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RESUMO

Neste estudo, o efeito das tecnologias ndo térmicas ozonio, plasma e ultrassom na qualidade
da agua de coco foi avaliado. Para o processamento por 0zonio, as amostras foram submetidas
a diferentes cargas de 0zOnio e temperaturas. Para o processamento por plasma frio
atmosférico (PFA), as amostras foram expostas sob diferentes frequéncias e voltagem. Para o
processamento por ultrassom continuo, inicialmente as amostras foram testadas sob 3
poténcias diferentes, em passagem Unica pelo sistema (50, 75 e 100%). Posteriormente, foi
elaborado um delineamento experimental variando a poténcia e o nimero de ciclos (maltiplas
passagens pelo sistema). Foram determinados o pH, sélidos sollveis, acidez titulavel, cor,
conteddo de compostos fendlicos e atividade enzimaética da dgua de coco antes e depois dos
tratamentos. Os principais compostos também foram determinados por espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Nenhum dos processamentos alterou os valores de
pH, sélidos sollveis totais, acidez titulavel e cor. A analise quimiométrica do conjunto de
dados de RMN ndo mostrou alteracfes relevantes nos contetdos de sacarose, a-glicose, -
glicose, frutose, acido malico, alanina e valina ap06s aplicacdo de ozdnio e PFA. Todos o0s
tratamentos do o0z6nio promoveram inativacdo da atividade de POD e ndo afetaram o
contetdo de compostos fendlicos. Apoés o PFA, a menor atividade residual de POD foi
observada quando a frequéncia mais alta foi aplicada e pequenas alteracbes no teor de
compostos fenolicos foram observadas. Nenhum dos tratamentos do Ultrassom Continuo foi
eficiente para inativacdo enzimatica, sendo possivel observar um pequeno aumento na
atividade da peroxidase apds o processamento. Diante destes resultados, 0 0zénio destacou-se
como a tecnologia mais indicada para a inativacéo da dgua de coco.

Palavras-chave: Quimiometria. RMN. Peroxidase. Polifenoloxidase. Compostos fenolicos.



ABSTRACT

In this study, the effect of ozone, plasma and ultrasound technologies on coconut water quality
was evaluated. For ozone processing, the samples were subjected to different ozone loads and
temperatures. For processing by atmospheric cold plasma, the samples were exposed under
different frequencies and voltages. For continuous ultrasound processing, the samples were
initially tested under 3 different powers, in a single pass through the system (50, 75 and
100%). Subsequently, an experimental design was developed varying the power and the
number of cycles (multiple passes through the system). The pH, soluble solids, titratable
acidity, color, content of phenolic compounds and enzymatic activity of coconut water were
determined before and after treatments. The main compounds were also determined by
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy. None of the processes changed the pH
values, total soluble solids, titratable acidity and color. The chemometric analysis of the NMR
data set showed no relevant changes in the contents of sucrose, a-glucose, B-glucose, fructose,
malic acid, alanine and valine after application of ozone and atmospheric cold plasma. All
ozone treatments promoted inactivation of POD activity and did not affect the content of
phenolic compounds. After atmospheric cold plasma, the lowest residual POD activity was
observed when the highest frequency was applied and small changes in the content of
phenolic compounds were observed. None of the Continuous Ultrasound treatments were
efficient for enzymatic inactivation and it was possible to observe a small increase in
peroxidase activity after processing. In view of these results, ozone stood out as the most

suitable technology for the processing of coconut water.

Keywords: Chemometrics. NMR. Non-thermal processing. Peroxidase. Polyphenol oxidase.

Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

A agua de coco é uma bebida leve, refrescante e natural e seu consumo tem
aumentado em diversos paises, uma vez que 0s consumidores estdo buscando produtos mais
saudaveis e que promovam beneficios & saide. Uma composicdo balanceada de agua,
acucares e minerais confere a bebida caracteristicas sensoriais agradaveis e propriedades
funcionais, tais como reidratacdo, reposicdo de eletrdlitos e tratamento de problemas
digestivos (AUGUSTO, IBARZ, GARVIN, & IBARZ, 2015; PRADES, ORNIER, IOP, &
AIN, 2012; TAN, CHENG, BHAT, RUSUL, & EASA, 2014).

Apos a extracao, a &gua de coco torna-se suscetivel a deterioracdo microbioldgica
e reacdes de oxidacdo promovidas pelas enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD),
as quais tem como funcdo primaria oxidar compostos fendlicos. A degradacdo desses
compostos ocasiona mudancas negativas nas propriedades sensoriais durante a estocagem,
como por exemplo a ocorréncia de coloragdo amarela, marrom ou rosada, além de perda do
valor nutricional (SANGANAMONI, MALLESH, VANDANA, & SRINIVASA RAO, 2017;
SUROWSKY, FISCHER, SCHLUETER, & KNORR, 2013). Tratamentos térmicos sdo
importantes métodos de preservacdo usados para garantir a estabilidade da &gua de coco,
porém o uso de altas temperaturas promove significantes perdas sensoriais e nutricionais.
Além disso, nem sempre inativam enzimas de maneira irreversivel. Sucupira et al. (2017), por
exemplo, observaram que o processo UHT ndo preveniu a formacdo de coloracdo rosada em
agua de coco.

Alternativamente, tecnologias ndo térmicas representam uma mudanc¢a promissora
no cenario dos processos de preservacao de alimentos. Avangos nas pesquisas relacionadas a
estas tecnologias tem demonstrado habilidade de estender a vida de prateleira dos produtos
alimenticios e obter melhores retencdes de nutrientes e atributos sensoriais, comparado a
métodos  térmicos (MARTIN-BELLOSO, SOLIVA-FORTUNY, ELEZ-MARTINEZ,
ROBERT MARSELLES-FONTANET, & VEGA-MERCADO, 2014). Estas tecnologias
incluem o uso do 0z6nio, plasma frio e ultrassom.

O ozbnio é um gas de odor pungente e destaca-se por seu alto poder oxidante,
sendo um forte agente sanitizante com acdo sobre bactérias, virus e protozoarios
(PANDISELVAM, SUNOJ, MANIKANTAN, KOTHAKOTA, & HEBBAR, 2017). A
ozonizagdo pode ser uma alternativa promissora pois é uma tecnologia de aplicagdo

relativamente simples, rapida e barata. O reconhecimento do ozénio como substancia GRAS
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(geralmente reconhecida como segura) em 1997, seguido da aprovacdo pelo FDA como
antimicrobiano para uso direto em alimentos, expandiu as possibilidades de uso da ozonizagéo
na industria de alimentos (PRABHA, BARMA, SINGH, & MADAN, 2016). Diversos
estudos sobre o processamento de sucos de fruta por ozénio, tais como suco de macd
(TORLAK, 2014), suco de péssego (JARAMILLO-SANCHEZ, GARCIA LOREDO,
GOMEZ, & ALZAMORA, 2017), suco de meldo Cantaloupe (FUNDO et al., 2018a) e suco
de laranja (ALMEIDA et al., 2015a), tem sido realizados com o objetivo de inativar ou
reduzir o crescimento microbiano e a atividade de certas enzimas, e avaliar os efeitos sobre
parametros de qualidade e compostos bioativos.

O plasma frio € outra tecnologia ndo térmica que consiste em um gas ionizado que
contém um conjunto de espécies reativas, como elétrons, radicais livres, ions, entre outros,
também conhecido como o quarto estado da matéria. O plasma frio atmosférico induzido por
descargas elétricas atraiu o interesse da industria alimenticia devido ao seu potencial de acao
no processamento de alimentos sob baixa presséo e baixas temperaturas. O plasma de
descarga de barreira dielétrica (DBD) é gerado por uma corrente alternada emitida quando
dois eletrodos de metal sdo mantidos separados usando um material dielétrico, como plastico,
quartzo ou ceramica (CHIZOBA EKEZIE, SUN, & CHENG, 2017).

Estudos tem reportado a eficiéncia do processamento por plasma frio na
inativacdo de microrganismos em algumas matrizes vegetais assim como resultados positivos
sobre a manutencdo de atributos de qualidade e valor nutricional (HOU et al., 2019;
MAHNOT, MAHANTA, FARKAS, KEENER, & MISRA, 2019; RODRIGUEZ, GOMES,
RODRIGUES, & FERNANDES, 2017a). Além disso, o plasma frio tem sido associado a
inativacdo de enzimas como pectinametilesterase (PME), peroxidase (POD) e
polifenoloxidase (PPO) (CHUTIA, KALITA, MAHANTA, OJAH, & CHOUDHURY, 2019;
TAPPI et al., 2014, 2016a).

O ultrassom é uma tecnologia ndo convencional com grande potencial de
aplicagdo em diversos processamentos relativos a industria de alimentos, podendo atuar como
tecnologia de preservagdo. O ultrassom de alta intensidade, que utiliza altas poténcias (10-
1000 W/cm?) e baixas frequéncias (20-100 kHz), é capaz de inativar microrganismos e
enzimas deteriorantes de produtos vegetais devido aos efeitos mecénicos e quimicos do
fendmeno denominado cavitacdo acustica (CHEN, ZHANG E YANG, 2020; SORIA E
VILLAMIEL, 2010). Estudos mostram que sucos de frutas tratados por ultrassom apresentam
melhor retencdo de compostos bioativos e nutrientes e menores perdas na qualidade do
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produto final (SANTOS, FERNANDES E RODRIGUES, 2018; O’DONNEL et al, 2010). A
maioria dos estudos relacionados a preservacao de alimentos por ultrassom é desenvolvido em
equipamentos que operam em regime de batelada, entretanto, alguns estudos tem demonstrado
que processos em que alimentos fluidos circulam em fluxo continuo apresentam melhor
aproveitamento da energia acustica (MONTALBO-LOMBOY et al, 2010; O'SULLIVAN,
MURRAY, FLYNN & NORTON, 2015).

Devido a possibilidade de ocorrerem mudancas na composicdo dos alimentos
durante os processamentos, a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), uma poderosa
ferramenta para andlises quimicas, tem sido utilizada para avaliar essas mudancas, pois
possibilita o estudo da composicdo quimica e da dinamica molecular de alimentos sélidos,
liquidos e semissolidos (SOBOLEYV et al., 2019). Recentes aplicacdes de RMN e sistemas
alimentares incluem a avaliacdo do efeito de diferentes métodos de preservacao
(ELENILSON G. ALVES FILHO et al.,, 2018a) e a deteccdo de possiveis adulteracdes
(RICHARDSON et al., 2019). Entretanto, os dados de RMN geram matrizes altamente
complexas com uma grande similaridade espectral (SPRAUL, SCHUTZ, RINKE, et al.,
2009). Por isso, metodologias de andlise estatistica multivariada, como a Quimiometria, sdo
necessarias para um melhor tratamento destes dados (TANG, VASAS, HATZAKIS, &
SPYROQOS, 2019).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Coqueiro

O coqueiro (Cocus nucifera) é considerado uma planta de maultiplas
funcionalidades, devido & ampla variedade de produtos que podem ser obtidos a partir de sua
exploracdo. No Brasil, a principal finalidade do cultivo do cogueiro € o fornecimento do coco
para agroindustria, que se divide em dois segmentos: a obtencdo do coco seco destinado a
producgdo de coco ralado, leite de coco, farinhas e outros derivados, e a obtencdo do coco
verde/fresco destinado a producdo de dgua de coco (MARTINS & JESUS, 2014).

