de laboratdrio foi usada:

A) a polpa de mamdo acidificada com 3cido citrico (pH
3,8), pois segundo NATH & RANGANNA (1981) neste pH a taxa de ina-
tivac3o da pectinesterase € maior aue em outros valores de pH.

BY) a polpa acidificada misturéda com sacarose de. maneira a
se obter concentragdes de 209, e 300 Brix.

Nos ensaios de planta piloto foi usada a polpa de mam3o aci-
dificada com 3dcido citrico (pH 3,8), sem adig¢do de sacarose,
acondicionada em latas de 1Kg (99,5 x 118mm) com revestimento de

verniz epoxi.

4.2. Esquema da metodologia para estabelecimento do processa
térmico adequado para a polpa de mam3o “formosa" acidi-
ficada (pH = 3,8)

A - Caracterizag3o do produto

Al - Quimica e bioquimica
pH
Acidez total
Sdlidos soluveis (9Brix)
Atividade enzimatica da peroxidase
Atividade enzimatica da pectinesterase

A2 - Microbioldgica
Determinac3o da carga microbiana da polpa
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Ensaios com o indicador de pasteurizac3o de ali-
mentos dcidos (£7. pasteurianum)

B - Preparo da polpa de mam3o "formosa' para os ensaios
em labaoratdrio e em planta piloto

Bi - Determinacio da cinética

- De inativa¢3o térmica da enzima pectinesterase na
Polpa de mam3do "formosa" acidificada (pH = 3,8),
com ou sem adi¢3o de sacarose.

- De destruig¢3o térmica do 7. pasteurianum na polepa
de mam3o “formosa'"” acidificada (pH = 3,8), sem
adi¢c3do de sacarose.

..C - Cdlculo dos valores D e Z da enzimu e do micrarganismo

indicador e estabelecimento do valor F requerido

Baseou-se na compara¢3o dos parimetros cinéticos segundo o

seguinte esquema

Determinar parametros
cinéticas do microrganismo
e de enzima na polpa

Enzima mais Estabelecer o
comparar ~ termorresistente processamento
1 T > téraico baseado

parametras no F da enzima

cinéticos

!
|
!
!
\y  teraorresistente \V

] microrganismo
| mais
Estabelecer Ensaias do pracesso
o0 processamento em planta piloto
térmico haseado no > e calculo do Fp

F do microrganismo t

N2
Validar o pracesso:
mediante ensaio de
embalagens inoculadas,
seguranga microbioldgica
e atividade remanescente
da enzima

G)
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D - Processamento em planta piloto

D.a. - Determinac3o do ponto frio da lata atraves do
perfil de temperatura de diversas posicOes

dentro da lata

D.b. - Estabelecimento do tempo de processo adequado
através do perfil de temperatura, do calculo
da taxa de inativa¢3o0 (I) e do valor de Pas-

teurizagi3o (Fp)

E - Seguranga microbioldgica

E.a. - Ensaio de processamento na planta piloto com
0 tempo de processo adequado determinado em

D.b.
E.b. - Ensaio de embalagens inoculadas

4.3. Caracterizag¢io do Produto

Foram wusadas 17 amostras diferentes de polpa de mamiu "for-
mosa”, preparadas conforme o item 4.8, nas quais foram determina-
dos pH, acidez total, sdlidos soluveis (©9Brix).

Em 7 dessas amostras foi determinada a atividade de peroxi-
dase e nas outras 10 amostras foi determinada a atividade de pec-

tinesterase.



- 0 pPH foi medido diretamente no potencicometro DIGIMED -
DMPH-2 .

- A acidez total foi expressa em dcido citrico, segundo mé-
todo da A.0.A.C. 22058,1984.

- Os sdlidos soldveis (9Brix) foram medidas em refratdmetro
ABE. segundo método A.0.A.C., 22024, 1984

- A atividade de peroxidase foi determinada conforme item
4.4,

- A atividade da pectinesterase foi determinada conforme

item 4.35.

4.4. Determinac3o da atividade da peroxidase

Para wverificar a atividade de peroxidase nas amostras de
polpa de mamdo "formosa' foram usados os métodos propostos por
NEBESKY (19350) e por SILVA (1984). Para se checar a eficiéncia
desse metodos, foi determinada a atividade de peroxidase em mag¢3a
e pera, frutas cbm um alto teor de peroxidase. 0Os resultados des-
sas determinacles foram comparados com os encontrados em SILVA

(1984)

a) Método proposto por NEBESKY (1950)

0 método qualitativa pProposto paor NEBESKY (1959) cansiste
de:
Em um tubo de ensaio contendo 1ml de polpa de mam3o “formo-

sa”, adicionou-se 9ml de dgua destilada, iml de HpoOp a 0,3% e 1ml
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de solu¢ado de guaiacol 2 1% em etanol. 0 desenvolvimento da cor

marrom avermelhada indicawva a Presengca de peroxidase atiwva.

b) Metodo proposto por SILUA (1984)

Preparou-se inicialmente um extrato enzimdtico que consistia
na mistura, em proporgdes iguais, de polpa de mam3o e agua desti-
lada gelada.

Em um erlenmeyer de S5@ml foram adicionados 20ml de soclug3o
tampdo fosfato ©,2M, pH 6,0 e 1iml do extrato enzimatico, que a
seguir foli deixada a 209C por S minutos ate estabiliza¢3o da tem-
peratura sendo adicionado iml de guaiacol 3 1% e iml de HoOp a
9,3%, homogeneizando-se rapidamente. A seguir procedeu-se a lei-
tura em espectrofotBmetro spectranic 20 (BAUSCH LOMB) de amostras
de 10ml, efetuando-se 10 leituras sucessivas com intrvalos de 1
minuto, a 470mm previamente calibrado. Como controle para a rea-
¢do enzimdtica foi utilizado um tubo de espectrofotdmetro conten-
do a mistura reativa com excess3o do perdxido de hidrogénio.

Segundo SILVA (1984) uma unidade da enzima foi definida como

a dquantidade de extrato enzimatico que provocou um aumento na ab-

sorvéncia de 9,001 unidades 2or minuto.

1]
ja3]



/\ absorvancia da amostra x diluic3o

Peraxidase (unidades/ml) = —==m-oomemmooe o __

2,901 x th X volume da amostra

t = tempo de leitura em minutaos At =19 min

/\ absorvancia = absorvdncia a3 t = 10 ain - absorvancia a t = @ min

4.5, Determina¢3o da atividade da pectinesterase

A atividade da pectinesterase foi medida pelo meétodo de
KERTESZ (1955). 0 método consiste na titulag3o dos grupos carbo-
xilicos liberados em S@ml de uma solucdo de pectina citrica (Sig-
ma) a 1% em Nacl ©,1M, na qual se adicionou 2ml do extrato enzi-
matico. O pH da mistura de reac3o foi mantido a 7,5 durante 5 mi-
nutos pela adic3o de NaOH @,01N, sob agitac3o continua. A tempe~
ratura da reac3o de mistura foi mantida a 30°C em banho de
dgua. A unidade (u) de pectinesterase foi definida como o nudmero
de miliequivalentes de éster hidrolisado por minuto apH 7,5 e a
30°9C e a atividade da pectinesterase foli expressa como FPEu

” e
1¢%/ml de extrato enzimatico.

Cilculo da atividade do g -itinesterase

miliequivalente volume .
de Na OH sml X Na OH gastos
PEWI0F /Ml = mmmmmmmmme . x 104
tempo de volume de
reagao X amostra

Y

S
~J



4.5. Determinag¢3o da carga microbiana na polpa de mamio

“formosa”

Foi realizada a contagem do ndmero total de microrganismos
mesofilos, de bactérias ldcticas e de bolores e leveduras na pol-
Pa de mamdo acidificada (pH 3,8) e na polra acidificada mistu-
rada com sacarose, segundo o método da A.P.H.A., (SPECK, 197&).

Preparo da amostra - Dez gramas de Polpa de mamdo foram sus-—
pensas em 9@ml de dgua peptonada (0,1% P/V) estéril, a partir
desta primeira dilui¢3o decimal foram Preparadas diluigCes de-
cimais sucessivas até 1:104 com dgua peptonada (@,1% P/V) esté-

ril. Foi feito o plaqueamento em Profundidade e em duplicata.

a) Contagem total de mesdtilos
meio de cultura: AGAR padrio de contagem (PCA)

condi¢Ges de incubag8o: 379C, 48h .

b) Contagem d2 bactdrias ldticas
meio de cultura: MRSbroth + 1,54 AGAR

)

condi¢3o de incubaclo: 379C, 48h .

c) Contag2am de bolu. .. e leveduras
meio de cultura: AGAR batata glicose acidificado pH = 3,5
(PDa»

condi¢des de incubacfo: 309C, 3-5 dias



0s resultados das contagens foram exPressos como unidades

formadoras de colonias por ml . (UFC/m1)

4.7. Ensaios com 0 indicador de Ppasteurizagio de alimentos

acidos (7. FREE R X 3 )

I - Esporulacio do L1 pasfeurianm

A cultura do &7, Fasieurianus FTPTA 9203 usada foi obtida na
Fundac3do Tropical de Pesquisa e Tecnologia "ANDRE TOSELLO"™ (FTP-
TA) liofilizada. Esta foi ativada em meio de infus3o de figado
(DIFCO), estratificada com Vaspar estéril e incubada a 30°C por

24 horas e armazenada a 40¢C
Métodus de esparulacio

Para se utilizar este Mmicrorganismo foi necessario produzir
um lote de esporos de alta resisténcia térmica, sendo testadas

trés métodos de esporulag3o:

a?) Baseado em BOWEN 2 SHMITH (1933)

Me2igo de cultuvra - caldo glicosado a 3% (P/V) + 9,8Y% (P/V)
extrato de levedura (19 ml/tubo), apds 48 horas de incubac¢io
adicdo ao meio de 1% de CaCo0g.

Indeulo - Cultura de G5 pastewrianum de 24 horas (1 ml/tu-
bo)

Condi¢Ges de incubacio - Jarra de anaerobiose 3 3@0C

A £
s s
T i



b

Tempo de incubaglo - crescimento - 48 horas

~ esporulag¢ao - 48 hoaras

Baseado em TOWNSEND (1939)

Meio de Cultura - Meio de infus3o de figado (DIFCO) + pregos
de ferro nao galvanizados

(30ml + 3 pregos de ferro nic galvaniza-

dos/tuba)
Indculo - Cultura de &}. pasfeurianum de 24 horas (3ml/tubo)
Condi¢Bes de incuba¢3o - Jarra de anaercbiose a 309C
Tempo de incuba¢do - 20 dias

Recuperacdo dos esporos - Centrifugagdoc a 2500 RPM/15 min.
- Ressuspensio em agua destilada
esteril
- Centrifugagdo a 2500 RPM/1S5 min.

~ Estocagem a 4°9C

Baseado em REED et . al. (1951)

Meio de cultura - Meio de2 infusdo de figado + pregos de
ferro ado galvanizados
(12ml/tubo)
Indcule - Suspensdo de esporos do ). pasfeyrianas ativadus
a 1009C/2 min. (TOWNSEND, 1939) (iml/tubo)
Condi¢8es de incubaco - Tubos estratificados com wvaspar

estéril e incubados a 30°C

33
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Transferéncias

Todos

esteril

Qs

tubos

Tubo com iml inoculo + 1oml de
meio de 1infus3o de figado

309C/24 horas

Inoculac3o em tubos com 10ml
de meio de infus3io de figado +

1 prego de ferro 39°C/24 horas

Tubos com 19ml de meio de in-
fus3o de figado + 1 prego de

ferro 309C/24 horas

Erlenmeyer de 259ml com SOml
de meio de infus3o de figado +

S pregos 30°C/24 horas

Erlenmeyer de 3 litros com 2

litros de meio de infusao de

figado + 12 pregos de ferro
329C/1 semana

28°C/2 semanas

e erlenmeyer foram estratificados «com Vaspar



Recuperacdo dos esporus - Filtracao atraves de camada de
gase esteril
- Centrifugaclo a 2500 RPM/13 win.
~ Ressuspensao em agua destilada es-

téril e estocagem a 49C
Mdtodos de Quantificacl¥o dos espaoras de 77, pawlewr [anum

Fui wutilizado o metodo do numero mais provavel (NMP) usandou
o caldo de infusdo de f.gado (DIFCO) (9ml/tubo) para gquantificar
a suspensio de esporos de £]. pasteurianum obtida pelus wmeloudous
citados em UL e ¢ ativada a 1009C/2 wmin. (TOWNSEND, 1939) e res-

friada em banhou de gelo.
II - Ensalo de crescimento &1, pastewrianuar no alimento

Eole ensalo foi realizado para verificar a capacilidade
do 1. pasteurianum Crester npa polpa de mam3o “formosa”™ acidi

ficada (bH  3,8) ¢ na polpa acidificada com adig3do de sacarose

para se obler cuncentracies de 209 e 309 Brix

Técnica

- Foram esterilizados a 121°C por 15 min., 9 tubos com %ml

de polpa de mamdo preparada de acordo com item 4.8, sendo:

# 3 tubos com polpa de mam3o sem adigao de sacarose



¥ 3 tubos com polpa de mam3oc com adi¢3So de sacarose ate
209 Brix

% 3 tubos cam polpa de mam3o com adig¢do de sacarcse ate

309 Brix

Foi feita a exaust3o dos tubos com polpa de mamao aquecen-
do-se a 1009C/10 min. e resfriando-se em banho de agua

fria para evitar a reabsor¢3oc de oxigénio.

0s tubos foram inoculados com S5ml da suspensao de esporos
previamente ativada (1009C/2 min.) (TOWNSEND, 1937) e es-
tratificados com VASPAR esteril antes de incubadaos a 30°C

Foi observada a produc3o de gds a partir de 2 ate 15 dias.

Um tubo com polpa sem inodculo, mas estratificado com

VASPAR e incubado a 30°C foi utilizado como controle.