Dentre as variedades da espécie, duas destacam-se com maior importancia
agroindustrial e socioeconémica no Brasil: a Typica, também chamada Gigante (utilizada para
producdo de coco seco) e a Nana conhecida como variedade and (ARAGAO, ASBERNER,
CRUZ, 2001). A variedade and (Fig.1) € a mais indicada para a producdo de dgua de coco. O
fruto é colhido ainda imaturo, entre 5 e 7 meses de idade, pois além de apresentar maior
rendimento da &gua, seu sabor é mais agradavel ao paladar do consumidor (MARTINS &
JESUS, 2014).

Figura 1 - Plantacdo de coqueiro-ando-precoce com elevado nivel de produtividade
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Fonte: Ferreira, Fontes, Passos & Bastos (2011).

A formacdo da agua de coco é uma estratégia eco fisiolégica do coqueiro que
objetiva 0 armazenamento de substancias nutritivas de reserva para serem utilizadas como
mecanismo de sobrevivéncia da espécie durante periodos de eventuais estresses ambientais
(ARAGAO, VERENA, & CAMBUI, 2005).
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2.2 Agua de coco

2.2.1 Producdo e Mercado

A producdo e o mercado de agua de coco no Brasil vém crescendo
significativamente nos ultimos 20 anos. Cavalcante (2015) explica que, especialmente a partir
de meados de 1990, iniciou-se um processo de reestruturacdo da producdo agricola brasileira
atingindo a cadeia produtiva do coco, visto que este segmento passou de uma produgdo mais
tradicional e de carater de subsisténcia para uma agricultura de mercado, reorganizada e
modernizada.

Um dos principais fatores que colaborou para esse processo foi o aumento do
consumo de agua de coco, impulsionado pela crescente busca por alimentos e habitos mais
saudaveis. Para atender a nova demanda, as planta¢cdes do coqueiro ando entraram em ampla
expansdo, até mesmo para regides ndo-tradicionais no cultivo do coco. Esse processo também
foi influenciado pelo melhoramento de tecnologias de plantio, por novas tecnologias de
processamento que permitiram maior estabilidade do produto e pela abertura de mercados no
exterior. A melhoria na tecnologia de embalagens (Tetra Pak, por exemplo) possibilitou o
acondicionamento e estabilidade da agua de coco a temperatura ambiente, o que gerou
impacto positivo nas exportacdes (CAVALCANTE, 2015).

De acordo com a FIEC, “os produtos pertencentes a classificacdo ‘Agua de Coco’
sdo os principais nas relacbes comerciais do Ceara com o mundo”. No ano de 2018, as
exportacdes de dgua de coco contabilizaram U$ 13,8 milhdes, classificando o estado como

maior exportador de agua de coco do Brasil (FIEC, 2018).

2.2.2 Propriedades Funcionais

O consumo de agua de coco tem sido cada vez mais associado a qualidade de vida
e saude, pois diversos beneficios nutricionais sdo atribuidos a sua ingestdo. Popularmente, a
agua de coco € ingerida como substituto da agua mineral para saciar a sede. Sua composicao
quimica bem equilibrada contendo &gua, aglcares e minerais confere a bebida caracteristica
isotbnica natural. No organismo atua na reposi¢do hidrica e na reposi¢do de eletrdlitos,

recuperando minerais, como sédio e potassio, perdidos através do suor e da urina. Dessa
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forma, auxilia na manutencdo do equilibrio dos liquidos no corpo e regula os mecanismos de
contracdo muscular (ARAGAO, ISBERNER, CRUZ, 2001).

A agua de coco também pode ser indicada para reposi¢édo hidrica durante ou ap0os
atividades fisicas intensas. Representa uma alternativa natural as bebidas esportivas,
apresentando algumas vantagens como o sabor e aroma agradaveis, a facilidade do consumo
em grande quantidade, ndo causar nduseas ou desordens estomacais e a possibilidade de
ingestdo por individuos de qualquer idade (CARVALHO, MAIA, SOUSA, & MAIA
JUNIOR, 2006).

2.2.3 Composicao

As caracteristicas funcionais encontradas na agua de coco estdo estritamente
relacionadas a sua composicao. Mesmo contendo mais de 90% de agua pura, a agua de coco é
rica em nutrientes. Apresenta-se como uma solucdo estéril que contém sais minerais,
proteinas, aglcares, vitaminas, aminoacidos e uma pequena quantidade de acidos graxos, o
que contribui para um baixo valor calérico, em torno de 44 cal/L. A composicao quimica da
agua de coco pode variar de acordo com o grau de maturacdo do fruto, variedade do coqueiro,
manejo, condi¢des climaticas e composi¢do do solo. No final da maturacéo, o volume de dgua
decresce e seu sabor e composicdo quimica sdo alterados (ARAGAO, ISBERNER, CRUZ,
2001; PRADES et al., 2012). A Tabela 1 apresenta dados fisico-quimicos e teores dos
principais acUcares e minerais presentes na agua de coco verde.

Os aclcares sdo a maior fracdo dos sélidos sollveis na agua de coco. Os
principais agucares que contribuem para o sabor adocicado da &gua de coco séo a frutose,
glicose e sacarose. Em geral, ao decorrer da maturacdo, ha um significativo aumento no
contetdo de sacarose (agucar ndo redutor) enquanto ha um significativo decaimento nos
conteudos de frutose e glicose (agUcares redutores). Essas mudancas ocorrem pela formagéo
gradual de sacarose a partir da ligacdo glicose-frutose (TAN et al., 2014).

Os minerais sdo 0s constituintes da agua de coco que vém em segundo lugar em
termos de quantidade. Representam apenas cerca de 0,4 a 1% da composicao da 4gua de coco,
contudo, a quantidade € suficiente para conferir caracteristica isoténica a bebida. O potassio é
0 mineral mais abundante durante toda a maturacdo. Em geral, a quantidade de sodio até a

maturacdo € baixa, e em seguida se incrementa. Outros minerais como calcio, magnésio e
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ferro apresentam-se estaveis durante a maturacdo (PRADES, ORNIER, et al., 2012; TAN et
al., 2014).

Jackson, Gordon, Wizzard, McCook, & Rolle (2004) e Tan et al. (2014) relataram
aumento significativo no teor de proteina com a maturacdo dos frutos e esta tendéncia pode
estar associada ao desenvolvimento do endosperma no fruto. Embora a quantidade de proteina
na &gua de coco seja baixa, sua presenca ndo deve ser desprezada. Durante processamentos
térmicos, a interacdo entre os aminoacidos livres e 0s agucares redutores presentes na agua de
coco configuram a reacdo de Maillard (escurecimento ndo enzimatico). Os produtos desta
reacdo podem ocasionar mudanca de coloragdo na &gua de coco, tornando-a sensorialmente
indesejavel para o consumidor (MOTTRAM, 2007).

Sobre o perfil dos acidos graxos, 0s que sdo de cadeia curta aumentam durante a
maturacdo, enquanto que os de cadeia longa diminuem (ARAGAO, ISBERNER, CRUZ,
2001; CARVALHO et al., 2006).

A presenca de enzimas na dgua de coco tem sido reportada por diversos autores
(CAMPOS, SOUZA, COELHO, & GLORIA, 1996; MATSUI, GUT, DE OLIVEIRA, &
TADINI, 2008; PRADES, ORNIER, et al., 2012; SANGANAMONI et al., 2017; TAN et al.,
2014). A presenca dessas enzimas, principalmente polifenoloxidases (PPO) e peroxidases
(POD), é um importante fator a ser considerado, uma vez que suas atividades estdo
relacionadas a alteracfes sensoriais indesejaveis.

As polifenoloxidases sdo enzimas que contém cobre em seu sitio ativo e que na
presenca de oxigénio catalisam reacGes de oxidacdo de fendis, que resultam em compostos de
cor escura, causando o chamado escurecimento enzimatico, um dos maiores problemas
enfrentados no processamento de vegetais. PPO’s ndo sdo enzimas altamente estdveis ao
calor, sendo necessario curtas exposicdes a temperaturas entre 70°C e 90°C para inativa-las.
As peroxidases oxidam substratos organicos na presenca de peroxidos e sao utilizadas para
avaliar a eficiéncia de processos de branqueamento, devido a sua resisténcia térmica
relativamente elevada. Encontradas em frutas e hortalicas, sua atividade esti associada ao
desenvolvimento de sabores desagradaveis e pigmentos amarronzados (O’DONNELL,
TIWARI, BOURKE, & CULLEN, 2010).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxida%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_org%C3%A2nico
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Tabela 1 — Valores de pH, acidez titulavel, sdlidos sollveis totais, compostos fendlicos totais, K, Na, Ca, Glicose, Frutose e Sacarose encontrados em agua

de coco verde

Chidambaram,

Appaiah, Kailaku, Rodsamran & Singaraja
Referénci Costaetal.,, Sunil, Kumar, Tan et al., Setiawan, & . garaja, (Prado et al.,
eferéncias . Sothornvit, Prasanna, Ganesan,
(2015) & Krishna, (2014) Sulaeman, . 2015)
(2015) (2017) (2018) & Sundararajan,
(2013)
Ph 48-5.0 45 478 +0.13 5.60 5.19+0.01 5.3-6.1 5.01-5.94
Acidez titulavelt 060078827()— 0.04 0.089 + 0.004 i i i i
(9/200mL) '
T —— —
Solidos S(OI'B‘Jr‘I’)f)'S Totais 5 3.4 5.60 +0.14 i 450 +0.12 432-455 5.00 - 5.40
COT%%Sthféff;'cos : : 54.00 + 3.135 : 57.56 : :
K (mg/100mL) - 249.61+9.21 220.94 +0.32 184.05 - 136,5 -

Na (mg/100mL) - 31.4+1.72 7.61 +£0.041 2.07 - 9.0-75 -

Ca (mg/100mL) - 3.6+0.30 8.75 + 0.045 - - 25.6 -
Glicose (g/100mL)* - - 3.543+0.51 2.72 - - 1.886 — 2.159
Frutose (g/100mL)? - - 3.904+ 0.82 2.71 - - 1.847 —2.379

Sacarose (g/100mL)* - i 0.085+ 0.01 0.64 - - -

Fonte: elaborado pela autora.

! Todos os valores destes parametros foram convertidos para g/100mL.

2 Todos os valores deste parametro foram convertidos para °Brix.
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2.2.4 Processamento e Métodos de Conservagao

A 4gua de coco é atualmente comercializada tanto in natura, ou seja, dentro do
fruto para consumo imediato, quanto na forma industrializada. A necessidade do
processamento se deu para solucionar questdes relacionadas a perecibilidade, disponibilidade,
armazenamento e transporte do produto. A aplicagdo de métodos de conservacdo permite
maior estabilidade e vida de prateleira; 0 consumo em areas distantes das regides produtoras;
a reducdo de volume e peso e, consequentemente, de custos de armazenamento e transporte;
praticidade e conveniéncia (ROSA & ABREU, 2000).

De acordo com a Instrucdo Normativa N° 9, DE 30 DE JANEIRO DE
2020/MAPA, o produto “agua de coco” ¢ definido no Brasil como a bebida ndo diluida, nao
fermentada, obtida da parte liquida do fruto do coqueiro (Cocos nucifera L.), por meio de
processo tecnoldgico adequado (MAPA, 2020).

A vida de prateleira da &gua de coco dependera dos métodos de conservacao
aplicados. Estes métodos visam fundamentalmente inibir a acdo microbiana e enzimatica para
manter sua estabilidade apds a extracdo, preservando o maximo possivel suas caracteristicas
sensoriais e nutricionais. Tecnologias como refrigeracdo, uso de aditivos, pasteurizagéo,
esterilizacdo e envase asséptico tem sido empregadas, individualmente ou combinadas, para
essas funcbes, conforme apresentado na Figura 2 (PRADES, DORNIER, DIOP,
NSANGANAMONI, S., MALLESH, S., VANDANA, K., & SRINIVASA RAO, P, 2017).
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Figura 2 - Beneficiamento do coco verde e principais métodos de conservacgdo utilizados para

agua de coco
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Fonte: Rosa & Abreu (2000).

Os tratamentos térmicos sdo os métodos de conservacdo convencionais mais
aplicados em agua de coco e séo eficientes do ponto de vista microbioldgico. Apds a abertura
do fruto, a Unica forma de viabilizar a estocagem do produto a temperatura ambiente € através
da esterilizagdo. Embora a inativagdo microbiana possa ser facilmente alcancada pelo
tratamento térmico, a alta resisténcia ao calor de algumas enzimas faz com que estes
tratamentos utilizem condicGes severas de temperatura, 0 que se torna um outro problema,
pois o calor altera negativamente as propriedades do produto, tanto sensoriais (principalmente
cor e sabor) quanto nutricionais devido a degradacdo de compostos termos sensiveis
(DELGADO-POVEDANO & LUQUE DE CASTRO, 2015).

Segundo Campos et al. (1996), o bindmio tempo/temperatura eficiente para

reduzir a atividade da POD e PPO em &gua de coco a niveis aceitaveis é 90°C por 300
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segundos, entretanto, a partir de 90 segundos de processamento térmico, ja é possivel verificar
alteracbes no sabor e aroma. Além disso, nem sempre estes processos inibem a acdo de
enzimas de forma irreversivel. Sucupira et al., (2017) observaram que o processamento UHT
ndo evitou o aparecimento de coloracdo rosada em agua de coco, alteragdo que é comumente

associada a acdo enzimatica.

2.3 Tecnologias Nao Térmicas

Novos métodos de conservagdo e de processamento vém sendo estudados como
alternativas aos métodos convencionais. Tecnologias ndo-térmicas como filtracdo por
membrana, radiacdo ultravioleta (UV), alta pressdo, luz pulsada, plasma frio, ultrassom e
0zO6nio tém recebido atencdo especial nas Ultimas décadas, pois tem como principal vantagem
promover a preservacdo dos alimentos reduzindo os impactos negativos geralmente
associados aos tratamentos que utilizam altas temperaturas (JAMBRAK, 2019).

Em geral, podem atuar melhorando a qualidade e/ou a estabilidade dos alimentos,
otimizando processos e trazendo vantagens econémicas e sustentaveis. Ultrassom, o0zonio e
plasma s&o tecnologias reconhecidas por serem efetivas no processamento de diversos
alimentos, levando em conta novas tendéncias de mercado. Como tecnologias emergentes, ha
a necessidade de estudos aprofundados para o seu emprego, buscando a otimizacdo dos
resultados (CHEMAT & KHAN, 2011; KHAN ET AL., 2017).

2.3.1 Ozb6nio

2.3.1.1 Aspectos Gerais

O o0z6nio € um gas incolor de odor pungente, instavel e parcialmente soltvel em
agua. Destaca-se por seu elevado poder oxidante, sendo um forte agente sanitizante com acao
sobre uma grande variedade de organismos, incluindo bactérias, virus e protozoarios (SILVA
etal., 2011).

Foi descoberto em 1839, pelo cientista Schonbein quando observou que a
eletrolise da agua produzia um gas odorifero. Sua identidade e estrutura foram confirmadas
em 1867. Algumas décadas depois, o potencial do ozdnio de desinfetar aguas poluidas foi
reconhecido na Europa. Em 1891, estudos conduzidos na Alemanha confirmaram que o
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0zonio é efetivo contra bactérias. No inicio do século XX, na Franga, o 0zonio foi utilizado
comercialmente pela primeira vez como desinfetante de dgua potavel. Desde entdo, 0 0zdnio
vem sendo amplamente utilizado em estacdes de tratamento aguas residuais, tratamento de
efluentes, sanitizacdo de superficies e equipamentos industriais (O’DONNELL & CULLEN,
2012).

O ozbdnio pode ser gerado artificialmente atraves da exposicdo do oxigénio a
radiacdo emitida por lampadas ultravioletas (UV) ou pelo método que utiliza descargas
elétricas, também chamado de “corona”. Comercialmente, o processo mais utilizado € 0
corona, pois apresenta melhor rendimento e baixo consumo energético (SILVA et al., 2011).
No processo corona, utiliza-se um gerador de ozbnio constituido por dois eletrodos
submetidos a uma elevada diferenca de potencial. O gerador é alimentado por oxigénio puro
ou ar ambiente filtrado que passard entre os dois eletrodos. Quando os elétrons atingem
energia suficiente para dissociar a molécula de oxigénio, o 4tomo dissociado se liga a um

oxigénio molecular formando o ozénio (Figura 3) (PRABHA et al., 2016).

Figura 3 — Geracdo de 0z6nio pelo método corona
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Fonte: Adaptado de Rice et al. (1981).

2.3.1.2 Aplicacdo em Alimentos

O reconhecimento do 0zdnio como substancia GRAS (geralmente reconhecida
como segura) em 1997, seguida da aprovacédo pelo FDA como agente antimicrobiano para uso
direto em alimentos em 2001, ampliou as aplica¢cbes do ozonio na inddstria de alimentos
(O’DONNELL & CULLEN, 2012). Estudos vem demonstrando que a ozonizacdo pode ser

uma boa alternativa aos tratamentos térmicos em alimentos, pois apresenta-se como uma
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tecnologia ndo térmica de aplicacdo relativamente simples, rapida e de baixo custo, com
eficiente acdo oxidante sobre microrganismos e enzimas. Esta a¢do estd associada tanto a sua
forma molecular quanto aos radicais hidroxila, hidroperoxido e superdxido gerados por sua
decomposicdo (PANDISELVAM et al., 2017; PRABHA et al., 2016).

Além do efeito sobre principais microrganismos e enzimas deteriorantes de frutas,
sucos e demais produtos vegetais, vem crescendo a quantidade de estudos que buscam avaliar
comportamento dos parametros de qualidade e dos compostos bioativos em resposta a este
processamento (ASOKAPANDIAN et al., 2017).

Jaramillo-Sanchez et al. (2017) estudaram o impacto da aplicacdo do ozénio
gasoso sobre os parametros fisico-quimicos e propriedades reoldgicas em suco de péssego.
Alteracdes ndo significativas, foram observadas sobre pH, °Brix, acidez titulavel e variacdes
foram observadas nos parametros de cor nos primeiros minutos da exposi¢cdo. Houve também
reducdo significativa da viscosidade. Em estudo posterior, Jaramillo-Séanchez et al. (2018)
avaliaram o efeito do 0z6nio gasoso sobre a atividade das enzimas polifenoloxidase (PPO) e
peroxidase (POD) também em suco de péssego. Os resultados mostraram reducdo de 99.5 —
99,8% da atividade da POD e 93.9 — 97,3% da atividade da PPO apds o processamento,
evidenciando que o ozonio foi eficiente na inativacdo destas enzimas. A redugdo pode ser
justificada pela interacdo das espécies altamente reativas de oxigénio com as cadeias laterais
de aminoécidos ou com esqueletos das enzimas, resultando na sua fragmentacdo e
consequente inativacdo. Oliveira et al. (2018) aplicou ozbénio em suco de acai e verificou
niveis de inativacdo acima de 90% para a enzima POD, porém abaixo de 50% para PPO, além
da reducéo dos niveis de compostos fenolicos.

Almeida et al., (2015) avaliaram o efeito do 0z6nio em suco prebiotico de laranja
e observaram que embora produza a degradacdo de oligossacarideos, a quantidade desses
compostos apOs 0 processamento ainda € suficiente para que o suco seja considerado
prébiotico. Além disso, ndo houve mudangas significativas na quantidade de compostos
fendlicos nem na atividade antioxidante total, exceto no tratamento com maior dosagem. Em
estudo posterior, Alves Filho et al. (2017) mostraram que a aplicacdo do 0z6nio em sucos de
laranja promove baixa formagdo de compostos arométicos indesejaveis.

Fundo et al. (2018) mostram que alguns parametros de qualidade de suco de
meldo Cantaloupe foram afetados significativamente pelo tratamento com o0z6nio. As
alteracbes mais relevantes foram observadas na cor, vitamina C, carotenoides totais e

atividade antioxidante. Os carotenoides totais foram os compostos bioativos mais afetados,
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degradando 76% e 83% ap6s 30 e 60 min de tratamento, respectivamente, justificando as
alteracOes observadas nos parametros de cor. Além disso, a vitamina C foi reduzida em 54% e
76%. Estas alteracGes impactaram negativamente na atividade antioxidante total do suco, que
sofreu uma perda de 45% e 52% apdés 30 min e 60 min de exposicdo ao 0zdnio,
respectivamente. Estas perdas podem estar associadas a capacidade destes compostos
antioxidantes de se doarem para neutralizar a agdo oxidante dos radicais livres gerados pelo
0zo6nio. Em contrapartida, o contetdo total de fenolicos foi incrementado a medida que o
tempo de exposicdo aumentou, com 43% e 69% de variacéo.

Considerando as diferentes respostas dos parametros de qualidade das bebidas
vegetais ao uso 0zo6nio, faz-se necessario estudos mais aprofundados, de acordo com a matriz
alimentar desejada, para que seja possivel chegar a condi¢cdes que garantam a estabilidade e

preservem o maximo possivel as caracteristicas do produto original.

2.3.2 Plasma Frio

2.3.2.1 Aspectos Gerais

O plasma, considerado o quarto estado da matéria, consiste em um gas que ¢ total
ou parcialmente ionizado, contendo uma série de espécies reativas tais como elétrons, ions
positivos, ions negativos, radicais livres e fotons. A inducdo desse estado pode ser realizada
em qualquer gas neutro, desde que seja fornecida energia suficiente capaz de causar sua
ionizacdo (MANDAL, SINGH, & PRATAP SINGH, 2018).