4.8. Preparo da polpa de mamdoe “Formosa” acidificada

{(pH 3.8 para o0s testes de labaratdrio

(proporgdo de amarele na casca igqual a de verde)
]
N/
RETIRADA DAS EXTREMIDADES
!
\'%
DESCASCAMENTO
{
v
REMOCAD DAS SEMENTES
!
Y
CORTE EM PEQUENOS PEDACOS
!
s
TRITURACXO €M LIQUIDIFICADOR
(5 ain)
|
\
PENEIRAMENTO

------------- | pH
| PoLPA | --) MEDIDAS | O BRIX
------------- | Atividade de peroxidase

| Atividade de pectinesterase
ADICXO DE AC. CiTRICO

a
!
1
ATE pH 3,8 . 3

| 1
v v
Acondicionamento em sacos Adigao de sacarose Adigao de sacaragse
de polietileno (299ml1/saco) (agucar cristal) (agucar cristal)
ate 29° Brix ate 399 Brix
Acondicionamento em sacos Acondicionamento em sacos

de polietileno (29%ml/saco) de polietileno (20€ml/saco)

¥
Congelamento e

Estacagem em Freezer a -189C

Quando requerida a polpa foi descongelada e usada nos

saios de laboratario

en-—



4.9. Preparo da polpa de

mam3o “Formosa” acidificada
{(pH

3,8) para os testes na planta piloto

{quantidade de amarelo na casca igual a de verde)
|
v
LAVAGEM
|

¥
RETIRADA DAS EXTREMIDADES
I
|
DESCASCAMENTO
[
v
REMOCAD DAS SEMENTES
I

v
CORTE EM PED?CUS PEQUENOS

¥
TRITURACAO EM LIQUIDIFICADOR SEMI-INDUSTRIAL

(S min)
|
v
————————————— I pH
| POLPA | --) MEDIDAS | © BRIX
_____________ l
ADICA0 DE !
AC. CIiTRICO ~~—m~ommmmm e e e 31
ATE pH 3,8 v

\Z
AQUECIMENTO EM}TACHD ATE 400C

ENLATAMENTO (1,5 cm de espago livre e 7¢0 g?
|

v
EXAUSTAD
{

v
RECRAVACAD
{

v
PROCESSAMENTO TERMICO

(banho de a)l
ho de 384

t = 10-20 minutgs(*¥)
|

v
RESFRIAMENTO
(banho de agua corrente)
tr = 42 minutos

(%) Temperatura da dgua em ebulic3c em Campinas - SP.

(#%) Variando de acordo com processo e medido a partir da imers3o no banho de
agua quente ate o final do aquecimento.
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4.19. Testes de inativac3o térmica da pectinesterase

A taxa de inativac¢3o termica da pectinesterase foi determi-
nada pela imers3o de tubos TDT n3o selados (9 x 97mm) em banho de
6leo ajustado para a temperatura desejada (precis3o * ©,5%). Os
tubos foram calibrados para 2ml e a polpa de mam3o "formosa' in-
troduzida nos mesmos, a temperatura de aproximadamente 279C. O
tempo de retardamento térmico ("LAG”) foi determinado para atin-
gir cada temperatura testada, colocando-se um termopar ECKLUND
tipo agulha neo centro geométrico do tubo. Doze tubos similares
com 2ml de polpa de mamdoc "formosa” foram colocadas no banho de
6leac. Os tubos referentes ao tempo zero foram retirados apds a
fase de lag e colocados imediatamente em banho de gela. Apds cada
tempo de amostragem foram retirados dois tubos TDT e colocados
imediatamente em banho de gelo. A polpa de mam3o "formosa" de ca-
da tubo foi quantitativamente extraida com 1Qml de solugao de
Nacl a 10% (AUNG & ROSS, 1945) e a atividade da pectinesterase %oi
determinada no extrato global, utilizando-se -0 metodo de KERTESZ
(1935), conforme indicado no item 4.3.

As temperaturas dos ensaios de inativag¢do térmica da pecti-
nesterase foram 739C, 779C e 80°C e os tempos de amostragem 9,13;
©,30; 0,5; 1,0; 2,9; 5,0; 12,2 e 15 minutos. Para cada condigdo
foram feitos trés experimentos com cada tempo de amostragem em

duplicata



4.11. Ensaios para verificar a infludncia da concentracdo de

sacarose na estabilidade térmica da pectinesterase

0 objetivo desse ensaio foi verificar como a adi¢3o de saca-
rose influenciava o valor D da enzima pectinesterase.

0 estudo dessa influéncia foi feito através da cinética de
inativa¢3o térmica da pectinesterase. Foram usadas a polpa de ma-
m3do “formosa" acidificada (pH 3,8) e a polpa acidificada com
adi¢3o de sacarose para se obter concentracSes finais de 20° e

309 Brix.

Foi wusado o méetodo de tubos TDT n3o selado, para o estudo

de inativag3do térmica. (ver 4.10.)

As temperaturas dos ensaios de inativa¢3oc teérmica da enzi-

ma pectinesterase foram 75°9C e 80°C.

Foram wusados o0s seguintes tempos de amostragem: ®,19;

2,39; ©,3; 1,0; 2,0; 5,0;; 10,0 e 19 min.

Para cada condig¢3o foram usados trés lotes de mam3o.

Foi determinado o wvalor de D da enzima pectinesterase.

(ver 4.13.1)

“
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4.12. Determinacg3o da resisténcia térmica do £7. pasfeuria-

ftr na polpa de mamao "formosa' acidificada {(pH = 3,8B)

Método do frasco de 3 bocas

0 trabalho foi feito baseado na metodologia desenvolvida por

ILEVINE (1920) e descrita por STUMBO (1973).

Utilizou-se um bal3o de 3 bocas (2.09Q ml) com entrada para
termOmetro, agitador e amostra, contendo 800 ml de polpa de mam3o
acidificada e suspensao de esporos, previamente ativada. Na ati-
vagao usou-se 8ml de suspensdo de esporos, colocada em um tubo de
ensaio com 10ml de polpa de mamio acidificada, e aqueceu-se a
1009C/2 min.. AQuando a polpa de mamdo acidificada, no bal3o,
atingiu a temperatura desejada, adiciénou-se a suspensao ativada
do microrganismo. Imediatamente, retirou-se 1iml da amostra para a
contagem inicial, seguindo-se a marcac3o de tempo para a retirada
das amostras. Cada amostra foi imediatamente resfriada, diluida e
innculada em tuéos de infusio de figado para contageum do ndmero
mais provavel (NMP). Os tubos furam incubados a 392°C e a contagem
realizada apds 2 a 19 dias.

As temperaturas utilizadas nos ensaios de resisteénc . térmi-
ca foram 759, 779 e 8009L, obtidas em banho com temperatura con-
trolada (precisdo % ©,59C) e os tempos de amostragens 1,2; 2,0;

5,0 10,09; 15,0 e 20,9 minutas. Para cada condi¢do focraw feitos

dois ensalios com tempos de amostragens em duplicata.



4 13. Tratamento dos dados e determinacfo dos pardimetros ci-

ndticos da inativac8o tdrmica da pectinesterase

4.43.1. Cdlculo do tempo de reduclo decimal (D) e da cons-

tante de destruic8o tdrmica (K)

Durante o0s ensaios de inativac3o térmica da pectinesterase
enconlrados dois comportamentos diferentes indicando que
por¢ao dessa enzima era termolabil e outra termorresistente.

esse motivo usou-se o modelo descrito por LING & LUND (1978)

para se calcular o valor D e K dessas duas parcoes.

Para a por¢do termorresistente tracou-se a curva

log (%P) = lo9  ___________ - _____ Vo e

simplificada para tempos de aquecimentos prolongados, quando

e -XLt tende para zero

KR = - inclinag¢ido x 2,303
2,303
DR= -----
KR
KR ERg
A e e e

Para a porc¢ao termolabil tracou-se a curva

log (%P-4) = log



simplifticada para tempos curtas

K{ = - inclinac3o x 2,303
D, = 2,303
—RC—-

4.13.2. Cdlculao do coeficiente térmico (2)

Para o cdlculo do valar Z tragou-se a curva ''fantasmas' de
inativacdo termica das porcgdes termolabil e termorresistente. O

valor Z @& numericamente igual ao reciproco da inclina¢3o dessa

curva, obtida mediante regressio dos dados.

4.13.3. Cdleuln da energia de ativacde (Ep)

A energia de ativagio das por¢des termolabil e termorresis-

tente foram calculadas baseado em RAMASWAMY (1989) pela seguinte

equagao:

na qual Tmin e a temperatura minima da faixa estudada e Tmax a

temperatura maxima da faixa estudada.

&
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4.14. Testes de processamento em planta piloto

As latas de polpa de mam3c "formosa’” acidificada (pH = 3,8)
foram processadas a 97°C em banha de dagua na planta piloto da
FEA-UNICAMP, segundo item 4.9. Utilizou-se a pasteurizacia em
tanque de 3dgua aberto por ser um processo simples e de Fficil
aplicacdo em pequenas industrias.

ApOs 0 processamento térmico foi feita a determinac3o da
atividade da pectinesterase segundo item 4.5., sdlido soldveis e

pH segundo item 4.3., nas latas de polpa de mamao .

4.14.1, Determinacfo do ponto frio da lata -

Foram wusadas seis latas com polpa de mam3o "“formosa'" acidi-
ficada (pH = 3,8) com termopares ECKLUND em trés posicles dife-
rentes, estes termopares foram acopladaos a um registradaor de tem-
peratura. A temperatura foi registrada a cada intervaloc de 0,86

minutos. A posic30 do termopar foi como se segue:

2 latas - Termopar no centro geometrico da lata
2 latas - Termopar a 25% do fundo da lata

2 latas - Termopar a 1B% do fundo da lata

Foi construido o perfil de temperatura em funci3oc da tempo
para cada posicao do termopar nas latas. A posi¢30 que apresentou
a penetraciaoc de calor mais lenta foi considerada o ponto frio da

lata



4.14.2. Tratamento dos dados e estabelecimento do tempo de

a)

by

c)

Processo

Durante o processamento das latas de polpa de mamao "for-
mosa"” acidificada (pH = 3,8) em banho a ?279C e durante o
resfriamento em banho de 3dgua corrente, foi registrada a
temperatura atraveés do termopar ECKLUND, instalado no
ponto frio da lata, acoplado a um registrador de tempera-
tura, em intervalos de ©,86 minutas. Baseado nos valores
de temperaturas encontramos a taxa de inativag3o (I), pa-

ra a enzima em cada tempo usanda a Tpey = 770C

T-Tref/z .

i@ (Z da enzima pectinesterase)

=

H

0s dados obtidos foram analisado pelo MeTODO GERAL, fa-
zendo-se um grafico dos valores da taxa de inativag3o ou
da letalidade versus tempo de aquecimentoc e medindao-se

area sob a curva pela regra de integrag3o de SIMPSON,

desde o tempo inicial de aquecimento ate o final do res-

friamento, para se obter o valor de pasteurizag3o (Fp)
aplicado ao produto. E necessario a inclus3oc do tempo de
resfriamento no «calculo do valor Fp, pois praticamente

toda a inativagio da pectinesterase se da nesta fase.

Foram feitos ensaios usando-se tempos de processo de 1@,
15 e 20 minutos, e calculando-se os respectivos valores
de F,. Baseado na relac3o de SHIGA (1974)

(t2 = a F, + b

3 . . -
foi construido o grafico de Fp versus t&



4.15. Ensaios de processamento com tempo de pracesso

adequado

Encontrado o tempo de processo adequado, baseado na enzima
pectinesterase, foram feitos trés experimentos de processo nas
mesmas condi¢Oes para checar esse valor. Em cada experimento fo-
ram usadas seis latas, com tevrmopar ECKLUND posicionado no ponto
frio, conforme determinado no item 4.14.1. A temperatura de aque-
cimento e resfriamento foi medida através desse termopar acoplado
ao registrador de temperatura em intervalos de ©,846 minutos. 0
valor de F, foi calculado através do metodo geral, usando-se a

regra de integrac8o de SIMPSON.

4.14. Ensaios de praocessamento com a3 microflora naturalmente

presente e estabelecimento da validade do pracesso

Foram processadas 24 latas de polpa de mamao “formosa’ aci-
dificada (pH 3,8), em banho de 3dgua a $79C por 12,9 minutos.
Estas latas foram incubadas a 30°C por quatro semanas e a S50°C
por duas semanas. Caso ocorresse o estufamento era realizado o
exame microbioldgico de acordo com a metodologia indicada pelo

FDA (1984) para alimentos acidos. _

4.17. Ensaio de embalagens inoculadas

Este ensaio ol realizado com ebjetivo de se verificar se o
processamento termico foi eficiente na destruicio térmica do CF.

pasledrianum inoculado nas latas.

o o



Para se ter uma margem de seguranca, devido a variacdo da

atividade inicial da pectinesterase, este ensaio foli feito usan-
9%

do-se um F??k.: 14,7 min, equivalente a 2,3 D da por¢3o termorre-

sistente da pectinesterase {(inativagao de 97,3%). Este processo

aplicado ao produtoc corresponde a um tempo de aquecimento de 13

min., em banho de 3agua a $79C.

Apds o enchimento, as 24 latas com polpa de mamao “formosa”
acidificada (pH = 3,8) foram inoculadas com uma suspens3do de es-
poros do £I. pasfsurianum (1@% esporos/lata). Essas latas foram
recravadas e processadas em banho de ééua a 279C por 135 minutos,
sendo ent3o incubadas a 30°C por quatro semanas.

Havendo o estufamento das latas eram feitas sub-culturas, em

caldo de infus3o de figado, para verificar se havia o crescimento

do microrganismo inocculado.

L
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S. RESULTADOS E DISCUSSRXO

- S5.1. Ensaios Preliminares

S5.1.1. Caracteriza¢c3o da polpa de mam3o "Formosa" e determi-

nac3o do conteudo enzimitico de peroxidase

Na tabela 1 s3o apresentados o0s resultados da caracterizac3o

de 7 amostras de polpa de mam3o "“formosa" preparada conforme item

4.8.
Tabela { - Caracterizagdao da polpa de mawmi3o “formosa': pH, aci-
dez, sdlidos soludveis e atividade da Peroxidase

! ! | ACIDEZ TOTAL | SGLIDOS [ATIVIDADE DA PEROXIDASE (a) |
IAMDSTRA | pH | (g Ac. citrico/ | SDLUVEIS 1--- e e |
1. } ! /108g) | (9Brix) | Metodo | Metodo !
| ! { | I NEBESKY | SILVA |
| ! ! ! 1 (1950) I (1984) 1
l | ! ! | 1
It 1 4,9 | 9,112 I 11,5 | negativo | negativo |
=== ! 1- - --1 ! | !
I 2 4,9 | 8,100 | 12,8 | negativo I negativo 1
| | 1 | ! ! !
{3 149 | 9,108 I 11,8 | negativo { negativo !
- }=—- ! - ! ] l |
1 4 1 4,9 | 0,097 I 11,9 | negativa | negativo !
| ----1 Jom e |-~ --1 | {
I3 14,9 | 8,109 | 9,9 | negativo | negativo |
{-- [ | ! ! l |
| & I 4,9 0,106 I 11,0 | negative | negativo !
{ | ! l | ==~ | l
17 13,3 | 9,093 1 18,9 | negativo | negativo {
! | | | l | !
| Média | 4,96 1 0,104 [ 10,9 I -- { -—- {

(a) Extrato enzimatico (item 4.4.)

&
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A variagdo entre amostras de pH, acidez total e sdlidos so-
ldveis na polpa de mam3o "formosa” foi pequena. 0 pH se manteve
em 4,9 para praticamente todas as amostras; os sdlidas soldveis
variaram de 9,0 a 12,0C0Brix e acidez total variou entre 9,093 e
?,112g9 ac. citrico/100g.

NATH & RANGANNA (1981) encontraram , na por¢3o comestivel do
mam3o, uma variac3o considerdvel no pH (4,20 - 5,45) e na acidez
total (0,80-0,24%) . Mas a wvaria¢3o de sdlidos soldveis
(10,5-129%Brix) foi semelhante a encontrada no presente estudq.