De acordo com o nivel de energia e temperatura das espécies constituintes, o
plasma pode ser classificado em Plasma Térmico e Plasma N&o Térmico. No plasma térmico,
todas as espécies quimicas constituintes existem em equilibrio termodindmico de temperatura,
normalmente proximas a 20.000 K. J& no Plasma ndo térmico, ha um desequilibrio
termodindmico entre as espécies. O resfriamento de ions e moléculas s&o mais eficazes que a
transferéncia de energia de elétrons e 0 gas e, consequentemente, todo o sistema permanecem
em baixa temperatura (<60°C), sendo por isso também chamado de Plasma Frio (MISRA,
SCHLUTER, & CULLEN, 2016). O avanco da engenharia de plasma possibilitou que este
processo, antes conduzido apenas sob baixas pressdes, fosse também conduzido a pressdes

atmosféricas, o que o torna ainda mais atrativo para a industria.
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Os principais agentes reativos gerados pelo plasma incluem espécies reativas de
oxigénio (oxigénio singleto, superdxido, 0zdnio) e espécies reativas de nitrogénio (nitrogénio
atdbmico, 0xido nitrico), além de radicais hidroxila e peréxido de hidrogénio (na presenca de
umidade) (SCHOLTZ, PAZLAROVA, SOUSKOVA, KHUN, & JULAK, 2015)

O plasma frio é tipicamente produzido por descargas elétricas através de diversas
fontes, como por exemplo descarga corona, descarga de barreira dielétrica (DBD), descarga
por micro-ondas, descarga por radio frequéncia, jato de plasma, entre outros. A descarga de
barreira dielétrica (DBD) destaca-se por ser uma maneira facil e segura de produzir plasma
frio, e por isso, tem sido uma das mais exploradas na area de alimentos. Na DBD, o plasma é
formado através de uma descarga elétrica produzida pela diferenca de potencial entre dois
eletrodos separados por um ou mais materiais dielétricos isolantes (Fig 4) (SHASHI K.
PANKAJ & KEENER, 2017).

Figura 4 — Esquema (a) e fotografia do processamento por plasma frio atmosférico gerado por

barreira dielétrica
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Fonte: Adaptado de Laroussi (2018).

2.3.2.2 Aplicagdo em Alimentos

Nos ultimos dez anos, houve uma grande expansdo nas pesquisas sobre a
aplicacdo de plasma frio no processamento de alimentos. Estudos reportam a eficiéncia deste
processo na inativagdo dos principais microrganismos patdgenos de origem alimentar
(BOURKE, ZIUZINA, HAN, CULLEN, & GILMORE, 2017), tratamento de embalagens
para alimentos (S.K. PANKAJ et al., 2014), degradacao de toxinas (TEN BOSCH et al., 2017)
e inativagédo de enzimas deteriorantes (MISRA, PANKAJ, SEGAT, & ISHIKAWA, 2016).
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O uso recente de técnicas avancadas de identificagdo de compostos, como a
Ressonancia magnética nuclear (RMN) mostra que o plasma atmosférico ndo apresentou
efeito significativo sobre a composicédo geral de sucos de laranja e acerola, embora pequenas
mudancas possam ser observadas (ALVES FILHO et al., 2016, 2018a).

Os efeitos do plasma atmosférico sob altas voltagens foi investigado em suco de
uvas brancas. A aplicacdo de plasma a 80 kV por 4 min resultou em uma reducdo de 7.4 log
de S. cerevisiae. Nenhuma alteracdo no pH foi observada, porém, houve reducdo da
guantidade de compostos fendlicos, flavonoides totais e atividade antioxidante total. Estas
alteracbes foram compativeis com as observadas no processo de pasteurizagdo térmica
(SHASHI KISHOR PANKAJ, WAN, COLONNA, & KEENER, 2017).

A aplicacdo de plasma frio em suco de macd mostrou elevada inativacdo da
enzima PPO (>80%) apds 5 minutos de processamento a uma voltagem de 10.5 kV. Os
parametros de cor foram alterados positivamente, assim como a atividade antioxidante das
amostras tratadas aumentou ap6s o processamento, devido ao aumento do contetdo de
compostos fendlicos. A estabilidade dos parametros avaliados se manteve durante um periodo
de 21 dias (ILLERA et al., 2019).

A reducdo significativa da atividade da enzima POD pelo processamento por
plasma foi reportada para tomate (S. K. PANKAJ, MISRA, & CULLEN, 2013) , pedagos de
magcas e batatas (BURLER, EHLBECK, & SCHLUTER, 2017), pedagos de meldo (TAPPI et
al., 2016b) e outras matrizes vegetais. Este efeito esta estritamente relacionado a interacdo das
espécies reativas formadas durante o processamento com o alimento. Essa interacdo causa
perda da estrutura secundaria das enzimas devido a quebra de ligacBGes especificas ou
modificaces quimicas das cadeias laterais de aminoacidos. Este efeito varia de acordo com a
composicdo da matriz alimentar e com as condigfes do processamento. (YONGXU HAN,
CHENG, & SUN, 2019).

Um recente estudo avaliou a cinetica de inativacdo das enzimas POD e PPO em
agua de coco pelo plasma frio gerado por DBD, testando trés voltagens diferentes (18 kV, 23
KV e 28 kV). Os autores concluiram que a inativacdo aumenta com a voltagem e o tempo
(CHUTIA et al., 2019). Entretanto, nenhum estudo até o presente momento demonstrou

algum efeito da frequéncia do equipamento na reducéo dessas enzimas.
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2.3.3 Ultrassom

2.3.3.1 Principios da Tecnologia Ultrassénica

A tecnologia ultrassonica é baseada no uso de ondas sonoras com frequéncia
acima da faixa audivel pelo ouvido humano (>20 kHz, aproximadamente). Sua aplicacdo no
processamento de alimentos varia de acordo com a frequéncia utilizada e ¢ classificado em
ultrassom de alta intensidade e ultrassom de baixa intensidade. O ultrassom de baixa
intensidade utiliza baixa poténcia (< 1 W/cm?) e alta freqtiéncia (entre 5 MHz e 10 MHz) e €
comumente empregado como ferramenta analitica ndo destrutiva para avaliagdo de
parametros de qualidade de alimentos. Ja o ultrassom de alta intensidade utiliza alta poténcia
(entre 10 e 1000 W/cm?) e baixa frequéncia (entre 20 kHz e 100 kHz) e € o mais utilizado no
processamento de alimentos (GALLO, FERRARA, & NAVIGLIO, 2018)

Essas alteragcdes acontecem devido ao fenbmeno chamado cavitagdo acustica, que
consiste na formacdo, crescimento e implosdo de bolhas transientes no meio exposto ao

ultrassom (Figura 5).

Figura 5 — Fendmeno cavitacdo acustica
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Fonte: Adaptado de Soria; Villamiel (2010).

Ao se propagarem no meio liquido, as ondas ultrassénicas geram uma pressao

acustica, passando por sucessivos ciclos de compressdo e descompressdo. Se a frequéncia
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aplicada for de intensidade suficiente, serdo produzidos vazios dentro do liquido, conhecidos
como cavidades ou bolhas de cavitagcdo. Os gases existentes no liquido que entram nas
cavidades ndo sdo totalmente expelidos na fase de compressdo. Ha entdo um aumento
sucessivo do tamanho das bolhas até que seja atingido seu didmetro critico, ocorrendo
violenta imploséo. O colapso das bolhas provoca grande liberagcdo de energia e o aumento
elevado e pontual de temperatura (=5000 K) e pressdao (<1000 atm) (CHEMAT et al., 2017;
PANIWNYK, 2017)

Além do efeito térmico e mecanico, a cavitacdo acustica também causa alteracGes
quimicas no meio devido a formacdo de radicais livres oriundos da decomposicdo da
molécula de &gua, também conhecida como sondlise (Eg. 1), e a recombinacdo desses radicais
levando a formacéo de perdxido de hidrogénio (Eg. 2.) (DOLAS, SARAVANAN, & KAUR,
2019)

H,0 - H"+ OH" (1)
H,0 +H*+ OH™ — H,0,+ H, 2

2.3.3.2 Aplicacédo em Alimentos

Nas Ultimas décadas, a tecnologia do ultrassom tem se destacado pelo seu
potencial uso na preservacao de sucos de fruta. Estudos mostram que o ultrassom de alta
intensidade pode inativar os principais microrganismos e enzima responsaveis pelas reacdes
de deterioracdo de produtos de origem vegetal (HUANG ET AL., 2017; PANIWNYK, 2017).
Adicionalmente, melhorias nos atributos de qualidade e maior retencdo de compostos
bioativos e nutrientes tém sido reportadas.

Santos, Rodrigues e Fernandes (2018) observaram melhoramento da estabilidade
e aumento do conteudo de vitaminas em suco de acerola processado por ultrassom. A
homogeneidade do suco, medida pelo valor de nuvem, foi melhorada em todas as condigdes
de processamento aplicadas e ndo foi observado separacdo de fase, problema comum em
sucos de fruta ndo processados. O processamento também levou ao incremento das vitaminas
A, B2, B3, B5 e E, e a altos valores de retencdo de vitamina C.

O efeito da pasteurizacdo térmica e do ultrassom em produtos vegetais foram
comparados por CAO et al. (2018) em suco de bayberry e por Etzbach et al. (2019) em pasta
de goldenberry (Physalis peruviana L.) Em ambos os estudos a sonicagdo promoveu
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significante reducdo da atividade de enzimatica, atingindo niveis acima de 90%. Embora a
inativacdo enzimatica atingida pelo ultrassom nao tenha sido 100% como na pasteurizacdo
térmica, em termos de qualidade as amostras tratadas por ultrassom apresentaram menores
perdas e maiores retengdes de compostos bioativos do que no processo térmico convencional.
Comportamento semelhante foi demonstrado por Saeeduddin et al., 2015 em suco de péra.

Rojas, Trevilin, Funcia, Gut, & Augusto (2017) reportaram o efeito do ultrassom
na inativacao e sensibilizacdo da enzima peroxidase (POD) em agua de coco. A aplicacdo de
ultrassom a uma densidade acustica de 286 W/L, frequéncia de 20 kHz, a 25 °C durante 30
minutos atingiu 27% de inativacdo da enzima POD. O ultrassom como pré-tratamento
demonstrou resultado positivo reduzindo a resisténcia térmica da POD, possibilitando
menores tempos e/ou temperaturas em um processamento térmico subsequente.

A combinacdo do ultrassom e calor também tem sido frequentemente associada a
resultados positivos na inativacdo de enzimas e manutencdo da qualidade de sucos de fruta
(ANAYA-ESPARZA, VELAZQUEZ-ESTRADA, ROIG, et al., 2017). Abid et al., 2014
reportaram a aplicacdo deste processo em suco de maca. O uso do ultrassom a frequéncia de
20 kHz, poténcia de 525 W, a 60°C durante 10 minutos promoveu elevada inativacdo das
enzimas polifenoloxidase, peroxidase e pectinametilesterase. Simultaneamente, menores
perdas de compostos bioativos foram observadas nas mesmas condi¢cdes. Comportamentos
semelhantes foram reportados em estudos realizados por Koshani et al., (2015) em suco de
laranja e Anaya-ESparza et al. (2017) em suco de graviola.

Ribeiro et al. (2017) avaliaram o efeito da termosonicacdo na inativacdo das
enzimas peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) em agua de coco e 0 compararam com 0
tratamento térmico convencional. No estudo é possivel observar que em quase todos 0s
tratamentos de termosonicacdo a reducdo da atividade enzimatica é mais drastica do que
guando somente o calor convencional é aplicado, 0 que também sugere a possibilidade de
condigdes mais brandas de processamento, resultando em um produto com qualidade superior.

A grande maioria dos estudos e aplicacbes da tecnologia de ultrassom em
alimentos sdo realizadas em regime de batelada, entretanto, alguns autores ja tem relatado
exemplos de que o aumento de escala de trabalho em modo continuo € possivel e traz
vantagens operacionais. Montalbo-Lomboy et al. (2010) compararam sistemas descontinuos e
continuos no processo de sonicacao de pasta de milho (com o objetivo de melhorar o processo
de sacarificagdo) e concluiram que para uma configuracdo de escala industrial, o sistema

continuo mostrou-se mais eficiente que o sistema em batelada. O’Sullivan, Murray, Flynn, &
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Norton (2015) reportam que para processos de emulsificacdo de proteinas do leite, processos
continuos utilizam energia acustica com mais eficiéncia do que processos em batelada,
reduzindo o tempo de processamento.

Toda esta informacéo abre portas para a utilizacdo deste modo de operacdo em
processos de conservacdo de alimentos, mais especificamente de produtos fluidos de origem

vegetal, como a dgua de coco.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o efeito de tecnologias nédo
térmicas (Ozonio, Plasma Frio e Ultrassom Continuo) sobre a composicdo, qualidade e
atividade enzimatica da agua de coco.
Os objetivos especificos foram:
e Avaliar o efeito das tecnologias sobre o pH, cor, solidos soltveis totais e
acidez titulavel;
e Avaliar, através de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrébmetro de Massas (HPLC-MS), o perfil dos compostos fenolicos
da dgua de coco antes e apds 0s processamentos ndo térmicos;
e Avaliar, através de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), o efeito das tecnologias ndo térmicas sobre os principais
compostos organicos encontrados na agua de coco, antes e apds 0s

processamentos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo da Amostra

As amostras de dgua de coco foram obtidas através de extracdo de cocos verdes
(Cocus nucifera, L.) no 7° més de maturacdo colhidos na cidade de Paraipaba, Ceard, Brasil.
A higienizacdo dos cocos ocorreu por imersdao em agua clorada (200 ppm de hipoclorito) por
20 min e a extracdo foi realizada manualmente com o auxilio de um perfurador inox estéril.
ApoOs a extracdo, as amostras foram homogeneizadas e em seguida filtradas em papel filtro
comum. O conteudo filtrado foi dividido em porcGes de 150 mL, acondicionado em sacos

plasticos e armazenados a -18 °C.

4.2 Processamento por Ozoénio

Para a realizacdo do processamento por ozoénio, por¢cdes de 100 mL de agua de
coco foram processadas em um reator de coluna de vidro de 30 cm de altura com placa porosa
de vidro sinterizado de didmetro total de 4,5 cm e didmetro de poro de 40-50 um. O reator
(Figura 5) foi acoplado a um gerador portatil de Oz6nio Modelo O & L15 (OzoneLife, Séo
José dos Campos, Sao Paulo, Brasil), o qual era alimentado por um tanque de oxigénio com
fluxo fixo em 125 mL/min. A dosagem de oz6nio fornecida pelo gerador foi fixada em 29,5
mg/L. A carga de oz6nio aplicada na amostra e a temperatura do processamento variaram de
acordo com delineamento experimental do tipo composto central (2%) com 3 repetigdes do
ponto central (Tabela 2). Para avaliar a influéncia da temperatura, as amostras controle foram
armazenadas sob trés diferentes temperaturas (10, 20 e 30 ° C) e denominadas C10, C20 e

C30, respectivamente.



Figura 6 — Esquema de funcionamento do processamento por 0zonio
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Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 2 — Delineamento experimental do processamento por 0zonio

Carga de oz6nio

Tratamentos Temperatura (°C)
(mg/mL de amostra)
O1 10 0.075
02 10 0.370
03 30 0.075
O4 30 0.370
05 10 0.225
06 30 0.225
o7 20 0.075
08 20 0.370
09 20 0.225
010 20 0.225
Oo11 20 0.225

Fonte: elaborado pela autora.



4.3 Processamento por Plasma

Para o processamento do plasma foi utilizado um gerador de plasma Inergiae
modelo PLS0130. O sistema consistia no gerador acoplado a uma camara contendo dois
discos de aluminio de 8 cm de didmetro separados a uma distancia de 15 mm. Duas chapas de
acrilico de 5 mm de espessura foram utilizadas como barreira dielétrica. Aliquotas de 20 mL
de &gua de coco foram acondicionadas em placa de Petri fechada e submetidas a exposicao
direta ao plasma (Figura 6). As frequéncias utilizadas foram 200, 400, 550 e 730 Hz e as

voltagens 15 e 20 kV (Tabela 3). O tempo de processamento foi de 15 min para todos os

tratamentos.

Figura 6 — Esquema de processamento por plasma
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Tabela 3 — Valores dos parametros frequéncia e voltagem utilizados para cada tratamento de

plasma
Tratamentos Voltagem (kV) Frequéncia
Controle 0 0
P1 200 15
P2 200 20
P3 400 15
P4 400 20
P5 550 15
P6 550 20
P7 730 15
P8 730 20

Fonte: elaborado pela autora.

4.4 Processamento por Ultrassom em Fluxo Continuo

Aliquotas de 300 mL foram processadas em fluxo continuo em um sistema
composto por um Disruptor Ultrassdnico (poténcia maxima de 500W; modelo QSONICA
SONICATIORS, EUA) com macroponteira de titanio de 9mm de diametro acoplado a um
reator de metal (Figura 7). O tempo necessario para que todo o volume de amostra percorresse
o sistema foi de 102 s, que corresponde a um ciclo do sistema (passe Unico/PU). Em
passagem unica, as poténcias testadas foram 50, 75 e 100% da poténcia nominal do

equipamento (250, 375 e 500 W, respectivamente) (Tabela 4).



36

Figura 7 — Esquema de funcionamento do processamento por Ultrassom continuo
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Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 4 — Poténcias utilizadas no processamento por ultrassom continuo em passe Unico

) Ndmero de Tempo de Poténcia real Densidade Acustica
Tratamentos Poténcia (%) ) ) )
ciclos residéncia (s) (W) (WI/L)
Passe Unico 1 50 1 102 75 1500
Passe Unico 2 75 1 102 115 2300
Passe Unico 3 100 1 102 170 3400

Fonte: elaborado pela autora.

Posteriormente, um delineamento experimental do tipo composto central (2%) com
3 repeticbes do ponto central foi conduzido, com variacdo da poténcia (50, 75 e 100%) e

namero de ciclos no sistema (2, 4 e 6) (Tabela 5).
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Tabela 5 — Delineamento experimental utilizado no processamento por ultrassom com
maltiplos passes, poténcia nominal do equipamento, poténcia real e densidade acustica

aplicadas nas amostras de 4gua de coco

Tratamentos Poténcia (%) N° de Ciclos Tempo de Poténcia Densidacle
residéncia (s) real (W) Acustica (W/L)
1 50 2 204 75 1500
2 50 6 612 75 1500
3 100 2 204 170 3400
4 100 6 612 170 3400
5 50 4 408 75 1500
6 100 4 408 170 3400
7 75 2 204 115 2300
8 75 6 612 115 2300
9 75 4 408 115 2300
10 75 4 408 115 2300
11 75 4 408 115 2300

Fonte: elaborado pela autora.

4.5 Analises

4.5.1 Espectroscopia de RMN

Para a andlise de RMN, as amostras foram preparadas segundo Sucupira et al.
(2017). Desta forma, uma aliquota de 165 pL foi misturada a 400 uL de D.O (99,9%) e 35 uL
de solucdo contendo D20, EDTA (14 mM) e 1% de 2,2,3,3-d4-(3-trimetilsilil)-propionato de
sodio (TMSP-d4), e inserida em tubos de 5 mm. As analises de RMN foram realizadas em um
espectrometro Agilent de 600 MHz (14,1 T) equipado com uma sonda de deteccao inversa (5
mm, H-F / 15N-31P) One Probe™. Os espectros de RMN de 1H foram adquiridos em
triplicata sob condi¢cdes quantitativas, usando a sequéncia de pulsos PRESAT para supresséo
do sinal da agua ndo deuterada (6 4,86) (ELENILSON G. ALVES FILHO et al., 2018B;
SPRAUL, SCHUTZ, HUMPFER, et al., 2009). A temperatura foi controlada para 25 °C e o
TMSP-d4 foi usado como padréo interno (0,0 ppm).

A identificacdo dos constituintes foi realizada através de analises por RMN em

duas dimensdes, como COSY (Correlation Spectroscopy), HSQC (Heteronuclear Single
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Quantum Correlation) e HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond Coherence), bem como
comparagdes com informagOes disponibilizadas em um banco de dados de acesso livre
(www.hmdb.ca) (WISHART et al., 2013) e recentes publicacbes (RICHARDSON et al., 2019;
SUCUPIRA et al., 2017).

4.5.2 Compostos Fenolicos

As analises para o estudo da variacdo dos compostos fendlicos foram realizadas
em um sistema de UPLC (Ultrahigh Performance Liquid Chromatography) acoplado a um
detector HRMS (High Resolution Mass Spectrometry). Para estas analises, foi realizado o
processo de extracdo em fase solida (SPE) a fim de concentrar os compostos de interesse e
eliminar interferentes e contaminantes. Inicialmente, um cartucho C18 (500 mg; 6 mL) foi
previamente condicionado com 5 mL de metanol grau HPLC, seguido de 5 mL de &gua
destilada (grau Milli-Q). Posteriormente, 10 mL de amostra de &gua de coco foram percolados
e em seguida, foi realizada a limpeza amostral retida no cartucho com 5 mL de agua destilada
para eliminacdo de acucares e aminoacidos. Por fim, a elui¢cdo dos compostos de interesse foi
realizada com 5 mL de metanol (grau HPLC), os quais foram recolhidos em um tubo de
ensaio e 0 metanol removido por secagem em rotoevaporador a 40 °C. Em seguida, a amostra
resultante foi dissolvida novamente metanol grau HPLC e filtrada através de membranas de
teflon Millipore™ (diametro de poro 0,22 pm).