Baseado nos resultados da Tabela 1 pode-se verificar q;e as
amostras testadas de mam3o "formosa'” n3o apresentaram atividade
de peroxidase. Estes resultados estdo de acordo com DRAETA et
alii (1983); AUNG & ROSS (19465); SALUNKHE & DESAI (1984) e LEVI
et alii (1983), que indicam a auséncia de atividade da peroxidase
no mamdo. Como GARCES citado em CZYHRINCIW (1949) e PAL & SELVA-
RAJ (1987) se referem a presenca de peroxidase no mam3o, resal-
veu-se checar a metodalogia usada para se ev{tar qualquer duvida
sobre a auséncia de peroxidase no mam3o "formosa”. Para tal, fo-
ram feitas determinacOes de atividade de peroxidase em amostras
de magd e pera, frutas que apresentam um alto teor de peroxidase
AYLWARD & HAISMAN (198?}. Os r=sultados desse ensaio s3o apresen-

tados na Tabela 2.



Tabela 2 - Atividade da Peraoxidase em maga € pera

| AMOSTRAS ! METODO QUALITATIVO ! METODO !
| ! NEBESKY | SILVA |
! | (1950) 1 (1984) !
e bt b o e e | e !
| Extrato | Peroxidase ativa indicada | 1,0 U/ml |
! de | pela coloracdo marrom ! !
| magd | avermelhada - ! !
[wmm e e ittt bttt - e !
| Extrato | Peraxidase ativa indicada | 3,7 U/ml l
I de | pela coloragdo marrom ! I
| Pera | avermelhada ! |

————— o~ — —— — — - —— - - - ——— — i —— " ———— — T ———— — . ———

Os resultados encontrados para o extrato de mag3d foram pro-
ximos do encontrado por SILVA (1984), 1,3 U/ml. J3 no casa do ex-
trato de pers, o autor encontrou 0,8 U/ml, valor bem abaixo do
encontrado no presente estudo, esta variag3o € provavelmente de-
vido a diferenca de variedade. Estes resultados indicam que ambaos
os metodos servem para determinar o conteddo de peroxidase em
frutas e que aos resultados de auséncia de peroxidase no mamaa

"formosa" n3o sio conseqiiéncia de um erro de metodologia, mas sim

uma caracteristica da variedade da fruta testada.



5.1.2. Conteddo enzimdtico de pectinesterase na polpa de ma-

m3o “formosa”

Ds resultados de 10 amostras diferentes de polpa de mamdo
"formosa'” s3o apresentados na Tabela 3.

As amostras de polpa de mam3o "“formosa” usadas nos ensaios
para determinac3o da atividade de pectinesterase apresentaram uma
maior varia¢3o de Sdlidos Soluveis (7,4-12,0°Brix), pH (35,3-4,9)
e acidez total (@,123-0,189%) do que as amostras usadas na deter-
minagdo de atividade da peroxidase.

A atividade da pectinesterase na polpa de mam3o “formosa”
apresentou uma grande varia¢3o, 26,35 a 37,5 PEu x 104/m1. Esta
variac3o entre as diversas amostras foi compativel com os resul-
tados encontrados por NATH & RANGANNA (1981), 2,47 a 15,9 Pku x
104/m1. Estes autores encontraram valores bem inferiores aos en-
contrados no presente estudo, mas isso pode ser explicado péla
utilizac3o de variedades diferentes de mam3o e pelo estado de ma-
turacSo, pois cada variedade apresenta um conteuddo enzimdtico

prdprio.
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Tabela 3 - Caracterizag3ao da polpa de mamio "formasa”: Solidos

Soldveis, pH, acidez total e atividade da pectineste-

rase
! | SoLlDos ACIDEZ | ATIVIDADE DA |
{AMOSTRA | SOLUVEIS (a) pH (a) TOTAL (a) | PECTINESTERASE (b) |
{(a) I (9Brix) (g Ac citrico/100g)! (PEUx X 104/m1) |
|

!
!
!
!
_________ [ et bt e R S
l
!
!
|

a
|
!
[ |
| ! I
It L 11,0 L 4,9 0,174 | 35,50 |
[===m=mmmm [ =mmmmmmmmmmm oo el L [mmmmmmmmmmmm o mmm e !
12 | 10,0 | 4,9 0,179 ( 32.50 !
R [mmmmmmmmmmmm | ==mmmmmmm | mmmmmmmm oo fmmmmmmmm e
1 3 t 12,0 t 5.1 | e,129 [ 31,10 [
[===mmmmmm fmmmmmmm e B [=mmmmmmmmmmm e [mmmmmmmmmmmm e
(I L 9,0 I 5,0 U 0,145 ! 26,50 [
R | =mmmmmmmmmme e R [ == mmmmmmmmmmmmemm e fmmmmmmm oo
L S | 8,0 t s, | 0,140 ! 47,50 [
I fmmmmmmmmmmmm o l==mmmm—- fmmmmmmmmmmmmmm e fmmmmmmmmmmmmmm e
l & | 8,0 I 5,¢ | 0,185 ! 57,50 !
f=mmmmmmmm | mmmmmmmmmmm oo R [ mmmmmmmmmmmmmmmm e | mmmmmmmmmmmmm e mmmome
L7 | 10,0 l 5,3 t 0,123 ! 42,50 !
f=mmmmmmmm [=mmmmmmmmmmm [==mmmmmm [ =mmmmmmmmmmmmmme e Jmmmmmmmmmm oo
! 8 L 7.4 | 5.t | 0,133 N 51,75
R lmmmmmmmfmmmmee R | mmmmmm o fmmmmmmmmmmmmm oo
L9 I 11,6 ! 4,9 1 0,170 [ 51,25 !
R [mmmmmmmmmmmm e [=mmmmmmm [mmmmmmmmmmmmmmmmem fmmmmmmmmmmmmmm e emes
I 10 L 9,9 | 4,9 | e,189 ! 35,75 |
! ____________________________________________________________________________
! média | 9,7 l 5,0 I 0,15t ! 41,18

| (a) polpa de mam3o "farmasa" (preparada de acardo item 4.8) !
| (b) Extrato enzimatico da polpa de mam3o (item 4.4.10.) |
| Média de duas determinagOes/amostra {
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5.1.3. Ensaios Microbioldgicos

5.1.3.1. Determina¢3o da carga microbiana da polpa de mamio

“formosa”

Os resultados das contagens de duas amostras diferentes de
polpa de mam3o "“formosa” (no pH da fruta “in natura"” 5,0), na
polpa acidificada (pH 3,8) e na polpa acidificada com adig¢ao de

sacarose ate 20° e 3009Brix s3o0 apresentados na Tabela 4.



Tabela 4 -

Contagem total de Mesofilos, de bolores e leveduras e de
bacterias laticas na polpa de mam3o “formosa” sem acidifi-
car, acidificada (pH = 3,8) e acidificada com adig3o0 de sa-
carose ate 209C e 309Brix.

| Polpa de { i contagenm total de } contagem de bolo- | contagea de |
! mam3o | Amostra | Mesofilos | res e leveduras | bacterias laticas |
| “formosa” | | (UFC/al) | (UFC/al) | (UFC/al) |
! t [N | N média | N | N gédia | N | N médio !
_________________ o - - - _______________________________l
| Sem {1 1,2 x 104 1 i 3,3 x 102 | 12,7 x 183 1 1
| acidificar l-=--=--==--- O 12,95 x 104 1--mmmemmmm- [ 1,85 x 102 --mmmmmmmmn 3,95 « 103 |
f (pH =5, | 2 4,7 x 1041 a a0 1 5.2 x 1031 {

! u : 1 f - -1 !
! |3 | 5,6 x 103 1 | 2,8 x 102 | 11,8 x 103 1 i
lAcidificada ! ! { 3,55 x 103 f=-==-=-—-u- I 2,6 x 102 |~mmmm-mmmomv | 1,65 x 103 1
I (pH=3,8) 1| 4 i 1,5 x 103 1 12,4 x 102 | 11,5 x 103 1 [
------------- [ -1 -=1 i ! ! B
lAcidificada ! S t 4,3 x 103 | [ 2,5 x 10F | 11,7 x 103 | I
Ic/ adicio de f=-m==-===-=-| | 2,95 X 103 [=mmmmm=mmm- 1 2,25 X 108 {~mm=m-m==-un 1 2,3 x 103 1
lsacarose I & I 1,6 x 103 1 1 2,0 x 102 | 12,9 x 103 | |
1(20%Brix) ! ! ! ! 1 | ! l
- ! -1 ! t ! { ! I
lacidificada | 7 12,7 x 103 | | 2,8 x 10€ 1 13,6 x 103 1 !
tc/ adi¢io de | ! [ 2,4 x 183-~{-mmmmmmmmmm [- 2,3 K 188 (-mmmmmmmmmm 3,55 x 183 1
{sacarase {8 f2,t x 1031 i 1,8 x 10 | 12,0 x 183 1 !
{(30%Brix) | ! f I i ( ! l




Verificou-se que, ao se acidificar a polpa de mamdo “formo-
sa” a pH 3,8 houve uma reducio de dez vezes no numero de meso-
filos. A adi¢3o de sacarose a polpa de mam3o n3o afeta a flora
microbiana presente. LEITXO (1973) trabalkando com a polpa de ma-
m3o sem conservante encontrou tambem valares de 103 semelhantes
aos encontrados no presente estudo para a polpa acidificada, com
e sem adic3o de sacarose. Na contagem de bolores e leveduras e
bactérias laticas n3o houve diferen¢a na ordem de grandeza dos
valores obtidos com a polpa sem acidificar, acidificada, com ou
sem adic3o de sacarose, estes resultados s3o consistentes consi-
derando-se a toler3ncia das bactérias laticas a meios de cresci-
mento acidos. Comparando-se estes resultados com os aobtidos pelo
autor, verificou-se que a contagem de bolores e leveduras foi da
mesma ordem de grandeza, no entanto, a contagem de bactérias la-

ticas foi dez vezes maior do que a encontrada no presente estudo.

%.1.3.2. Ensaios com o0 indicador de Pasteuriza¢cio de alimen-—
tes 3acidos (&7, pastewrianum)

I - Esporulaglo do £F. pasfeurianum

Os resultados obtidos usando-se trés metodos de esporulacdo

com esporos ativados & 100°C por 2 minutos (ativagd3o dtima) s3o

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Resultados da produc3o de esporos do £7. pastsurrilnum

1(4 transferdn- | caldo de figadol esporos/al

Icias sucessivas)!

[ ! Esporulagao | Método de ! Produgdo !
I Métada |--- - - - ! quantificacia ! de l
! ! meio | condi¢des de | dos esparos | Esparos o
! I | incubacdo ! 1 {
__________________________________________________________________________________________ I
{  BOUWEN ! caldo glicasado! | - Ohservacdo da ! l
| & I (3% P/y) | 3e0C ! campo esporu- ! ( 10X !
| SMITH ! + ! I lado em l3mina | !
I (1939) | 9,8% extrata | ! | l
! | de levedura | ! { !
| ! + i 4 dias | | |
| | 1% P/y CaCo, | | ! |
_________ - —— - -------_---——l
! | caldo de ] | - Ohservagao do | {
| TOWSEND | infusdo de ] 300C | campo esporu- | ) 40% !
I (1939) | tigado ! ! lado em l3mina ! !
l | + | | - nitmero mais 1 !
| | pregas de | 22 dias | provavel em 1 2,8 x 109NMP de 1
[ | ferro ! | caldo de figadol esporos/al |
|
! | caldo de ! | - Observagdo do ! !
{ REED ! infusdo de ! K | campa esporu- | ) BOY !
1 (1951) | figado ! I lado em l3mina ! !
! |+ ! | - numero mais | !
| { pregos de ferral 26 dias | provavel en .l 7.4 x 185NMP de l
1 ! !
! | t




Apesar de BOWEN & SMITH (1935) e TOWNSEND (1939) apresenta-
rem resultados que indicam uma boa esporulaclo do 7. pasteuria-
anum wutilizando caldo glicosado e caldo de figado, respectivamen-
te, no presente trabalho n3o se conseguiu uma esporula¢do abun-
dante com esses metodos. Na verdade a literatura indica que n3o €
fdacil se obter lotes de esporos anaercdbios, em altas concentra-
c8es, pPois esses microvrganismos precisam de um potencial redox
mu1tq baixo para esporularem (PERKINS, 1984; STUMBO, 1973).

Quando se utilizou o metodo baseado em REED et alii (19351)
usado para esporulagio do PA 3679, se conseguiu uma esporulacio
abundante (7,6 x10% NMP esporos/ml) do &!. pastcurianum. No en-
tanto, na literatura revisada n3o fol encontrada qualquer refe-

réncia da utilizagc3o0 deste metodo para o . pasteurilaua.

II - Ensaio de crescimento do £71. pasteurianum em polpa de
mamio “formosa”

Os resultados do ensaio de crescimento apds a inoculag3o do

. pawfeurianum em polpa de mam3o “formosa” acidificada (pH=3,8)

e na poloa acidificada com adi¢3o de sacarose atg 209 e 309 sdo

apresentados na Tabela &. 0O microoganismo cresceu na polpa de ma-

mao "formosa' acidificada (pH 3,8) e na polpa acidificada com

adic3o de sacarose até 20° e 309Brix apds 15 dias de incubac3o.
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Tabela 6 - Resultados do teste de crescimento do £7. pasfteurianum

em polpa de mam3o "formosa' acidificada

| Polpa de | numero | -
| mam3o "formosa” | de tubos ! crescimento !

| acidificada (pH=3,8)! 1inoculados I !

| sem adigio de | | 3 tubos positivo, producio |
| sacarose i 3 | de gds, odor butirico ]
I €(119Brix) | ! |
| com adi¢3o de | | 3 tubos positivo, produgio |
| sacarose ate 1 3 | de aas, odor butirico l
{ 209Brix 1 1 {
| com adicio de | | 3 tubos positivo, produg3do |
| sacarose ate | 3 | de gas, ador butirico |
! 309Brix l | |

Como o0s resultados do teste de crescimento foram positivos,
cancluiu—-se gue pode se usar o &, pasfeurianua como indicador de2
pasteurizagao da polpa de mam2o '“formosa' acidificada e com adi-

¢30 de sacarose ate 209 e 30°Brix.



5.2. Determinac3o da cinética de inativagdo térmica da enzi-
ma pectinesterase na polpa de mamdo “formosa” acidifi-
cada (pH 3,8), determina¢c3o do tempo de reducdo decimal
(D) e da constante de velocidade de inativacdo térmica
(K) a cada temperatura e o valor do coeficiente térmico

(Z) e da energia de ativagdo (Ep)

Os resultados dos esaios de inativacdo térmica da pectines-—
terase na paolpa de mamao "formosa'” acidificada (pH 3,8) a 759,
779C e BOPC s3o apresentados nas Tabelas 7, 8 e 9. As curvas de

inativac3o térmica [log(% atividade de pectinesterase remanescen-

te) versus tempo de aquecimentol s3ao apresentadas nas figuras i

e 2.
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LoGg(xP)

-0,5

riauna 1- CURYAS BE INATIVAGAD TERMICA 84 PECTINESTER
MA POLPA DE MAMKAC YOREMOSA® ACIBIFICABA (s# 38

rd-3 , 77°% B0O°C

CURVA 1:
DR x18,72 MIN

T:78°C '
Kp=0.14 MIN

CURVA 2:
DR=7,23 MIN

T=77%c

-1
Kp = 0.32 MIN

CURVA 3 :
DR:3,72 MIN

1-80°cC
Kp=0.62 MmN

,SE

(S

TEMPO DE

AQUECIMENTO

T

12 14

(MIN)

16



Fiaura 2. CURVAS DE IMATIVAGAO TERDICA CIODIFICADAS
PARA nnmamagln DOS PARAFIETROS CIME-
TICOS DA PORGAD TEMMOLABIL DA PECTINES-
TERASE HA POLPA DE DIADAO FORMOSA ACIDI-
FICADA (pH 38).

CURVA 1: T=758°C

LOG(4P-A)=18805 - 1,2622 &
‘T ¥a=0, 9901 A
DL—OGODMN ’k (288 MIN

CURVA 2: T277°%C

LOG (#P-A)1,4674 — 2,8243 ¢
V=~ 0,9359 K
D, =036 MIN K =650 MIN

CURVA 3: Ts80°C

LOGzP-A) = 1,5396 - 44768 t
r. ‘019145

D= 022 MIN K =1031 MIN'

-20 T i T T 8 T T
0,0 05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35

TEMPO .DE AQUECIMENTO (MIN)
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Baseado nos valores D e K para as temperaturas de 75%, 779 e
809C, encontramos o valor de Z e da Energia de ativacdo (Ep). Os

resultados s3o apresentados nas tabelas 1@ e 11 e na figura 3.

Tabela 10 - Valores de D e Z das porgdes termolabil e termorre-

sistente da pectinesterase na polpa da mamio formosa
acidificada (pH 3.,8).

| ! D (min) ! Z (90) !
|Temperatura | = l !
! do | = e e e e — e |
iteste (OC) | porgdo | porgcdo ter- | porgdo | por¢do [
| | termolabil | morresistente | termolabil | termorresis—~ |
{ | l { | tente 1

____________________________________________________________________________ {
{ ! | | | !
! 75 ! 1,08 1 16,72 | | l
! ! ! ] 1 !

————————————————————————————————————————————— 1 |
! | ! ! ! ]
! 77 ! d,35 ! 7,23 ! 9,2£ ! 7.82 |
! ! ! | ! |

———————————————————————————————————————————— | { l
! 1 | ! ! |
! g0 ! 9,22 ! 3,72 l l |



Flaura 3_C UBVAS “FANTASEIAS™ DE INATIVAGAO TERBIICA

GAD TERE
DA PECTIMESTERASE MA POLPA DE DIABIAOD FOR-
L210SA” ACIDIFICADA (pn 3,8).

’
CURVA1: PTERMOLABIL
20 LOG D= 7,9939 - 0,1086 T
. r=-0,9623
z=9,21°
CURVA2: P TERMORRESISTENTE
LOG D= 10,7696~0,1278 T
r=—0,9835
Z=7,82°
10
o
)
o 0)0—
-
.—1’0 =
-2,0 T T T T I
70 72 T4 76

T ¥
78 80 82 84

TEMPERATURA (°C)




Tabela 11 - Valores de K e Ep das porcoes termolabil e termorre-
sistente da pectinesterase na polpa de mam3o "formo-

sa’” acidificada (pH 3,8)

i ! K (min~1) l Ea (Xcal/mol) |
| Temperatura | ! |
l do -~ e e e e e I
I teste I Pargdo | Parcdo | Porgdo | Porgdo |
(%K) | teramolabil Itermorresistente | termoldbil | termorresistente !
! | fa) I (@) 1 | l

----------- - - - ———— l
{ 358 (759C) + 2,88 ! 8,14 ! ! |
| | | {
I 352 (779C) | 4,50 | 8,32 ! 61,73 | 72.1 1
! l ! |
| 355 (80°CY I 10,3t ! 8,42 ! | l

As curvas de inativa¢3o teérmica da pectinesterase para as
trés temperaturas apresentaram uma mudanga na inclinacdo, indi-
cando a presenga de duas porecdes, uma termolabil e outra termor-
resistente. Esses resultados estdo de acordo com aos reportados
por VERSTEEG et alii (1978.1980@), 4 CKER & TEMELLI (1988) e vpor
SEYMOUR et alii (1991b) que ao trabalharem com a pectinesterase
extraida do suco e da polpa de laranja, e da polpa branca de To-
ranja, encontraram mais de uma frac3o da enzima, com estabilida-
des térmicas diferentes. VERSTEEG et alii(1978,1980) purificaram
trés fracdes da pectinesterase do suco de laranja PE I, PE II e

PE de alto peso molecular, sendo esta ultima a termorresistente,
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enquanto WICKER & TEMELLI (1988) encontraram uma fracao termola-
bil e outra termorresistente. De maneira semelhante, SEYMOQUR et
alii (1991b) encontraram tambem duas fracOes na pectinesterase
extraida da polpa branca de toranja, sendo uma termoldbil e outra
termorresistente. No entanto AUNG & ROSS (19265) e NATH & RANGANNA
(1981) que trabalharam com mam3a, nio se referem a presenga de
mais de uma por¢ao da pectinesterase.

Observando-se os valores de D a 73° e 809C (13,464 min e 2,77
min) para a fra¢3do termorresistente da pectinesterase extraida da
polpa branca de toranja encontrados por SEYMOUR et alii (19%21a),
apesar de ser outra fruta, verificou-se que esses valores estdo
proximos dos encontrados neste trabalho, para a pectinesterase na
polpa de mamd3o “formosa” acidificada (pH 3,8) (16,72 e 3,72 min).

0 fato dos valores encontrados pelos autores serem menores, pode

)
ser explicado pelo pH mais baixo do suco de toranja (3,3) e tam-
bem pelo fato da enzima purificada ser mais facilmente inativada

pelo calor.

Comparando-se ainda os valores de D & 77°C encontradas por

vdrios autores, verificou-se que a Dyy%c 19,39 min para a pec-
tinesterase na polpa de mamio acidificada (pH 4,2) encantrados
por AUNG & ROSS (1963), ndc -: afasta muito do encontrado no pre-
sente trabalho, Dyy°c = 7,23 min para a fragdo termorresistentz
da pectinesterase. No entanto NATH & RANGANNA (1981) encontraram
valores méioreS)D77°C = 13,97)min para a pectinesterase da polpa
de mam3o acidificada (pH 4,2).

No presente trabalho encontrou-se um Z = 7,829C para a por-

¢30 termorresistente da pectinesterase, ja AUNG & ROSS (19485) en-
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contraram um Z = 6,19C, enquanto NATH & RANGANNA (1981) encontra-
ram Z = 14,809C. Baseado nestes resultados, verificou-se que 0s
valores encontrados est3do dentro da faixa esperada para polpa de
mamdo acidificada. Estas diferencas podem ser explicadas devido
as diferentes variedades de mam3o usadas naos trabalhos.

Outros autores, como VERSTEEG et alii (1989) encontraram va-
lores de Z de 6,5%para PE I e PE alto peso molecular (fracao
termorresistente) e de 119C para PE I (fra¢3o termolabil) e WIC-
KER & TEMELLI (1988) encontraram um Z = 10,8°C para a fracdo ter-
moldbil e &,53°C pafé a frac3o termorresistente. Neste trabalho os
valores de Z encontrados para as porgdes termolabil e termorre-
sistente foram 9,219C e 7,82°C, respectivamente, n3o muito afas-
tados dos resultados encontrados por esses autores.

Os wvalores de energia de ativacdo encontrados no presente
trabalho, para as porgdes termolabil e termorresistente da pecti-
nesterase na polpa de mamdo "formosa” acidificada (pH=3,8), faram
61,73 e 72,71 Kcal/mol, respectivamente, estando portanto dentro

da faixa citada por REED (1973) para o processa de inativac3o

termica de enzimas (49-100 Kcal/mol).
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5.3. Ensaios para verificar a influgncia da concentraglo de
sacarose na cinetica de inativagio térmica da

pectinesterase da polpa de mam3o "formosa" acidificada
(pH 3.8)

0s resultados dos ensaios de inativagio térmica da pectines-
terase a 759 e BOOC com a polpa de mam3o "formosa” acidificada
(pH 3,8) sem adic3o de sacarose e com adi¢g3o de sacarose ate

209 e 309Brix, s3o apresentados nas tabelas 12 a 31 e nas figuras

4 a 9.
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Tabela 12 - Resultados do ensaios a 759C da inativag¢3o térmica da
pectinesterase na polpa de mam3o "formosa' acidifica-

da (pH 3,8) sem adi¢3io de sacarose e com adig3o de
sacarase até 209 e 309Brix
Lote |

i Palpa | Teapo | Atividade da | X atividade | % inativagdo |
| do ! de I pectinesterase | de ! da l
! mamdo | aquecimento | apos 0 ! pectinesterase | pectinesterase |
t "formosa” ! (min) | aquecimento (P) | remanescente ! !
{ ! [ (PEu x 10%7al)(a)l  (XP) | {
............... - - - _______-______-__..__-_-,
| | 9,9 ! 31,5 | 100 ! ] l
! fommmm e {-mmmmmme e i e D g |
! ! 8,5 ! 16,5 | 52,4 ! 47,6 {
! scea I- -— {- ! e it |
| adicdo | 1,9 | 12,3 ! 38,9 | 41,1 |
1 de femm—- - --1 ! |- --1
| sacarose [ 2,0 ! 8,3 ! 27,0 ! 73,0 !
{ (119Brix) ! -1 {~emmore e R el |
! | 5,9 | 3.8 1 11,9 1 88,1 |
! |mm———— -1~ jommmme e e |-=-= - - --1
i ! 10,9 l 2,0 | 6,3 l 93,7 {
! - | -1 | ] | R !
| ! 8,2 ! 28,9 1 100 | 0 l
! R i {- - | ' { - -]
! com ! 9,5 | 20,9 ! 71,4 ! 28,4 |
| adigl0 de  [==-emmmmmmemecneee- | mmmmmmmae ! el B l
! sacarose ! 1,9 1 14,9 { 37,1 l 42,9 !
1 ate [ome e e fommmm— -1 - e B 1
| 2099rix | 2.9 ! 13,5 | 48,2 ! 48,2 |
! | ] | ! l
| ! 5,9 ! 1,9 ! 35,7 ! 44,3 {
} 1 | ] i - |
] 1 19,9 ! 4,3 t 22,3 I 77,7 |
{ { | { i -—==1
! 15,2 ! 3,0 ! 17,8 ! 82,2 |
! - ! - | | | --1
| ! 8,0 | 29,9 ! 100 1 2 |
| | -1 | { {
| com ! ] ! 29,¢ { 26,9 ! 3,5 !
! adigio de  [-=-----m-mmmmm (- ! ! !
| sacarose | 1,9 ! 24,0 ! 89,4 | 10,4 |
I até | ] - | t e e———————— {
I 309%rix ! 2,9 ! 17,9 ! 63,5 ! 34,5 {
| = l { | |
l | 5.9 ! 14,9 | 99,2 ! 44,8 !
{ 1 ! ! i |
! [ 19,0 ! 14,5 1 50,0 ! 50,0 1
{ ! { | | |
| 1 15,9 { 12,5 i 45,4 | 38,4 !
| !
| |

(a) Media de 2 amostras




LOG (% P)

o rd
Fiaura «_GYRYAS BE INAT !KAGAB TEANIICA DA PEGCTIMESTEDASE
1A POLPA BE H2ARAD ¥O

X75°c

RI0SA® ACIBIFICADA (pH 38)@)

LOTE 1

CURVA 1:SEM, ADIGKO DE SACAROSE (11%a)

1
Dp*c13,1 HIN XK= 0,1BHIN

CURvVA 2:cOM ADic X0 DE s.lcgnosef(zo'a)
Do=29,9MIN Kq=008MIN

CURVA3:COM ADICXO DE SACAROSE (30°8)
DRI697MIN Kp=003 MIN

"
6

TEMPO

T T T 7
10 12 14 16

DE AQUECIMENTO (MIN)

(a) Equacues correspondentes ver Tabela 13
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Tabela 13 - Equag¢bes das curvas de inativagio térmica da pecti-

nesterase a 73°9C

Lote 1
I Polpa de | | |
| mamio | Par¢3o termalahil { Parcdo termorresistente !
| "formosa” ! ! !

I Sem adicio 1 log (XP-A) = 1,8976-1,35985t | log (¥P) = {,5341 - 9,0786 t |
| de sacarase | ! |
I (119Brix) | r= -9,997¢ ! r= -9,9748 {

- e et e e e o - —— - B et |

| Com adigcdo  tlog (XP-A)=1,7441-1,2054 t | log (%P) = 1,7251 ~ @,0335 t |

| de sacarose | ! |

I (20%rix) | r= -9,9943 ! r= - 90,9847 !
l | ! |

_________________________________ — SR
! Com adi¢do llog(%P-A)=1,5243-0,5799 t | log (XP) = 1.8330 - @,0143 t |
! de sacarase | . ! . !
[ (300Brix) ! r= -9,9%249 ! r= -9,9833 !

o o  t A o o e 4 o = 0 o o - —-—— e e et o e n



Tabela 14 - Valores de D e K a 75°C das porcdes termoldbil e ter-
morresistente da pectinesterase na polpa de mamio
“formosa’ acidificada (pH 3,8) sem adi¢g3o de saca-

rose e com adi¢3o de sacarose até 200 e 309Brix.

Lote 1

| Polpa de | Porgdo teramolabil I  Porc3o termorresistente !
| mamdo ! ! l
| "“formosa” I D (min) l K (min™h) 1 D (ain) I K (min~ D) !
! ! | | | ]
‘ -1

| Sem adi¢do | ! ] | !
! de sacarose | 9,74 P 3.1 I 13,1 ! 0,18 |
I {(11%Brix) | ! | | 1
|

| Com adicio | | ! ! l
! de sacarase | 8,83 1 2,77 I 29,9 | 9,08 !
| até 2¢%Brix | S ! | !
l

{ Com adig3o | ! ! { i
| de sacarose t 1,73, 1 1,3t | 49,7 { 8,03 |
| ateé 30CBrix | ! l | !