As andlises por UPLC-HRMS foram realizadas em um sistema UPLC Acquity™
(Waters Co., EUA) acoplado a um sistema quadrupolo / TOF (Waters, EUA). Utilizou-se uma
coluna Waters Acquity™ UPLC BEH (150 x 2,1 mm, 1,7 um) com a temperatura ajustada a
40 °C. As fases mdveis foram agua com 0,1% de acido férmico (A) e acetonitrila com 0,1%
de 4cido formico (B). Para essas andlises, a variagdo da fase movel sob fluxo de 0,4 mL.min™
ocorreu da seguinte forma: 0-15,0 min, 2-95% B; 15,0-17,0 min, 100% de B; 17-19 min, 2%
de B. O volume de inje¢do das amostras foi de 5 pL. Os modos positivos e negativos de
ionizacdo foram aplicados a interface de ionizagéo por eletrospray (ESI), adquiridos de 110 a
1180 Da. A temperatura da fonte foi de 120 °C, temperatura de dessolvatagéo de 350 °C e
fluxo de gas de dessolvatagdo de 500 L.h™t. O instrumento foi controlado pelo software
MassLynx 4.1 (Waters Co., EUA). As analises foram desenvolvidas em triplicata.
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4.5.3 Anélises Quimiométricas

A analise quimiométrica foi a ferramenta utilizada para analisar os dados gimicos
obtidos nas analises de RMN e compostos fendlicos. Uma matriz numérica contendo 60
espectros de RMN de *H foi criada usando os dados adquiridos em triplicata de 20 amostras
diferentes, sendo uma controle (ndo processada), 11 amostras processadas por 0zonio e 8
processadas por plasma (procedimentos descritos nos itens 2.2 e 2.3 respectivamente). Para
construcdo da matriz, os espectros foram convertidos em arquivos ASCII (American Standard
Code for Information Interchange) e importados pelo software Origin™ 9.4, A matriz
resultante foi exportada para analise quimiométrica ndo supervisionada por Analise de
Componentes Principais (PCA - Principal Component Analysis) usando o programa PLS-
Toolbox™ (versdo 8.6.2, Eigenvector Research Incorporated, Manson, WA, EUA). A érea
espectral influenciada pela supressao de agua ndo deuterada com base no perfil de saturacéo
(06 4,67 a 5,06) foi excluida. Antes da aplicacdo do algoritmo SVD (Singular Value
Decomposition) para decompor a matriz nos graficos de escores, loadings e erros, foram
aplicados tratamentos para corre¢do da linha de base, alinhamento dos sinais por COW
(Correlation Optimized Warping) e normalizacdo. Adicionalmente, o tratamento para
centralizacdo dos dados em torno da média foi aplicado as amostras, e as informacdes
relevantes de acordo com o objetivo do estudo foram adquiridas usando as duas primeiras
componentes principais (2 PC) com nivel de confianca de 95%.

Para analisar conjunto de dados adquiridos por UPLC-HRMS no modo de
ionizacdo negativa, foram aplicados o método quimiométrico por PCA e 0s mesmos
tratamentos utilizados nas analises quimiométricas dos dados de RMN.A regido dos

cromatogramas entre 2 e 8 min foi selecionada para a analise.

4.5.4 Atividade Enzimatica

a) Polifenoloxidase (PPO)

A atividade da enzima PPO foi mensurada de acordo com o método descrito por
Wisseman e Lee (1980) com algumas modifica¢cdes. Uma aliquota de 300 uL de agua de coco
foi mantida em banho-maria até atingir a temperatura de 30 °C e em seguida foi adicionada a
1000 pL de solucdo tampéo fosfato 0,1 M (pH 6,0) contendo o substrato catecol (0,1 M). A

absorbancia foi medida em espectrofotdometro Thermus Evolution a 425 nm a cada 1 minuto
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durante 30 minutos. As analises foram realizadas em triplicata para cada amostra e a atividade
enzimaética foi calculada de acordo com a Equacgdo 3, onde k é a inclinacdo da reta obtida
através do grafico de absorbancia versus tempo, e FD é o fator de diluicdo da 4gua de coco na
reacdo (FD = 4). A atividade enzimatica da POD foi expressa como Unidade de Atividade
Enzimatica por minuto (UAE/min), a qual é definida como a quantidade de enzima que causa
uma mudanca de 0,001 na absorbancia por minuto.

k
o001

Atividade PPO =

«FD 3)

b) Peroxidase (POD)

A determinacdo da atividade enzimatica da POD foi realizada de acordo com o
método de Fehrmann (1948), com algumas adapta¢Ges. O substrato guaiacol 1% (v/v) foi
adicionado diretamente a solucdo tampéo fosfato-citrato 0,1 M (pH 5). Em um tubo de ensaio
foram adicionados: 825 pL de tampao fosfato-citrato contendo 1% de guaiacol, 75 pL de
peroxido de hidrogénio 3% e 450 puL de amostra de agua de coco. A reagdo aconteceu a
temperatura ambiente (25 £ 2 °C) A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro Thermus
Evolution a 470 nm em intervalos e 15 segundos durante 5 minutos. A andlise foi executada
em triplicada para cada amostra e a atividade enzimética foi calculada de acordo com a
equacdo 4, onde k € a inclinacdo da reta obtida através do grafico absorbancia versus tempo e
FD ¢ o fator de diluicdo da &gua de coco na reacdo (FD=3). A atividade enzimatica da POD
foi expressa como Unidade de Atividade Enzimatica por minuto (UAE/min), a qual € definida

como a quantidade de enzima que causa uma mudanca de 0,001 na absorbancia por minuto.

K
0.001

Atividade POD =

= FD 4)

4.5.5 pH

O pH foi determinado através de leitura direta em potenciémetro Marconi, modelo
PA 200, calibrado a cada utilizagdo com solugdes tampéo de pH 4,0 e pH 7,0.
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456 Cor

A cor foi determinada usando um colorimetro Minolta CR300 (Téquio, Japéo). O
colorimetro foi calibrado usando uma placa de referéncia branca (Y=94,60, x= 0,3155,
y=0,3321) e determinou os pardmetros de cor: L *, a * ¢ b *. As diferengas de cor (AE),
croma (AC) e tonalidade (h °) das amostras tratadas em relacdo a controle foram calculadas de

acordo com as equacdes 5, 6 e 7, respectivamente.

AE = J(AL)? + (da*)* + (4b*)? (5)
ac= (@ + %) = (@ +D:%) (6)
he = tan”1(b*/a") @)

Sendo L* a luminosidade, a* o parametro do croma vermelho-verde e b* o
pardmetro do croma amarelo-azul. Os subindices ¢ e p representam a amostra controle e a

amostra processada, respectivamente. As anélises de cor foram realizadas em quintuplicata.

4.5.7 Solidos Soluveis Totais (SST)

As leituras do teor de sélidos soltveis totais (°Brix) fora feitas por refratometria,
utilizando o refratdmetro digital portatil HANNA HI 96801. O aparelho foi calibrado com
agua destilada e as medidas tomadas a temperatura ambiente (25°C) em triplicata.

4.5.8 Acidez Titulavel (AT)

A acidez total titulavel foi determinada por método titulométrico e os resultados
expressos em g de acido malico/100mL de amostra. As medidas foram realizadas em
triplicata.

4.5.9 Andlises Estatisticas

Os resultados das analises fisico-quimicas e da analise quantitativa dos especrtos

RMN foram avaliados pela andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey a nivel de
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significancia de 0,05 usando o software Statistica 13 (Statsoft). Os resultados foram expressos

em média + desvio padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 Espectroscopia RMN

Para evitar variacbes de composicdo na agua de coco relacionadas ao pre-
tratamento amostral (como compostos de degradacéo), seguiu-se um protocolo padréo para
analise por RMN de sucos de frutas e produtos correlatos para tornar a composicdo das
amostras 0 mais proximo possivel do real (ELENILSON G. ALVES FILHO et al., 2018A;
SUCUPIRA et al., 2017). A Figura 8 ilustra os compostos organicos identificados nos
espectros de RMN de 1H da agua de coco controle (ndo processada), onde o conjunto dos
acucares (sacarose, o-glicose, B-glicose e frutose) foi a principal classe de compostos,
conforme esperado (SUCUPIRA et al. 2017). Outros compostos relevantes, como 0s
aminoacidos alanina, GABA, leucina, prolina e valina, bem como o &cido maélico e o etanol,
também foram identificados. As estruturas moleculares, os deslocamentos quimicos de 1H e

13C, multiplicidade e constantes de acoplamento estdo descritos na Tabela 6.

Figura 8 — Espectro representativo de 1H RMN da agua de coco controle
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Tabela 6 - Estruturas moleculares, deslocamentos quimicos de H e 3C, multiplicidade e

constantes de acoplamento dos compostos organicos identificados na agua de coco antes e

apos 0s processamentos ndo térmicos

5°H Ref Ref
Compostos/Estrutura (multip. *,Jin | 5*C 1H. 13 C'
Hz)
AMINOACIDOS
Alanina
0
3CH 3-1.33(d7.2) 17.9 1.52 (d 7.30) 19.1
HOT 1N 3 |2-3.89(0) 53.1 3.90 (q 7.30) 53.4
NH,
Leucina 0
néo
2,34 - ndo 42.7 ?1'97% ((r::)) gg'g
56-0.97(d6.0) | 23.4 ' '
I T 17 0.96 (dt) 27.0
2 73
Prolina
4 . 5—1.54 (m) 28.3 1.99 (m) 26.4
4-2.01 (m) 28.0 2.07 (m) 31.7
5 2 OH |[3-232(m) 32.3 2.34 (m) 31.7
N 6 —3.26 (M) 48.1 3.32 (m) 49.0
H o 2-3.94 (0) 64.1 | 4.12(dd 8.83;8.42) | 64.0
Valina
o ‘o, 2-3.62(0) 0 3.82 (d 4.4) n
3-2.28 (0) 0 2.33 (m) 32.0
2 -
Ho” 1 3 cH, 4-098(d7.2) | 19.3 1.02 (d 7.1) 19.1
5 5-1.05(d7.2) | 20.8 1.06 (d 7.1) 20.9
NH,
ACIDOS ORGANICOS
GABA (y-&cido
aminobutirico) 2 —2.34 (m) 32.8 2.28 (t 7.60) 37.1
O 3-2.00 (m) 27.8 1.88 (qui 7.60) 26.3
)k/s\/NHz 4-2.82 (m) 36.3 2.99 (1 7.60) 42.2
HO ' 2 4
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Acido
Malico
o 2435 69.3 | 4.29 (dd 10.10,2.90) | 73.2
s 3-262;273 403 | 2.34;2.65(15.40, | 455
Ho 1NN O 10.10)
OH O
CARBOIDRATOS
a-glicose 1-522(d4.08) | 956 5.25 (d 3.80) 95.4
2~ 3.47 (m) 72.3 3.89-3.36 (0) 72.2
3-3.77 (m) 75.6 n 76.0
4 —3.56 (m) 74.0 n 72.8
5-3.72 (m) 63.9 n 64.2
6 - 3.85 (M) 75.5 n 74.5
1-464(d7.80) | 99.3 4.66 (d 8.10) 99.2
2 3.26 (M) 775 3.25 (t 8.40) 77.6
3-3.75 (M) 63.6 n 56.1
4 3.48 (m) 78.8 n 79.0
5-3.41 (m) 72.2 n 72.8
6 3.90 (M) 63.7 n 63.1
1-0 0 3.58 (m) 65.6
2 —nao 107.4 no 104.2
3-4.10 (dd 3.55) | 77.5 4.11 (m) 78.2
4-410(d355) | 785 4.11 (m) 77.4
5-3.82 (0) 83.8 3.82 (m) 83.6
6 4.02 (0) 66.5 4.01 (m) 66.1
1-5.43(d3.7) 95.2 5.44 (d 3.8) 94.7
2 - 3.56 (0) 74.5 3.89-3.57 (m) 73.5
Sacarose 3-3.76 (0) 75.7 3.74 (m) 75.3
L OH 4 -3.48 (0) 72.1 3.47 (m) 71.8
o K 49 5 - 3.85 (0) 75.8 3.83 (M) 74.9
H S 6-3.82 (0) 62.9 3.81 (m) 62.8
WHOo o . | 17-382(0) 65.4 3.66 (M) 64.0
o XOHRCOH | 2’ - ndo 104.7 nio 106.3
"Nt 30-422(m) 79.3 4.20 (t 8.4) 79.0
H OH 4 - 4.05 (m) 77.0 4.08 (d 9.0) 76.6
5°-3.89 (0) 84.1 3.87 (M) 84.0
6> - 3.68 (0) 64.8 3.81 (m) 65.0

OUTROS COMPOSTOS
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Etanol
1-3.65(0) 54.5 3.64 (q 7.08) 60.3

1
2
HBC/\OH 2—1.16 (t 7.20) 21.2 1.17 (t 7.08) 19.6

Fonte: elaborado pela autora.

s - simpleto; d - dupleto; t - tripleto; g - quadrupleto; quin — quintupleto; dd - duplo dupleto; dt

— duplo tripleto; o - sobreposto; n - nenhuma informacgéo; nédo - ndo observado.

Devido ao elevado nimero de varidveis experimentais (diferentes processos nao
térmicos por ozénio e plasma), o0 método quimiométrico nao supervisionado por PCA foi
aplicado no conjunto de dados de RMN de 'H. Esta analise estatistica multivariada foi
aplicada para investigar o efeito do processamento na composicdo das amostras. Como
nenhum composto foi detectado na regido de *H aromaticos (entre & 5,50 e 8,50), as andlises
por PCA foram desenvolvidas apenas para as regides de H alifaticos (5 0,85 e 5,15), e
carbindlicos e olefinicos (6 3,15 e 5,50), separadamente. As Figuras 9a e 9c ilustram graficos
de escores plotados em duas dimensbes (PC1 x PC2) das regides de H alifaticos e
carbinolicos, respectivamente, as quais retiveram 51,04% e 62,86% do total da variancia
acumulada. As Figuras 9b e 9d apresentam os graficos de loadings de PC1 plotados na forma
de linha, uma vez que foi o principal eixo para separacdo de amostras com base no

processamento nao térmico.
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Figura 9 - Gréficos de escores (PC1 x PC2) das regides alifética (a) e carbindlica (c) das
aguas de coco controle (ndo processada em verde) e apds processamentos ndo térmicos por

plasma (azul) e ozonio (vermelho); graficos de loadings das regides alifatica (b) e carbindlica

(d)
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Fonte: elaborado pela autora.

Os gréaficos de escores das regides alifatica (a) e carbindlica (c) ilustraram uma
tendéncia de separacdo das dguas de coco entre os processamentos de ozénio (vermelho) e
plasma (azul). No entanto, nenhum efeito relevante de ambos 0s processos néo térmicos foi
verificado com base nos respectivos graficos de loadings, independentemente dos parametros
de tratamentos variados. Este efeito ndo relevante foi corroborado pela analise de variancia
(ANOVA) dos resultados quantitativos adquiridos por RMNq de *H de sacarose (referente ao
deslocamento quimico em 6 5,42), a-glicose (& 5,21), B-glicose (6 4,63), frutose (6 4,10),
acido malico (& 2,76), alanina (6 1,48), etanol (6 1,17) e valina (6 1,01) representados na
Figura 10.
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Figura 10 - Concentracfes de sacarose, a e B-glicose, frutose, acido malico, alanina, etanol e

valina em mg por mL de &gua de coco
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Fonte: elaborado pela autora.

Letras diferentes significam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

5.2 Compostos Fendlicos

A fim de avaliar o efeito de diferentes processos ndo térmicos em compostos
fenolicos da agua de coco, as amostras foram analisadas pelo sistema UPLC-HRMS. Os
respectivos parametros espectrométricos para caracterizacdo de compostos (valores m/z e
perfis de fragmentacdo) estdo disponiveis na Tabela 7. Os principais compostos identificados
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foram procianidinas (tipo A e tipo B), acidos cafeoilquinico e trihidroxi-octadecandico, GsA»-
ZR e crisoeriol.

O trimero e o dimero (tipo A) da procianidina podem ser encontrados na
inflorescéncia de Cocos nucifera L. (PADUMADASA, DHARMADANA, & AM, 2016). A
proantocianidina ¢ uma classe conhecida de flavondides que promove beneficios a salde
humana devido as propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antiaterogénicas (CHEN,
MONTANARI, & WIDMER, 1997). O &cido cafeoilquinico, mais conhecido como &cido
clorogénico, € um composto derivado do &cido cafeico, que intermedia a sintese de fenolicos
poliméricos em células vegetais, detectado no mesocarpo de coco jovem e esta associado a
defesa das plantas devido as suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas
(CHAKRABORTY & MITRA, 2008). O acido trihidroxi-octadecenodico € um acido graxo
oxidado encontrado em alimentos de origem vegetal (GARCIA, GARCIA-VILLALBA, GIL,
& TOMAS-BARBERAN, 2017) e o GsA2-ZR consiste em um fitohorménio presente
naturalmente no coco (GE, YONG, TAN, YANG , & ONG, 2004; KOBAYASHI et al., 1995).

O método PCA foi aplicado para reduzir a dimensionalidade dos dados originais
em dois PCs, auxiliando na interpretacdo dos dados multivariados. A Figura 11 ilustra os
graficos de scores (a) e loadings (b) da variacdo das aguas de coco de acordo com o

processamento ndo térmico.



Tabela 7 — Atribuicdo de picos por UPLC-HRMS (M-H) de compostos fendlicos encontrados nas dguas de coco controle e processadas
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229.0735 211.1383,

TR [M-H] [M-H] Prod. ion Formula Erro Compostos Ref.
(min) obs. calc. Empirica | (ppm)
14-0-{3-0O-[s-D-galactopyranosyl-(1—2)-a-
968.3460; 836.3017; D-galactopiranosil-(1—3)-a-L- (Kobayashi et
2.51 | 1100.3900 | 1100.3894 | 806.2864; 644.2461; | CasHesNsO2s | 0.5 arabinofuranosil]-4-O-(a-L-arabinofuranosil)- al., 1995)
512.1920 S-D-galactopiranosil}- ribosideo trans-zeatina N
(G3A2-ZR)
739.1542; 695.17009; (Hanhineva et
2.78 | 865.2029 | 865.1980 | 577.1563; 425.0865; | CasHz701s 5.7 Procianidina (trimero)
287.0374 al., 2008)
451.1402; 425.0877; (Hanhineva et
3.11 | 577.1381 | 577.1346 | 407.0776; 289.0782, CaoH25012 6.1 Procianidina (dimero) al., 2008)
245.0767; 125.0301 B
559.1237; 533.2706; (Lg‘r;es;\“”’
3.21 | 577.1331 | 577.1346 | 451.1507; 425.0890; C30H2601 -2.6 Procianidina dimero (tipo B) Monagas,. &
407.0778; 393.0933 ’
Harnly, 2014)
(Kang, Price,
Ashton,
3.36 | 335.0731 | 335.0708 179'0?1’22’0146011'0370' C23H1103 6.9 Acido cafeoilquinico Tapsell, &
' Johnson,
2016)
539.1624; 449.1082; (MJ &S
3.54 | 575.1185 | 575.1190 | 423.0782; 407.0876; | CsoH23012 -0.9 Procianidina dimero (tipo A) 2015)’
289.0635; 285.0718
504 | 4611069 | 4611084 | 5o 0% SEROON | CoHnOn | 33 Crisoeriol hexosidio | (Kazngl‘gt)a"’
5.92 | 343.1519 | 343.1545 255.1690 C20H2305 -7.6 Desconhecido -
658 | 3202317 | 3292328 | SLL2271:293.2099: 1 0 o | 33 Acido trihidroxi-octadecendico (Llorent-

Martinez et al.,




o1

171.0459

2017)

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 11 — Gréfico de espaco bidimensional para o sistema de coordenadas de scores PC1 x
PC2 da agua de coco no modo de ionizagdo negativa () e carga relevante plotada na forma de

linhas (b)
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Fonte: elaborado pela autora.

De acordo com o grafico de escores, a discriminagdo das amostras com base no
processamento ndo térmico ocorreu principalmente de acordo com o eixo PC1. As aguas de
coco apos o processamento do ozodnio (independente da carga de 0zénio) agruparam-se com
amostras de controle em pontuacdes positivas pelas quantidades mais altas de dimero de
procianidina (tipo B), crisoeriol hexosideo | e um composto desconhecido aos 5,92 min. Isso
indica que o processamento do ozénio foi eficaz na manutengdo do conteddo de compostos
fendlicos da agua de coco. Esse é um aspecto positivo para a aplicagdo deste processo nesta
matriz, pois 0 0zonio esta associado a reducéo destes e outros compostos bioativos em alguns
sucos, por exemplo (FUNDO et al., 2018a; OLIVEIRA et al., 2018; TORRES et al., 2011).

As amostras de agua de coco ap6s o processamento do plasma (independente da
intensidade) agruparam-se em escores negativos de PC1 pela redugdo das quantidades dos
compostos procianidina (tipo B), hexosideo | de crisoeriol, bem como pelo aumento do teor
de G3A2-ZR, acido clorogénico e dimero de procianidina (tipo A). A literatura mostra que a

aplicacdo de plasma frio pode promover o aumento ou a diminuigdo de compostos fendlicos,
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dependendo da matriz alimentar e de outras condi¢Oes de processamento. Em alguns casos, a
mudancga no perfil pode estar relacionada a interacdo desses compostos com as espécies
reativas formadas durante o processo, que pode promover a ruptura da ligacdo da molécula
e/ou induzir a formacdo de novos compostos. O aumento de compostos fendlicos apos o
processamento por plasma também foi relatado para suco de romd (HERCEG et al., 2016),
suco de caju (RODRIGUEZ, GOMES, RODRIGUES, & FERNANDES, 2017b) e suco de
maca (ILLERA et al., 2019).