(03]
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Tabela 15 - Resultados do ensaio a 759C de inativag3o térmica da
pectinesterase na polpa de mamio "formosa' acidifica-

da (pH 3,8) sem adic3o de sacarose e caom adigc3a de
sacarose ate 200 e 390°Brix
Lote 2

| Polpa I Tempo | Atividade da | X atividade I % inativagdo |
| do | de | pectinesterase | de | da !
| wmamdo I aquecimento | apos o { pectinesterase | pectinesterase |
| "formasa” | (min) | aquecimenta (P) | remanescente | |
z | { (PEu x todzal)(a)t 1Py ( l
______________________________________________________________________________________________ '
! | 9,9 ! 34,9 | 109 ! 9 |
! ittty R -1 e B !
f { 8,3 t 13,5 | 43,4 | 94,4 !
I Sem fommmmmm e R et St P bt Jrmm e R e |
| adicda ! 1,0 ! 11,3 { 33,1 1 64,9 {
I de et ST e fomm———— - ==~ e D |
| sacarase { 2,9 | 7.3 { 21,9 | 78,1 {
1 (1108rix)  [=--mmmmmmmmmeemeee R -1 - [mommmm e e {
| | 3,@ l 3,3 l 14,2 ! 83,8 l
| |---- - ————]- - e el it Lt |
| ! 19,9 ! 3,8 ! 11,0 1 89,9 |
| R ity fommmmm e | ] |
| ! 15,9 ! 2,3 { 4,4 { 93,4 {
e e (R T e DL S L R et [wmmemm e l
l ! 8,0 | 32,9 l 109 | ) 1
| |emmmmm e R { B et |
{ Con { 8,3 I 22,3 { 70,3 1 29,7 {
 adi¢3o de  l-------------mmoee- [ememmr e e et Jormmmmmmmrm—m e —eaae !
| sacarose { 1,0 ! 19,9 H 39,4 ( 49,46 |
| até R [ [ e e e R !
{ 289rix i 2,9 | 16,8 { 52,3 | 47,7 |
| |--- [ l l '
! ! 3,9 ! 12,3 ! 39,1 i 69,9 !
! | -1 i { |
! I 19,9 ! 2,9 ! 29,7 { 79,3 |
| |-~ ! -- | {-—- -1
{ | 15,¢ { é,8 i 21,1 ! 78,9 |
R 1 -- e B et S | 1 -——- |
i | 9,9 ! 21,9 ! 199 | 9 |
l {-- -1 1 S - i
t Coa ! 8,9 ! 29,9 { 93,5 | 6,5 !
' adicio de | --- ! | B e I
I sacarose ! 1,2 ! 27,9 | 87,1 { 12,9 |
| ate [=mem————— { | t |
[ 20%rix | 2,9 ! 24,9 ! 77,4 l 16,2 !
[ [-=mmmmmmmmemm e fmmmmmm e t ---1 l
! ! 5,9 i 21,9 | 87,7 ! 32,3 i
! |-- | { | {
! I 19,0 ! 19,9 { 41,3 | 38,7 .
! t { | | ]
{ ! 15,0 ! 16,9 ! 33,2 { 44,8 l
| !




o~ a
Fiauras _SYRYAS DE INATIVAGAD TERDIICA DA FECTIHESTEE?:E
HA POLPA DE fAARIAO FORHOSA® ACIDIFICABA (pH 38 t))

) 15°¢ LOTE 2

CURVA1:8eM ADICKO DE SACAROSE (11%g)

Dp*254 HIN KRI:O,OQHIN"
CURvA 2:cOM apicXo DE s.tcmoset(zo'a)
D= 34,1 BIN Kp=007MIN

CURVA3:COM ADICXO DE SACAROSE (30°8)

D= 839MIN Koz 003MIN

Q5 T T \ t 1 | i
0 2 4 5 10 12 14 16

TEMPO DE AQUECIMENTO MIN)

(a) Equacoes correspondentes ver Tahela 16



Tabela 146 - Equagles das curvas de inativa¢3o térmica da pecti-

nesterase a 759C.

Lote 2
| Polpa de | ! [
| mamio | Pargdo termolabil | Par¢3o termorresistente !
| “formosa” | | |

| Sem adig3o | log (XP-A)=1,9305-1,2448 t | 1log (XP) = 1,4180 - 9,8394 t |

| de sacarose | | !

I (11%Brix) ! r= -9,9954 i = -9,9984 1
1 I | |

_______________________________________________ ..|
| Com adic30 | log(%P-A)=1,4874-1,2036 t | log(%P) = 1,7613 - 90,0293 t !
! de sacarose | ! |
1 (29%rix) | r= -9,9926 ! r= - 98,9953 !
! l i l

_____________________________ -———— - _..-_-_.-..____l
| Com adigdo | log(XP-A)={,1987-0,4993 t | log(%P) = 1,9034 - 0,0119 t !
! de sacarose | ! !
[ (30%rix) ! f= -9,9418 ! r= -9,9994 . !
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Tabela 17 - Valores de D e K a 759C das par¢oes termalabil e ter-
morresistente da pectinesterase na palpa de mamdo
"formosa” acidificada (pH 3,8) sem adig¢3o de saca-

rose e com adic3o de sacarose até 200 e 30C9Brix.

Lote 2

| Polpa de | Por¢do termolabil | Porgao termorresistente f
| mamdo ! ! l
| "faramosa” ! D {min) ! K (@in™®) 1 D (aim) I K (ain}) !
! 1 ! ! ! !

|
| Sem adig¢ae ! ] ! ! |
| de sacarase | 0,80 i 2,87 I 23,4 ! 0,09 !

I €11%rix) | ! ! 1 !

- !
| Com adigdo ! ‘ ] l ! !
| de sacarose | 9,83 12,77 I 34,1 ! 9,07 !
| ate 2098rix | ! ! | !

| Com adigdo | f ! | !
| de sacarose | 2,00 1 1,15 | 83,9 | 9,03 i
| ate 38%rix | | ! ! I

03
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Tabela 18 - Resultados do ensaio a 75°C de inativacZo térmica da
pectinesterase na polpa de mam3o “formosa’” acidifica-
da (pH 3,8) sem adi¢c3o de sacarose e com adig3o de
sacarose ate 20° e 309Brix

Lote 3

| Polpa I Tempo | Atividade da | ¥ atividade I % inativagdo |
{ do | de | pectinesterase | de 1 da !
| mam3o | aquecimento ! apos o ! pectinesterase | pectinesterase |
| "formosa” | (min) | aquecimento (P} | remanescente | !
! | [ (PEu x 10%/al) ()1 (XP) { |
______________________________________________________________________________________________ [
! ! e,0 ] 30,3 I 100 ! ¢ !
! f-mmmmm oo fommmmmmmmmmme e s fommmmmm oo fmmmmm oo mmm oo !
| ! ] 1 15,8 ! 91,6 ! 48,4 !
| Sem frmmm e R ettt Jrmmm e e fmmmmm e !
! adic3o ! 1,0 ! 2,0 | 29,5 | 76,3 |
! de R e R R R R e e T |
| sacarose | 2,0 ! 6,0 | 19,7 | 80,3 |
[ (410Brin)  Jemmmmmmmmeemeeee e fmom—- - fmmm e e | e e |
i | 5,@ l 3.3 f 11,9 . ! 28,5 I
{ ! f=mm -——- { Rt L |
! ! 10,0 | c,0 | 6,4 | 93,4 |
T |- e —————— R frmmr e e frmer e e !
| | 8,0 { 28,3 { 100 ! () !
| |--~=n - [ f B B e L TP !
| Con | 8,5 | 21,0 | 73,7 | 26,3 |
| adigdp de  |==——=~--mmmmmmoemt fmmrre e e e ettt ! e ————— !
| sacarose ! 1,0 | 16,0 { 54,1 | 43,9 |
| ate ! o B | D l
| 20%rix ! 2,0 { 14,3 | 50,0 | 56,9 |
i t ! f { |
{ i 5,0 ! 10,5 { 38,8 ! 63,2 |
| | t i | |
{ ! 10,0 ! 7,3 | 25,4 I 74,6 l
! 1 l I { {
| I 15,0 ! 3,9 { 19,3 I ge,7 l
| t | { | i
! ! 2,0 ! 26,9 I 108 { ) f
| | l | l !
* Com { 0,5 ! 24,5 H 94,2 ! 3,8 |
t adi¢do de | | ! | ]
| sacarose ! i,¢ t 23,¢e | 88,3 | 11,5 {
| ate i ! I t !
| 300Brix | 2,9 ! 18,0 | 69,2 | 3e,8 {
! ! | { | |
! | 3,0 l 15,5 { 59,6 { 40,4 l
| { ! ! { {
! ! 10,0 1 14,9 ! 53,8 1 44,2 !
| ! ] [ -1 -
| 15,0 - 11,8 ! 45,2 | 94,8 !

|

l

! (a) Media de 2 amostras

U]
W



LOG (% P)

Ficura 6 _SURYAS BE

OA POLPA DE BAHAD FORD
Y75 ¢

IHATI

a
GAO TEROICA DA mnazmaf E
DI0SA' ACI3IFICABA (pH 38 é)

LOTE 3

CURVA 1:SEM apI¢XO DE sncmosz(n )
Cq 17,2 MIN X t013IlN"

CURVA 2:cOM ADIc X0 DE 5ACAROSE1(20 5)
D =318 MmN -oo7um

CURVA 3:COM ADICAO DE SACAROSE@O B)
DR=760MIN Kp=003 MIN

TEMPO

T T T { |
8 10 12 14 16

OE A QUECIMENTO (MIN)

(a) Equacoes correspondentes ver Tabela 19
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Tabela 19 - Equag¢Ges das curvas de inativac3o térmica da pecti-

nesterase a 759°C.

Lote 3

| Polpa de | ! |
! mamdo | Par¢do termolabil i Porcdo termorresistente |
| "formosa” | ! 1

1
| Sem adi¢do | log(XP-A)=1,9764-1,3049 t | log %P = 1,3882 - 90,0582 t !
I de sacarose | ! !
I €1108rix) | r= -9,9967 | r= -9,991¢ !
| | | !
—— e — — —
| Com adi¢da 1| log(XP-A)=1,4472-1,2374 t | 1log(XP) = 1,7405 - 0,315t !
| de sacarose | | !
I (200Brix) ! r= -9,9491 i r= - 98,9924 !
! [ | !
____________ —— et o w0 2 . e o e o e 2 e 9 -———]
| Com adic3o I log(%P-A)=1,4137-2,5507 t | log (%¥P) = 1,8594 - 90,0131 t |
! de sacarose | ! |
{ (38%rix) | r=,-9,9199 ! r= -9,9778 ’ I

?0



Tabela 20 - Valores de D e K a 75°C das porcdes termoldabil e ter-
morresistente da pectinesterase na polpa de mamao
“formaosa' acidificada (pH 3,8) sem adi¢c3o de saca-

rose e com adi¢glo de sacarose ate 200 e 309Brix.

Lote 3

| Polpa de | Porgdo termolabil | Par¢do termorresistente !
| mamdo ! i i
| "formosa” t D (min) | K (min™H) 1 D (ain) I K (min~h I
l | | 1 1 !
- !

| Sem adig¢do ! ! | | l
! de sacarose | 0,77 I 3,00 i 17,2 1 9,13 !
I (1108rix) ! | l | |
!

| Com adigdao | ! ! ! !
| de sacarose | 8,81 | 2,83 I 31,8 l 0,07 !
| até 2008rix | ! | 1 !
- i
| Com adigdo | ! 1 ! t
! de sacarose | 1,82 11,27 I 76,3 1 8,03 |

[ até 38%Brix | ! ! | |

?1



Tabela 21 - Resultados do ensaio a 80°C de inativac3o térmica da
pectinesterase na polpa de mam3o "formosa'” acidifica-
da (pH 3,8) sem adicdo de sacarose e com adi¢c3o de
sacarose ate 299 e 3@°9Brix

Lote 1
| Polpa | Tempo | Atividade da I X atividade I X inativacido |
{ do i de I pectinesterase | de ! da |
| mamdo | aquecimento | apds o | pectinesterase | pectinesterase |
! "farmasa” ! (min) t aquecimento (P) | remanescente 1 |
| ! [ (PEu x 10%4/al)(a) (xP) | {
_____ _ —_——— —————— R —-———— __.....-_..-'
{ ! 9,00 [ 33,3 | 100 { 9 {
[ [=mmmmmm oo - --- R e [=mmmm e I
! ! 2,15 ! 3,93 ! 17,8 1 82,2 |
f formm e e et L R e e L e L fommm e o !
| { 9,30 | 3,35 { 10,4 ! 89,4 1
{ Jormm e {-—- - -1 e R e e ]
l | 0,39 ! 2,79 { 8,1 | 91,9 l
| Sem [mmmmmm e f----- - ! --- e e |
! adig3o | 1,00 | 1,85 l 3,5 { 94,5 !
I de f=mm-- --- | - el et s R e b e |
| sacarose [ 2,00 f 9,85 { 2,9 | 97.5 |
I {110Brix)  l-=--mmmomemememeeo e b e P S P | i B e L LS |
{ ! 3,00 | 9,40 l 1,8 | 98,2 |
! R D B B L |mmm—m e e R et S LS L Bt e b {
! ! 5,00 { 2,9 | 2,0 | 100 !
e e E e |=mmmm e e | = e R e L e ]
{ | 2,0 | 28,3 | 109 | 9 |
{ |mmmm e ! - i e R e L LT |
! Com } 9,5 | 3,3 { 19,3 ! 89,7 |
I adi¢do de  f---===--mmmmeeemm fmmmmmmmm oo Rttt e e I
| .sacarose | 1,9 ! 2,39 I 8,8 l 91,2 |
! ate frmmm e e R {mmmmmmmm e !
I 2e%rix | 2.9 ! 2,9 ! 7,9 ! 93,9 |
: l -1 -1 = 1
] ! 3,8 } 1,3 { 4,4 ! 93,6 |
| i - ] { | {
{ [ 19,9 ! 9,3 | 1,7 { 98,3 |
l R |-- - -1 | i
[ ! 9,0 ! e8,2 | 199 ! ) !
! |- -1 ! | — !
| Com | 9,3 ! 21,9 ! 73,90 | 25,9 !
i adigio de | -1 I- e !
! sacarose ! 1,9 ! 16,3 | 57,1 l 42,9 !
| ate ! -1 | f-- -~
| 30%Brix ] 2,9 ! 12,5 | 44,4 | 55,4 |
| { ] { { |
| ! 5,9 ! 7,5 { 26,8 { 73,2 |
1 | -1 | { -- |
! i 10,0 ! 5,5 { 19,6 ! 80,4 |
[ ! -—-1- ! ! - --=1
l I 15,9 ] 2.8 | 2.8 | 99,2 !
! |
| 1

a - Média de duas amostras
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LOG (% P)

-~ s
Fiaura 7 _CURYAS DE IMATIVAGAO TERDICA BA PECTINESTER
DA POLPA DE DARKO FORIOSA' ACIDIFICADA (pH 33 (‘aﬁ

) so°c

LOTE 1

CURVA 1:8EM ADICKO DE SACAROSE (11°8)
DR =374 MIN Kp=0561 HINT

CURVA 2:cou ADigXo De sACAROSE (20°R)

- - g/t
D12 808N Koz 018N

CURVA 3:COM ADICAO DE SACAROSE (30°8)
DR=21paMIN K_~-011 MIN
R p)

{
]

|
]

T T 1 1
10 12 14 t6

TEMPO DE A QUECIMENTO (MIN)

(a) Equacoes corrospondentes ver Tahela 22
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Tabela 22 - Equagles das curvas de inativacio térmica da pecti-

nesterase a 80°C.

Lote 1
! Polpa de | ! |
|  mamio | Porgio termalabil ! Parcdo termorresistente {
| “formosa” | ! |

| Sem adicdo | log(XP-A) = 1,6543-4,7691 t | 1log(%P) = 1,0094 - 9,267 t |
| de sacarose | ! !

I (419rix) | r= -9,9071 | r= -9,9828 !

| Com adicdo ! log(XP-A) = 1,9777-2,1591 t | log(XP) = 1,0175 - @,8781 t |

| de sacarose | [ |

I (209Brix) I r= -9,9917 ! r= - 90,9980 !
I l I !

______________________________________________________________________________ i
| Com adigdo | log(%P-A) = {,8583-1,3270 t | log(%P) = 1,7204 - @,0475 t |
| de sacarose | ! !
I (309Brix) ! r= -9,98%91 ! r= -9,9866 ° !




Tabela 23 - Valores de D e K & 802C das porcdes termoldbil e ter-

morresistente da

“formosa"

rose e com adi¢3do de sacarose até 200 e 309Brix.

pectinesterase na polpa

acidificada (pH

Lote 1

de

mamao

3,8) sem adi¢30 de saca-

! Polpa de
! . ramdo

{ "foreosa”
]

Porc3o tericicbil

Por¢do termorresistente

D (min)

t ¥ (min~h)

D (ain)

!
!

K (zin~1)

| Ser adigio
! de sacarase

t (410Brix)

6,24

3,74

€,62

| Com zdi¢do
| de sacarose

| ate 200Brix

0,46

1 4,97

i2,80

0,18

| Com adicio
| de sacarase

| até 300Brix

0,73

I 3,06

21,84




Tabela 24 - Resultados do ensaio a 80°C de inativac¢3c térmica da
pectinesterase na polpa de mam3o "formosa’” acidifica-
da (pH 3,8) sem adi¢cdo de sacarose e com adigao de
sacarose ate 209 e 309Brix

B Lote 2

{ Polpa | Tempo | Atividade da I X atividade | X inativacdo |
{ do | de | pectinesterase ! de | da {
| mamdo | aquecimento ! apos o ! pectinesterase | pectinesterase |
| “$aormosa” ! (min) I aquecimento (P) | remanescente | l
! | i (PEu x 10%/al)(a)1 (xP) ! {

-———— - s e S D T s S S e o S D Y D D s D P Y e e S < S < A T P T D D S Bl T Y S N D P ___.I
! ! 8,00 1 42,3 | 100 1 [ l
! |mmm e | -— | R --1
| | 8,13 ! 7,45 { 17,3 { 82,3 i
{ R - el R D | --1
! ! 2,30 ! 4,45 ! 19,5 { 89,3 |
{ [mmmrm e f=—- i -1 -
! ] 9,50 | 3,40 t 8,9 | 92.9 |
I Sem | - ———- | - { | -=1
! adicdo 1 1,00 { 2,33 1 3.9 | 94,3 !
| de [mmmmm e e { | 1 -—- |
| sacarose l 2,09 | 1,03 { 2,9 [ 97.3 |
I (11OBrin) l==m—mmmmmm e e Bt ety | |mmm e |
t | 3,00 l 2,75 { 1,8 ! 98,2 !
| fom—- [ R et e L T o Rt |
! | 3,00 ! 0,9 l 9,9 { 100 {
|- e e {o~eu- el B RSP TE LR |mmm e e |
| | 9,9 ! 28,3 { 100 { ) |
| [=memmm e | | [mmmmmme e e |
| Com { ] | 3.9 ! 19.3 | 80,7 1
I adigdo de  f----mmmmmmmmcmmmeee fommmmmmmm | - e taatt e |
{ sacarase | 1,0 ! 2,9 | 8.8 | 91,2 !
| ate e ittt e- | ! ~-==1
| 20%rix ! 2,9 ! 2,0 { 7,9 | 93,9 !
| 1 | ! | !
| ! 3,0 | 1,3 { 4,4 | 95,6 {
! ] | | | |
] | 19,9 | 2,5 | 1,7 { 98,3 |
| ! ! | ! - |
! | 9,9 | 28,9 ! 109 { 9 !
! | ] | | ~--1
I Conm ] 8,5 . 21,9 { 75,90 I 25,9 {
I adigio de | ! | | -1
! sacarose | i,¢ | 16,3 | 37,1 | 42,9 !
{ ate | { { ! - |
{ 3098rix ] 2,90 i 12,5 ! 44,4 ! 59,4 1
] | | [ | - -1
| { 5,9 ! 7,5 { 26,8 1 73,2 !
{ ! | { [ {
{ I 10,9 | 3,3 { 19,6 { 80,4 !
l 1 | 1 | -1
] | 15,0 l 2,8 | 9.8 { 99,2 {

| _.a - Media de duas amostras !
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I

Fiaura s _CURYAS DE [MATIVAGAD TERDICA BA ,mnas:rmﬁz .
A POLPA DE DAOKO ¥OAQOSA" ACIDIFITABA (pn 28))

) 80°c LOTE 2

CURVA1:5em ADICXO DE SACAROSE (11°8)
DL =377 MIN Ko t0,6241N]

2 O

CURVA 2:cOM ADIC X0 DE s.\cmoss'@o's)
D13 118N KQ=0,18 3N

CURVA3:COM ADICXO DE SACAROSE (:o'a)
DR =1976 M IN Kg=0,128IN

LOG(% P

1 I | T i [ |

-
0 2 4 6 S . 10 12 14

156
TEMPO D¢ AQUECIMENTO (MiN)

(a) Equacoes correspondentes ver Tahela 25

-
1



Tabela 25 - Equa¢8es das curvas de inativacio térmica da pecti-

nesterase a 800C.

Lote 2
| Polpa de | | |
| mamdo | Por¢do termolabil ] Par¢3o termorresistente I
} "formosa” ! [ i

| Sem adic3o | log(YP-A) = 1,6499-4,7626 t | log(XF) = 1,80654 - 0,2453 t !
{ ue sacarose | ! !

{ (4498rix) | r= -@,9844 ! 1= =0,9832 !

! Cor adi¢3a | log(XP-A) = {,9829-2,2162 t | 1log(%P) = 1,8544 - ¢,0743 t |
| de sacarose | | . |
| (209Brix) ! r= -,9985 | 68,9948 |

-
1]
1

[ Com adicdo | log(XP-A) = 1,8109-1,3844 t | log(XP) = 1,7457 - 0,0506 t |
| de cacarose | ! !
I (300Brix) ! r= -e,9873 ! r= -9,9872 !

?8



Tabela 26 - Valores de D e K 3 80°C das porcdes termolabil e ter-
morresistente da pectinesterase n:z rolpa de mamio
“formosa” acidificada (pH 3,8) sem adi¢30 de saca-

rose e com adi¢3o de sacarose até 200 e 30CBrix.

Lote 2

| Polpa de | Porcdo termolabil {  Porcdo tercorresisiciic f
! @agdo i--- [--- e I
| “farmosa” £ b (mir) ! K (in~d) | D (rin) torh !
! ! i ] ! !
- — — e !
| Ser adigde ! ! ! ! !
| de sacarose | ¢,24 | 1,97 l 3,77 P, eé2 !
Eo(11%8rix) 1 ! [ ! 1
-- I

| Com adicao ! ! ! t !
! de sacarose | 0,45 ! 5,09 I 13,11 | 2,18 !
I até 280Brix ! f ! 1 !
i

| Cam adicdo | ! [ ! !
| de sacarase | 0,72 I 3,19 I 19,74 | 8,12 |

! até 3@OBrix | ! ! ! !

09
q)



Tabela 27 - Resultados do ensaio & 80°C de inativac3o teérmica da
pectinesterase na polpa de mam3o “"formosa'"” acidifica-
da (pH 3,8) sem adic30 de sacarose e com adi¢3o de
sacarose ate 200 e 309Brix

Lote 3
I FPolpa I Tempo I Atividade da I X atividade I X inativacio {
| do | de | pectinesterase | de | da !
| magdo ! aquecimento ! apos o I pectinesterase | pectinesterase |
| "fornosa” | (min) | aquecimento (P) | remanescente | |
; [ | (PEu x 104/al) ()t (xpP) 1 |
_________________ J— - - - - - - —— - ____,______________________'
! l e,00 | 32,9 { 100 @ |
! e R fommm e fmmmm oo |
! 2,15 ! 3,88 | 17,8 { 82,2 |
R R fmmmmm e e fommmm e l
i ! ¢,3¢ 3,36 { ie,8 { 89,2 {
! Jmmm el e e C D frmmmm e [ e |
! { ¢,50 t 2,66 { g8,¢ { 92,0 !
I Sem fmmmm e fomm et e LR, fmmm el !
! adic3o { 1,06 1,86 { 3,4 ! 94,4 |
{ de |l oo Rt LR ol f
| sacarose ! 2,00 | ¢,83 { 2,6 ! 97,4 f
I (110Brix)  l=m—mmgmemmmeceeees fom e fommmm et b e e |
{ ! 3,00 8,35 | 1,7 | 98,3 !
{ lom o fommm o e b el {
1 | 5,00 l 0,0 [ e,e { 160 |
e e L R et L e P |- R et L EE L R e T R E |
| ! e,0 { 28,3 i 100 { ) !
[ R T fmmm oo fmmm e R [
| Com ! e,5 | 3,5 ! 19,3 | 80,7 {
| adi¢dp de  |-~=-=m=emcmceeeo R f o Bt T e e - |
I sacarose | 1,0 | 2,9 { 8.8 ! 9¢,2 l
i ate R L E e LR e TR R LT B i s !
| 209Brix ! °,8 { 2,0 { 7.8 ! 93,0 |
| | | I { [
{ | 5,8 ! 1,3 ! 4,4 ! 95,6 |
{ t { { { |
! [ 10,0 ! ¢.3 | 1,7 { 98,3 {
! i l | | |
| | 0,0 | 28,e ! 108 [ ) |
i { { { { |
i Com | e.,9 | 21,0 { 75,8 { 29,0 {
| adicdo de | ] I ! !
I sacarose { 1,6 | 16,3 H 57,1 { 42,9 |
) ate { l { | -1
i 30%Brix ! 2,0 ! 12,9 | 44,4 ! 59,4 !
{ ! -1 ! ! |
! | 3,8 ! 7,9 ! 26,8 | 73,2 I
| | | i -1 |
! ! 10,0 | 3,3 ! 19,4 { 80,4 |
{ | l-- { | |
{ 15,0 ! 2,8 ! 9.8 { 90,2 !
|
{

I (a) - Meédia de duas amostras




2,0~

~ I d
Ficura o _SYRYAS DE INATIYAGAOD TERDNICA DA PE:TIH(ESTE%A“E -
)

BA POLPA DE DIARAD FORD03A' ACIDIFICAMA

A 80T

pH 3-')(%

LOTE

CURVA1:SEM ADIGXO DE SACAROSE (11°8)

1
Dp =368 MIN Kp=0,638IN

CURVA 2:COM ADic X0 DE sac,\nosegzo's)

DL713,61 N Kp=0,1TMIN

CURVA 3:COM ADICAO DE sAcuaoszq:o’s)

Dgp=2179M1N Koz0,11 MIN

I I
2 4 6

TEMPO

1
8

T T T [
10 12 14 16

DE A QUECIMENTO (MIN)

(a) Equacoes correspondenies ver Tahela 28
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Tabela 28 - Equag¢bes das curvas de inativacio térmica da pecti-

nesterase a 800C.

Lote 3
| Polpa de ] ! !
| racdo ! Porcdo termoldbil ! Porcic tercaorresistente !
{ "formosa” t | !
— e e e e e |
I 5.0 adicdo | log(¥P-A) = 1,4773-4,7747 t | log(i": - 1,623 - @,2718 t |
! de sacarase | ! t
[ (41CBrix) | r= -¢,9290 [ r= -9,9914 !
! ! l !
______________________________________________________________________________ i
t Com adicdo | log(XP-A) = 1,9742-1,985¢ t |  log(XP) = {,6443 - @,6735t !
! de sacarose | . ! l
| (200Brix) ! r= -9,999¢ ! r= - @,9952 !

! Cou adicdo | log(XP-A) = 1,7474-1,4060 t | log(%P) = 1,7597 - 0,0459 t |
| de sacarose | ! |
{  (309Brix) | r= -9,9737 ! r= -9,9899 {
I ' ! | [

iez



Tabela 29 - Valores de D e K a 80°C das parcdes termoldbil e ter-
morresistente da pectinesterase na polpa de mamio
“formosa” acidificada (pH 3,8) sem adi¢3c de saca-

rose e com adi¢3ao de sacarose até 200 e 30CBrix.

Lote 3
| Polpa de { Porgdo tereolzbil | Porcdo termorresistente |
| masao ! ! |
{ "forcosa” ! D (min} ! K (zin"1) 1 D (min) I K (min~1) !
] ] ! | ! !
- |
| Sem adigdaoc | ! I ! !
| de sacarase | 8,21 I 1e,99 ! 3,48 1 8,43 !
I (11%Brix) | ! ! I . !
: l
| Lom adicdo | ! | | !
| de sacarase | 0,50 t 4,37 I 13,61 | 0,17 !
I ate 28%rix | ! ] l [
!
| Com adicao | ! ! | I
| de sacarose | 2,71 I 3,24 i 21,79 ! 0,11 |
| até 30%Brix | | | [ !

103



! [

I XUigoeg aje |

80'2 | SL'T asouedes |
i i ap opdtpe |

) !

I |

I I I
_ I XTJgpe2 aie |
E8'6 | €89 | asoiedes |
i i ap ogarpe
I | l
| I ]

l

! (XVIGgET) |
I asouieles |
3 ap oE31pe |
! !
{ !

104

I €230 | 23301 | 2301 } £ajor | 23301 )} 2301 | g ajop ) 2 01 | 72300 | £a301 t 23,01 | T 3301 |

|
| == e e e - - ——- ———] LBSOWI0; . |
_ (.ute) ¥ I (utw) g _ (;-ut8) ) | (u1B) g | opmes |
! — . _ |
| | - l ap I
I 3]U3)51553.110013] 0BI.04 ] 11q2(0mia; OB3.04 | ®dlog |
| I |

S33U3433TP SB330[ £ W3 ‘XTUHL0E
3 p0c P3I® 3sOJeIES 3p OBIIPE WOD & SSOJEIRS Bp Oed1pe wWas (g‘g Hd)
EPEBOT4IpIIE BSOWJIO} OBWEW 3P ©d{0d ®BU 35B.i33S3UT}Iad ep Q3juajstsad
-40WA33 & 11QE|0WI3] SB0Q340d SEP JuGZ & ) 3 (] ap S340(eA SOpP OBJEBURJWO] - QFf ®laqe]



- - - - - " - " o - > o > s o o o - " - - - - - - -

E3300 | 22300 | 73300 | £3301 | 23300 } §3301 | £2301 } 22300 | 13300 | £3301 | 29300 ] 733011

o~
O~
®
-
|
o~
L~
-~

I
|
8661 | 12'0
1
!
|

-
o
-
o
®

XTIfo0E 938
as04edes
ap opstpe

X11§,00 d3®
asoJeles
ap oestpe

(X1igoT1)
35018385
ap oedtpe

- - > - 2 22 2 2 2 4 i i D 6 P 2o ——— N T Y |

(p-uim) X | (uta) g ! (;-UT®) ¥ ] (uie) g !

]

|

33:5)51553110813] OB3.I04 ] 11qe{oma3)] 0B3I0g ]
|

,BS00104,,
DEWRY

ap
©d|04

S3JUBL3$TIP S3J0] £ Wd 'XTAHEOE
3 ,02 23® 3S04eDES 3p OEDIPE WOD & 3JSOJBIRS Bp OEDIPE Was (B'E Hd)
epedT;IPIIJe eSOW.0i OBWew a&p e©d|Od BU 3S5eU3}S3UTII3d Bp BJu33}sSTsal

[y

-A0W433 3 |1Qe|OW.3] S30310d SEP P8 & ¥ 3 (0 3p S3J0[kA SOp OEBdEURJWO] -~ TE ©1aQqE}

1095



Apesar da adic3o de sacarose 3 polpa de mamio "formosa“ ter
retardado a gelatinizac3o, verificou-se que em todos os ensaios
de inativac3o térmica da pectinesterase, a polpa de mam3o com
maior concentracdo de sacarose apresentou uma maior resisténcia
termica a inativacSo. Esta adic30 causou um aumento nos tempos de
reducdo decimal em média de trés vezes para a polpa caom 20° Brix
e de cinco vezes para a polpa cam 30° Brix. Isto mostra que real-
mente a sacarose atua como um agente protetor da enzima contra o
calor. Portanto, optou-se pelo preparo da polpa com seu conteudc
natural de acucares. Nestes testes de inativac3o térmica confir-
mou-se tambem a presenca de duas por¢Ses da pectinesterase, uma
termolabil e outra termorresistente.

O0s resultados confirmam os obtidos por LEVI et alii (19283)

-

que no branqueamento de pedacos de mami3c usando 2 agua em ebuli-

¢cao verificou que a pectinesterase era quase totalmente inativa-

da, enquanto que, no branqueamento usando xarope de sacarose em
ebuli¢cdo, observava-se ainda uma alta atividade da pectinestera-
se, indicando um possivel efeito protetor do acdcar contra o ca-
lor.

ARAKAWA & TIMASHEFF, 1981, e BACK et alii, 1979 atribuem es-
te efeito protetor ao aumento de forcas hidrofdbicas que dificul-
tam a inativacSo da enzima, auxiliando-a a manter sua configura-
¢3do nativa. No entanto, n3o é conhecido como a sacarose atua nes-
sas forgas hidrofdbicas.

LEE & TIMASHEFF (1981) estudaram a cinética de desnaturac3io
térmica de proteinas (& -quimotripsina, quimotripsogénio, ribonu-

clease) encontrando que a uma dada temperatura o Kf € uma fungio
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da concentragl3o de sacarose, decrescendo com o aumento da mesma .
E os ensaios de inativac3lo térmica da pectinesterase do presente
trabalho confirmam esses resultados. Para uma dada temperatura o

tempo de redu¢3o decimal (D= 2,303) varia com a concentrac3o de
Ke

sacarose adicionada a polpa de mam3o “formosa', aumentando com o
aumento da concentracso da mesma .
Verificou-se ainda, que a variagcao/lote dos valores de D fo-

ram maiores nos enszicc a 75°9C do que a3 8@°C .

3.4. - Determinac8o da cinética de destruicZo térmica do 7.
pasltevrianum na polpa de mam3o acidificada (pH = 3,8)

-

Os resultados do ndmero de sobreviventes s3o apresentados na
Tabela 32 e as curvas de sobreviventes (log N versus tempo de
aquecimento) s3o apresentadas na figqura 10. Baseado nessas curvas
foi estabelecido o valor D.

Baseado nos valores dos tempos de reducg3o decimal (D) e da
constante de velocidade de destruic3o térmica (K) para as tempe-
raturas de 759, 779 e B80°C, encontrou-se o valor do coeficiente
térmico (Z) e a energia da ativac3o (Ep) do &, pasteurianum na
polpa de mam3o "formosa™ acidificada (pH 3,8)(tabela 33). A
curva “fantasma”™ de destrui¢io térmica (log D versus tempera-

tura) e apresentada na figura 11.
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Tabela 32 - Resultados dos ensaios de destruicao térmica da 7.
pasteurianum na polpa de mam3o "formosa” acidificada
(pH 3,8) a 759, 770 e 8¢0°C

{ | | Contagem do { |
{Temperatura | Tempo de | numero de sobre- | |
| .do { aquecimento I viventes | D{min) |
I teste I (min) | (NMP de ! [
I (90) | | esporos/el)(a) | |
[ { i I !
[ ------ - - e e e e e = o e m e
! ! e,0 t 7,9 x to4 ! i
I fmmmm e . f :
I 750C | S,8 19,2 x 104 ! r
! J— . i 9,48 l
! n 10,0 [ 2,4 x 184 ! [
t . fmm oo m e n !
| ! 15,0 [ 9,2 x 103 l !
[ frmm oo T —— f |
! ! 20,0 [ 2,4 x 103 l 1
l _________________________________________________________________ - - - - - — -
! ! K | 4,6 x ot l l
I {-- l - - !
| 77°¢ ! 2,0 17,9 x 104 I i
! ! { I 7,08 {
1 ! 5,0 l 2,8 x to? ! [
! ! - P . ! !
! t 10,0 | 3,0 x 103 | |
I f- { — ! 1
i l 15,0 | 1,4 x 103 [ l
’ ...... o o o o e e e > = -
! I 0,0 l 9,3 x 104 ! l
! ! f — I
| 8e0C | 1,0 12,4 x 164 | [
t { t l 2,649 I
[ [ 2,0 1,1 x 104 | I
! B e —— ! ——— I !
! ! 5,0 1,1 x 103 l [
! [—— - 1- - I !
t | 10,0 | 4,6 x 102 i [
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Tabela 33 - Valores de D, Z, K e En do 7. FPasteurianum na polpa

de mam3o “formosa' acidificada (pH 3.,8)

| Temperatura | | l ! |
{  do D (min) I Z(or) K (min~1) | Ea (Kcal/eol) |
I teste | l { ! !
{ (oc) | ! ! | !
| 750(3309K) b 9,69 ! | 8,24 l !
| -1 { ] { 64,75 l
I 770(3529¢) 17,08 | 8,78 | 0,33 ! !

t ! fommme e ! !
| 86L(3550K) | 2,48 ! | @,86 I |

As equac¢des das curvas de sobreviventes apresentaram uma boa
correlac3o (00,9979 - @,9798) indicando que a destruic3o térmica
do &!. pasfeurianum na polpa de mam3o "formosa” acidificada
(pH 3,8) segue uma cinética de 12 ardem.

Na literatura fevisada foi encontrado apenas o valor Dyggog
(0,1 - 0,3 min) do . pasteurianum em tamp3o fosfato pH - 7,0.
Este valor € aproximadamente dez vezes maior do encontrado para o
&1, pawbeurianum na polpa de mamao “"formosa” acidificada (pH
3.8), Digeoc = 0,013 min. Essa grande diferenc¢a pode ser devida
ao meio acido que facilita a destruig¢3o térmica do cr.

eastewrianum (STUMBO, 1973).
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0 wvalor do coeficiente térmico (Z = 8,789C) encontrado no
presente trabalho € semelhante ao reportado paor NATH & RANGANNA
(1980) em polpa de manga (Z = 8,62°C) e em soro de tomate (Z =
8,8°C

. necessario para causar
100°%

7,99C). O valor de esterilizac3o F
seis reduc8es decimais na populacio do 7. pasfeurianum na polpa
de mam3o “formosa" acidificada (pH 3,8) foi de 0,08 min. Ja

NATH & RANGANNA (1980) encontraram para polpa de manga um

A ~ 6c .
valor de esterilizacio FGok = 0,26 min e para soro de tomate
34 . - . .
ﬂéw = 0,33 min. No entanto, nfc foi encontrada na literatura re-
(4

visada, o valor de esterilizacl3o para a destruic3o do £7. pasfeu-
rianum, na polpa de mamio.

Compararou-se os valores de D a 759, 770 e 809C e o valor Z
para o . pasteuri’num e a porgao termorresi<tente da pectines-
terase, na polpa de mam3o "formosa" acidificada (pH 3,8), que

530 apresentados na Tabela 34.

Tabela 34 ~ Valores de D 3 759, 779 e 80°C e o valor de Z do &
pavbaurdanum e da porcdo termorresistente da pecti-

nesterase na polpa de mam3o “formosa" acidificada

(pH 3,8)
| | B (min) { 7 (9C) !
| Temperatura | --- -=f---- i el e L l
I (oD ! CI. pasteurianue ! Pectinesterase | {1 pasteurianum | Pectinesterase |
} ! | P.termorresistente! | P. termarresistente |
= -— -1 - f--=-- i - C e |
| 750 | 9,69 i 16,72 | | i
| ! ! l { [
e et L | e e fremmm e | | /
| 779 ! 7,08 | 7,23 | 8,72 i 7,82 !
| 1 { | | |
[ommm e fmmemm e fommmm e e ! l {
{ g0 ] 2,68 ! 3,72 | ! !
l | 1 |



Os wvalores de D da porcdo termorresistente, as temperaturas
estudadas, se apresentam maiores do que o D do 7. easteurianum,
indicando que a eﬁzima € mais termorresistente do que este mi-
crorganismo. Dessa maneira podemos usar a fra¢3o termorresistente
da pectinesterase como ‘indicador do nosso processo térmico como

foi1i feito por NATH & RANGANNA (1981) .
5.5. Testes de processamento na planta piloto
5.5.1. Determinac30 do ponto frio da lata

Os perfis de temperatura em funcio do tempo para as 1latas
com termopares ho centro geométrico, a 25% e 18% do fundo da mes-
ma, <30 apresentados na figura 12. Baseado nesses perfis verifi-
cou-se «que as latas com termopares no centro geométrico s3o0 as
que apresentam uma penetrac3o de calor mais lenta. Portanto, a
centro geométrico da lata € considerado o ponto frio da mesma.

Este resultado € compativel com os dados da literatura
(LUND, 19735; MUCCIOLO, 1985; REICHERT, 1988) que consideram o
ponto +frio da lata, para alimentos aquecidos por conduc3oc como &
0 caso da polpa de mam3o “formosa”, como sendo o centro geométri-

co da lata.



FIGURA 12. FERFIL DE IEMPERATURA EM FUNCAO DO TENPO DE PROCESSO DA POLFA DE HAHAD “FORHOSA™ ACIDIFICAD
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5.5.2. Célculo do tempo de processo

Os perfis de temperatura em funcao do tempo para as latas
com polpa de mam3o “formosa'” acidificada (pH 3,8) aquecidas por
10,15 e 20 minutaos s30 apresentados na figura 13. Nesta mesma fi-
gura s3ao apresentados os valores'de taxa de inativa¢3o da pecti-
nesterase em fun¢do do tempo. Os valores de pasteurizacio (Fp)
aplicado ao #eroduto, calculados pelo metodo geral, usando-se a

regra de intccragao de Simpson, s3o0 apresentados na tabela 35

Tabela 35 - Valores de Fp Para os tempos de aquecimentos de 10,
19 e 20 minutos em banho de 3gua 3 979C e temperatura

de enchimento de &0°C

A e G - — - —— ————— {——— " - — > Wre Sow > - — . ——— —— ——— - W - —

FP (minutos Tempo de aquecimento

{ | t
i a 779C) ! em banho de agua a 9?7°9C |
f ! (min) !
R T T | m l
| 8,14 | 10 |
| == m e e R T ———— !
{ 16,67 | 15 {
e T T |
{ 24,37 ] 2o |



FIGURA 13. PROCESSANENTO DA POLPA DE MAMAD "FORMOSA™ ACIDIFICADA (pH 3.8) COM TEMPOS DE

AJUECIMENTD DE 16, 1S E 26 MIN. EM TANQUE DE AGUA ABERTO A 97° C
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Através da relac3o empirica de SHIGA (1974) encontrou-se um

3,9
tempo de aquecimento de 12,9 minutos que corresponde a um F?rc =
12,30 minutos; equivalente a 1,7 redugdes decimais da porc3o ter-

morresistente da pectinesterase, que causa 98% de inativac3o.
S5.6. Ensaios de seguranca microbioldgica

3.6.1. Ensaios de processamento com o tempo de processo re-

querido

Os resultados dos ensaios de processamento térmico (perfil
de temperatura e taxa de inativa¢d3o da pectinesterase versus tem-
po) da polpa dé mam3o “formosa'” acidificada (pH 3,8) com tempo de
aquecimentao de 12,9 minutos, s3o apresentados nas figuras 15 a
32. O0Os wvalores de Fp calculados pelo método geral, usando-se a

regra de SIMPSON, s30 apresentados na tabela 36.

Tabela 36 - Valores de Fp com tempo de aquecimento de 12,9 min em
banho de agua a 97°9C e temperatura de enchimento de
600C

(min & 77°C)

—————— —_—_——————— — T~ ——————— ———— — t—— ———————— ——— — —

! 1 t 12,62 1 12,51 t+ 12,39 |
e iieise 1 tzez 11,1
3 Uiz.ae 1 12,64 112,58 |
T T e tze 1izea
s T U iEsa 1 de.as nseri
e Uiers 0 izier fgz.ss



FIGURA 15. PROCESSAMENTO DA POLPA DE MAHAD “FORMOSA" ACIDIFICADA (pH 3.8) COM TEMPO DE AQUECIMENTIC DE 12,9 HIN.
ENSAID: ©1 LATA: 61

'BG-I

1(*c)

70 1

|

IKIC., B0 RESFRIANERTO

606

CUBUA 1: TEMPERATURA NO POKIO FRIO DA LATA (T)

AQUEC.: T =97 *C: t = 12,3 HIN

56 RESF.: T =30,B *C: t = 41,9 HIH

11 CURVA 2@ TAXA DE IKATIVACAD DA PECTINLSIERASE (1)

Fp = 12,62 MIN A 77 1C

6.5 1

e o 1 1 1 1 1
e + ¥ L} ]

1 ]

e 6.9 i3.B 20.7 2?.6 34.5 41.4 48.3 585.2

L

termpo de Processo (min)



FIGURA 16. PROCESSAMENTO DA POLPA DE MAMAO “FORMOSA™ RCIDIFICADA (pH 3.8) COM TEHPO DE AQUECIMENTO DE 12.9 MIN.
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FIGURA 17. PROCESSAMENTO DA POLPA DE HAHAO “FORMOSA" ACIDIFICADA (pH 3.8) COM O TEMPO DE AQUECIMENTO DE 12.9 HIN.
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FIGURA 18. FROCESSAMENTO DA POLPA DE MAMAD “FORMOSAY ACIDIFICADA (pH 3.8) COM O TEMPO DE AQUECIMENTO DE 12,9 MIN.
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F1GURA 19. PROCESSANINIO DA POLPA DE MAMAD “FORNMOSA" ACIDIF ICADA (pH 3.8) COM O TEMPOD DE AQUECIMENTO DE 12,9 MIN.
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FIGURA 26. PROCESSAMENTO DA POLFA DE nmAMA0 “rORMOSAY ACIDIFICADA (pH 3.8B) COM TEMPO DE AQUECIMENTO DE 12,3 MIN.
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FIGURA 21. PROCESSAMENTO B4 POLPA DE HAHAOD “FORMOSA™ ACIDIFICADA (pH 3.6) COM O TEMPO DE AQUECIMENTO DE 12.9 MIN.
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FIGURA 22. PROCESSAMENIO DA POLPA DE MAMAD “FORHOSA™ ACIDIFICADA (pH 3,8) COM O TEMPO DE AQUECIHENTO DE 12.9 HIN.
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FIGURA 23. PROCESSAMENTO DA POLPA DE MAMAD “FORMOSA™ ACIDIFICADA (pH 3,8) COH O TEMPO DE AQUECIHENTO DE 12.3 HIN.
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FIGURA 24. PROCESSAMENTO DA POLPA DE HAMAD “FORMOSA" ACIDIFICADA (pH 3,8) COH O TEHPO DE AQUECIMENIO DE 12.9 HIN.
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FIGURA 25. PROCESSAMENTO DA POLPA DE MAMAD “FORMOSA" ACIDIFICADA (pH 3,B) COM O TEMPO DE AQUECIMENTO DE 12,9 MIN.
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FIGURA 26. PROCESSAMENTO DA POLPA DE MAMAD “FORMOSA™ ACIDIFICADA (pH 3.8) COH O TEMPO DE AQUECIMENTO DE 12.9 MIN.
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FIGURA 27. PROCESSAMENTO DA POLPA DE HAMAD "FORHOSA™ ACIDIFICADA (pH 3,8) CON O TEMPO DE AQUECIHENIO DE 12.9 HIN.
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FIGURA 28. PROCESSANENTO DA POLPA DE HAHAO “FORMOSA™ ACIDIFICADA (pH 3.8) COM O TEMPO DE AQUECIMENIO DE 12.9 HIN.
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FIGUR4 29. PROCESSAHENTO DA POLPA DE MANAD “FORMOSA” ACIDIFICADA (pH 3.8) COM O TEMPO DE AQUECIHENTO DE 12.3 MIN.
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FIGURA 30. PROCESSAHENTO DA POLPA DE HAKRD “FORMOSA™ ACIDIFICADA (pH 3.8) COM O TEMPO DE AQUECIMENIO DE 12,9 MIN,
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FIGURA 31. PROCESSAMENTO DA POLPA DE MatRh "FORMOSA™ ACIDIFICADA (pH 3.8) COH O TEMPO DE AQUECIHENTO DE 12.9 HIN,
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FIGURA 32. PROCESSAMENIO DA POLPA DE HAMAO "FORHOSA" ACIDIFICADA (pH 3.8) COM O TEHPO DE AQUECIMERTO DE 12.9 HIN.
ENSAIO: 03 LAaTA: 06

IRIC. DO RESFRIRMENTO

—g

CURVA 1: TE&PERHTURQ HO PONTIO FRIO DA LATA (T)

AQUEC.: T = 97 *C : t -~ 12,9 HIN

o RESF.: T = 30,5 *C : t - 41.9 HIN
' CURUA 2: TAXA DE lﬂﬂrluagﬁb DA PECTINESTERASE (1)
T Fp= 12,55 MIN A 77 *C
1
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& analise estatistica desses dados € apresentada na tabela

37

Tabela 37 - Analise de variidncias dos valores de Fo

e - — — Gt = —— ————— - tv— —— —_—— o ————— o — f— - —— —— — —— —— ————— ————— ———— — — o

| Fonte de | Soma dos | Grau de | Quadrado { F |
| Variacao | Quadrados!| Liberdade!l Médio | |
[ e e e e —————————— I
{Entre Latas I 0,20330 { 2 I @,0165 | @,7369 {
{ | | { | {
{Entre Ensaiosl 00,0084 ! 3 | 0,0017 | 0,0771 |
| | | { { |
|Residuo | ©,2180 { 10 | ©,0218 l l
! ! | ! ! {
{Total | 90,2594 | 17 | @,0133 { |
| { { | | {
- H
! ] Tabelado !
I X, = 0,05 ol = 9,01 {
{ FE,iO = 4,10 Fa’io = 7,96 |
b Fs,10 = 3,33 FS,10 = 5,64 !

. —— o —— - ——t——— . ——_———— 0" A 4aib i G - ———— s - ——— —— _ - - " ————— - _— - ——

A andlise estatistica dos Valores de F, nos trés ensaios,
mostrou que ndo hd diferenca significativa entre os ensaios e en-
tre as latas de um mesmo ensaio, a nivel de « = 0,05, <= 0,01.
Isto 1indica que o tempo de aquecimento de 12,92 min em banho de
dgua a 97°C pode ser extrapolado para o processamento de lotes
com a polpa de mamdo "formosa"” acidificada (pH 3,8) em escala in-
dustrial

Observando-se as figuras 15 a 32 verificou-se que na 12 fase
do resfriamento havia um aumento da temperatura no ponto frio da
lata. Resultados semelhantes foram encontrados por BOARD et alii
(1960) ,KOPELMAN et alii (1982), ROBERTSON & MILLER (1984) e

SIDDALINGU et alii (1983). Esses autores verificaram na esterili-
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zacdo em autoclave de alimentos condutivos enlatados, que quando
se desligava 0 vapor ainda havia um alto gradiente de temperatura
entre a superficie e o centro geométrico da lata, ocasionando um
aumento de temperatura, conhecido como "OVERSHOOTING"”, durante a
12 fase de resfriamento. Este "overshooting"” é responsavel por
uma fraclo eleQada da letalidade do processo. Por tanto, neste
trabalho a fase de resfriamento se torna muito importante, pois
praticamente toda a inativacdo da pectinesterase se dda nesta fa-
se.

0 exame da polpa de mam3o enlatada, apds o0 processamento
termico, mostrou que n3o houve gelatinizac3o e n3o foi detectada
atividade vresidual da pectinesterase, pelo método de KERTESZ
(1933), em nenhuma das amostras. Portanto este processamento tér-
mico equivalente a 1,70 D da porc¢3o termorresistente da pectines-—

terase (F};t = 12,3 min) fai suficiente para inativar 9¢8% desta
enzima.

Nos trés ensaios a polpa de mami3o “formosa'™ enlatada apre-
sentou~se com 119 Brix de sdlidos soluveis e pH 3,8, valores que
n3o se modificaram apds o processamento térmico. A atividade ini-

cial da pectinesterase, nestes ensaios, variou entre 45,3 e 56,7

PEu x 104/m1.

9.6.2. Testes com a microflora naturalmente presente

Todas as latas processadas por 12,9 minutos em banho de agua

.

a2 979C e incubadas a 30°C/4 semanas e S559C/2 semanas nio apresen-



taram estufamento, indicando que a flora microbiana presente
(bactérias n3o esporuladas, bolores e leveduras) foi destruida no

processamento térmico.

5.6.3. Ensaio de embalagens inoculadas

Todas as latas, inoculadas com a suspens3o do £]. pasfeuria-
num, processadas por 15 minutos, ¢« banho de agua a 97°9C (fig. 33
e 34) e incubadas & 30°C/4 semanas n3o apresentaram sinal de es-
tufamento e na subcultura n3o houve crescimento, indicandc que
este processamento teérmico foi suficiente para destruir o micror-
ganismo. Portanto, o processamente térmico baséado em 2,3 redu-
cOes decimais da por¢cao termorresistente da pectinesterase conduz
A uma polpa de mam3o "formosa” acidificada (pH 3,8) microbiologi-

camente segura.

o
€}
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FIGURA 33. PROCESSAHENTO DA POLPA DE HAHAQ “FORHOSA™ ACIDIFICADA (pH 3.8) COHM O TEHPO DE AQUECIHENTO DE 15.0 HIN.
ENSAID: ©4 LATA: 61
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FIGURA

88 1
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34. PROCESSAHMENTO DA POLPA DE HAMAD “FORMOSA™ ACIDIFICADA (pH 3.8) COM O TEMPO DE AQUECIMENTO DE 15.6 MIN.
' ENSAID: 64 LATA: 82

INIC. DO RESFRIAMENTO

CURVA 1: TEHPERATURA NO POHIO FRIO DA LATA (T)

AQUEC.: T = 97 *C : t = 15,0 HIN

50 - RESF.: T = 30,0 °C : t = 39.6 HIN
.5 CURVA 2: TAXA DE mnnuacﬁo DA PECTINESTERASE (I)
' Fp = 16,71 MIN A 77 C
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6.9 CONCLUSGSES

‘Nas amostras ensaiadas de polpa de mam3o "formosa'”, no seu
PH natural, n3oc foi encontrada atividade de peroxidase.

A atividade da pectinesterase na polpa de mam3ao “formaosa',
no séu PH natural, variou entre 26,5 e 57,5 PEu x 1049/m1.

A carga de bactérias mesdfilas totais da polpa de mam3o
“formosa", no seu pH natural, foi da ardem de 109 UFC/ml e
na polpa acidificada com e sem adi¢3oc de sacarose fai da or-
dem de 103 UFC/ml1. A adic30 de dcido citrico e sacarose n3o
alterou a populacdo de bolores e leveduras e bactérias 1dti-
cas, que foram da ordem de 10f e 103 UFC/m]l, respectivamen-—
te.

0 melhor metodo para a esporulacdo do 7. pasteuriznuw foi o
das transferéncias sucessivas, atraves do qual se conseguiu
a produc3o de um lote com 10® esparos/ml.

0 1. pasteurianum conseguiu crescer e produzir gas na polpa
de mam3o "formosa'" acidificada (pH 3,8) e na polpa acidifi-
cada com adicdo de sacarose (209 e 3@° Brix), podendo, por-
tanto, ser usado como indicador de pasteurizacilo.

As curvas de inativac3o térmica da pectinesterase a 759, 770
e B80°C apresentaram uma mudanca de inclina¢3o0, indicando a
existéncia de duas porc¢les da enzima, uma termoldbil e outra
termorresistente. Esta ultima, caracterizada por um tempo de
reduc3ao maior e por um coeficiente térmico ao redor de

7,89C.
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A energia de ativac3o, nas temperaturas estudadas, para a
porcao termolabil e termorresistente da pectinesterase foram
61,7 e 72,7 Kcal/mol, respectivamente, estandao, portanto,
dentro da faixa (40-100 Kcal/mol) de energia de ativac3o re-
paortada para o processo de inativa¢3o térmica de enzimas.
N3o e i1ndicada a adic3o dé sacarose na polpa de mam3o "for-
mosa”™ acidificada (pH 3,8), preparada para ser enlatada e
procescada termicamente. Esta adi¢3o0 causou um aumento nos
tempos de redu¢3o decimal em média de 3 vezes para a polpa
com 200 Brix e de 5 vezes para a polpa com 30° Brix, indi-
cando que a sacarose exerce um efeito protetor na enzima,
contra o calor. Por este motivo, optou—-se_ pelo preparoc da
polpa com seu conteudo natural de agucares.

A destruicdo térmica do £7. Fasteurianuw na polpa de mam3o
“formosa"” acidificada (pH 3,8) seguiu uma cinetica de 12 or-
dem, com os tempos de redu¢l3o decimal a 759, 779 e 800 C de
?,7; 7,1 e 2,7 minutos, respectivamente, e 0o coeficiente
térmico de 8,8°C.

Os tempos de reducdo decimal da porc3o termorresistente da
pectinesterase, as temperaturas estudadas, foram maiores do
que o0s do £, pasteurianum, indicando que essa porg3o da en-
zima apresenta uma resisténcua teérmica maior. Fortanto, o
processamento teérmico aplicado a polpa de mam3o0 “formosa”
acidificada (pH 3,8) pode ser baseado na inativa¢2o térmica
dessa parcao da enzima.

0 ponte frio da lata com polpa de mam3o “"formosa'” acidifica-

da (pH 3,8), processada na posigcao vertical, em banhao de
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3dgua a $7°C, foi1 determinado como sendo o centro geometrico

da mesma.

Na aplicagc30 de 1,7 reducBes decimais da atividade da porc¢ao

termorresistente da pectinesterase na polpa de mam3o "formao-

sa” acidificada (pH 3,B8) conseguiu-se uma inativacao de 98%.
18°c
31°¢c

de 12,30 minutos e atraves da rela¢3o empirica de SHIGA

Esta reducao decimal serviu para estabelecer um valor F

(1976) encontrou-se um tempo de aquecimento de 12,9 minutos,
em banho de agua a 97°cC.

Nos trés ensaios de processamento termico com 12,9 minutos
de aquecimento, em banho de dgua a 979C e 41,9 minutos de
resfriamento, as dezoito latas de polpa de mam2o ‘'formosa”
acidificada (pH 3,8) apresentaram valores de pasteurizacio
variando entre 12,33 e 12,75 minutos equivalente a 77°C. A
analise estatistica dos dados indicaram nao haver diferenca
significativa entre ensaios e entre latas de um mesmo en-
saio, a nivel de « igual a ©,05 e ©,01.

No exame das latas de polpa de mamao “formosa” acidificada
(pH=3,8), apds o0 processamento térmico por 12,9 minutos, em
banho de dgua a 979C, verificou-se n3o haver gelatinizac3o e
n3o se detectou atividade remanescente da pectinesterase,
pelo meétodo de KERIESZ (1955), em nenhuma das amostras. Por-

tanta, este processamento térmico equivalente a 1,7 reducdes

decimais da atividade da porgcao termorresistente da pecti-
?[g <

F
nesterase ( 3¢

12,30 min) foi suficiente para inativar
98% dessa porg¢ao da enzima e destruir a flora microbiana na-

turalmente presente.
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15 - 0 processamento teérmico, no qual se aplicou a polpa de mamia
acidificada (pH 3,8), inoculada com ). pasfeurrianus, 2,3
reducbes decimais da porcio da porc¢c3o termorresistente da
pectinesterase, foi suficiente para destruir este microrga-
nismo. Portanto, este processameto termico € o recomendado

para se ter esta polpa microbiologicamete segura.



7.0. RECOMENDAGCAOD

Recomenda-se aplicar a polpa de mam3o "“formosa' acidificada

(pH 3,8) um processamento térmico equivalente a 2,3 reducboes de-~
cimais da atividade da por¢ao termorresistente da pectinesterase,
garante um produto microbiocologicamente seguro e livre da

Q que

atividade enzimatica da pectinesterase.
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