5.3 Parametros Fisico Quimicos: pH, sélidos solGveis totais (SST), acidez titulavel (TA) e

cor

Os valores dos parametros pH, TSS e TA da agua de coco antes e depois dos
processamentos o0zonio, plasma e ultrassom sdo apresentados nas tabelas 5 6 e 7
respectivamente. O processamento por 0znio ndo alterou significativamente o pH e a acidez
das amostras. Variacdes foram observadas nos SST, porém ndo caracterizam alteracdes
relevantes nas amostras. Comportamento semelhante foi relatado para os processamentos por
ozonio de suco de laranja com prebidticos (ALMEIDA et al., 2015a), suco de acai
(OLIVEIRA et al., 2018) e suco de péssego (JARAMILLO-SANCHEZ et al., 2017).

Analogamente, os valores de pH e SST apds processamento por plasma frio
atmosférico ndo diferiram significativamente da agua de coco controle. Esse resultado foi
corroborado por Mahnot, Mahanta, Keener, & Misra (2019) que mostraram que 0s parametros
fisico-quimicos da &gua de coco ndo sofreram impacto dréstico no tratamento com plasma
frio. Pankaj et al. (2017) também ndo relataram alteracBes no pH do suco de uva branca
processado pelo plasma frio atmosférico. Porém, Almeida et al. (2015) relataram uma
diminuicdo nos valores de pH do suco de laranja prebidtico ap6s o processamento por plasma.

O processamento por ultrassom também ndo promoveu alteracdes significativas
no pH e SST, comportamento que tambem foi reportado em estudos de sonicagédo de suco de
toranja (AADIL, ZENG, HAN, & SUN, 2013), suco de maca (ABID et al., 2013) e suco de
péra (SAEEDUDDIN et al., 2015).
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Tabela 8 — Valores de pH, SST e acidez titulavel das amostras controle e processadas por

0zbnio
Tratamentos Temperatura Carga de ozonio pH SST (°Brix) Acidez titulfélvel
(mg/mL) (% é&c. mélico)
C10 10 0 5,04 +0,03* 5,40 +0,00 0,05 +0,00°
C20 20 0 5,06 +0,012 5,60 +0,00¢ 0,05 +0,00°
C30 30 0 5,03 0,04 5,60 +0,00 0,05 +0,00°
o1 10 0.075 5,01 40,028 5,73 +0,06"° 0,04 +0,00™
02 10 0.37 5,04 £0,03* 5,90 +0,00° 0,05 +0,00°
03 30 0.075 5,01 +0.01* 5,80 0,00 0,04 +0,00°
04 30 0.37 5,02 40,022 5,73 +0,06° 0,05 +0,00°
05 10 0.225 5,02 +0,03* 5,70 +£0,00° 0,05 +0,00°
06 30 0.225 5,01 +0,02* 5,70 £0,00° 0,04 +0,00°
o7 20 0.075 5,03+0,03* 5,50 +£0,00° 0,06 +0,00°
08 20 0.37 5,00 0,01 5,70 +£0,00° 0,05 +0,00°
09 20 0.225 5,14 £0,03° 5,60 0,001 0,05 +0,00°
010 20 0.225 5,03 40,058 5,80 0,00 0,05 +0,00°
011 20 0.225 5,05+0,03* 5,53 +0,06% 0,04 +0,00"

Fonte: elaborado pela autora.

Letras diferentes significam diferengas significativas de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

Tabela 9 — Valores de pH e SST de amostras de controle e processadas por plasma

Tratamentos Frequéncia Voltagem (v) pH SST (°Brix)
(Hz)

Controle 0 0 4,99 +0,01° 6,00 +0,00°
P1 200 15 4,98 +0,02° 5,93 0,062

P2 200 20 4,97 +0,02° 6,00 +0,00°

P3 400 15 4,98 +0,012 5,93 +0,06a"

P4 400 20 4,92 +0,00° 5,80 +0,00°

P5 550 15 4,87 +0,01° 5,93 0,062

P6 550 20 4,97 +0,022 5,80 +0,00°

P7 730 15 4,98 +0,012 5,90 +0,00%
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P8 730 20 4,98 +0,01% 5,90 +0,00%

Fonte: elaborado pela autora.

Letras diferentes significam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

Tabela 10 — Valores de pH e SST de amostras de controle e processadas por ultrassom em

fluxo continuo

Tratamentos Poténcia (%) N° de Ciclos pH Brix
Controle 0 0 4,7 0,02 6,5 +0,1°
1 50 2 4,7 0,0 6,3 +0,0?
2 50 6 4,7 +0,02 6,3 +0,0?
3 100 2 4,7 +0,07 6,3 +0,0?
4 100 6 4,7 0,0 6,3 +0,0?
5 50 4 4,7 0,0 6,2 +0,0?
6 100 4 4,7 +0,07 6,3 £0,1
7 75 2 4,7 +0,0% 6,2 0,1
8 75 6 4,8 +0,0° 6,2 +0,1°
9 75 4 4,7 +0,0°7 6,3 £0,1
10 75 4 4,7 +0,0°7 6,3 £0,1
11 75 4 4,7 +0,0% 6,3 +0,1°
Passe Unico 1 50 1 4,6+0,0° 6,2+0,12
Passe Unico 2 75 1 4,8+0,0° 6,2+0,1°
Passe Unico 3 100 1 4,7+0,0? 6,3+0,02

Fonte: elaborado pela autora.

Letras diferentes significam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

Os parametros de cor L *,a*, b *, ¢ * e h ° e foram medidos, e a diferenca total
de cor (AE) foi calculada para avaliar o efeito do processamento ndo térmico uma vez que 0S
valores de AE permitem a avaliagao global das diferengas entre as amostras processadas e as
ndo processadas (Tabelas 8, 9 e 10).

Pequenas diferencas estatisticas foram detectadas nos parametros de cores
individuais em todos os processamentos ndo térmicos. De acordo com Choi, Kim, & Lee
(2002), as diferencas nos parametros de cor sdo visualmente perceptiveis quando AE> 2.

Em geral, embora exista uma ligeira diferenca de cor relacionada a 4gua de coco
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ndo processada, 0s processamentos por 0zonio, plasma e ultrassom apresentaram valores de
AE abaixo de 2, o que ¢ indicativo de que ndo houve alteracdo visual perceptivel, ou seja, nao
houve perda na qualidade visual das amostras processadas. Estes valores sdo inferiores aos
relatados para outros processos aplicados em agua de coco, como por exemplo,
processamento térmico associado a pressdao (CHOURIO, SALAIS-FIERRO, MEHMOOD,
MARTINEZ-MONTEAGUDO, & SALDANA, 2018) e di6xido de carbono associado a alta
pressdo (CAPPELLETTI et al., 2015).
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Tabela 11 — Influéncia do processamento por 0z6nio nos valores dos parametros de cor L*, a* e b*, angulo hue e diferencga de cor (AE) em relagdo a
agua de coco in natura

Tratamentos Temperatura Carga de 0z6nio L* a* b* h° AE
(°C) (mg/mL)
C10 10 0 86,63 +0,29%¢ 1,75 0,01 -4,42 +0,02 291,67 +0,14% -
C20 20 0 86,76 +0,16™ 1,76 £0,022 -4,37 003 291,94 +0,2820cde -
C30 30 0 87,06 +0,02 1,44 £0,02° -3,84 +0,01° 290,71 +0,34 -
o1 10 0.075 87,17 +0,66° 1,43 +0,05° -3,66 +0,08° 291,39 £0,41%% 1,19 +0,16°
02 10 0.37 86,60 +0,272° 1,43 £0,02° -3,72 £0,01° 291,0 5£0,22¢" 0,88 +0,10"
03 30 0.075 86,63 +0,04% 1,73 +0,01%¢ -4,16 +0,01% 292,63 +0,12° 0,61 +0,01%
04 30 0.37 85,96 +0,06™ 1,69 +0,01¢ -4,17 +0,03¢% 292,02 +£0,16%4 1,17 +0,05
05 10 0.225 86,32 +0,26° 1,70 £0,01° -4,21 0,04 291,96 £0,32%°¢ 0,39 +0,09°
06 30 0.225 86,11 +0,15° 1,70 0,023 -4,22 +0,02¢% 292,33 +0,48®° 1,06 +0,13%
o7 20 0.075 86,14 +0,17° 1,68 +0,01¢ -4,13 +0,02° 292,15 +0,08%¢ 0,67 +0,04%
08 20 0.37 86,14 +0,18° 1,71 0,023 -4,22 +0,03¢% 292,05 +0,18%°4 0,64 +0,03¢
09 20 0.225 85,96 £0,14% 1,71 +0,02% -4,22 +0,01% 292,06 +0,19%¢ 0,81 +0,02°
010 20 0.225 85,89 +0,15¢ 1,68 +0,02¢ -4,25 +0,01° 291,57 +0,24% 0,77 +0,06%
o11 20 0.225 85,98 +0,10% 1,66 +0,01¢ -4,25 +0,04° 291,24 +0,14%" 0,63 +0,13¢

Fonte: elaborado pela autora.

Letras diferentes significam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).



Tabela 12 — Influencia do processamento por plasma nos valores dos pardmetros de cor L*, a* e b* e diferenca de cor (AE) em

relagdo a agua de coco in natura

Tratamentos Frequéncia Voltagem L* a* b* h° AE
(H2) (v)
Controle 0 0 87,17 +0,08¢ 1,55 +0,02¢  -3,84 £0,05° 292,00 +0,49¢ -
P1 200 15 87,36 £0,03°¢ 1,49 +0,02°  -3,87 £0,02° 291,04 +0,33*° 0,20 +0,08"«
P2 200 20 87,21 £0,07°° 1,52 0,04  -3,90 +0,02° 291,30 +0,54"° 0,09 +0,03"
P3 400 15 87,52 +0,09¢ 1,54 £0,01°  -3,87 £0,03° 291,79 +0,22° 0,35 +0,03%
P4 400 20 87,38 £0,11°¢  1,75+0,01*  -4,22+0,00° 292,68 +0,15° 0,49 +0,09°
P5 550 15 87,41 0,08  151+0,03* -3,86+0,03° 291,38 +0,21" 0,24 +0,12%
P6 550 20 87,34 +0,08"4 152 +0,01° -3,86 +0,04° 291,45+0,20° 0,17 +0,10°«
P7 730 15 87,43 +0,04¢ 1,47 £0,02°  -3,89 0,01 290,72 +0,15° 0,28 +0,05
P8 730 20 86,91 +0,05° 1,50 £0,02°°  -3,85+0,03° 291,52 +0,13" 0,27 +0,06%

Fonte: elaborado pela autora.

Letras diferentes significam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).
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Tabela 13 - Influéncia do processamento por ultrassom continuo nos valores dos parametros de cor L*, a* e b*, angulo hue e diferenca de cor

(AE) em relacdo a agua de coco in natura

Tratamentos Poténcia (%)  N°de Ciclos L* a* b* h° AE
Controle 0 0 74,63+ 0,05 0,46 £0,01°  -2,46+0,00°0 280,62 + 0,272 -
1 50 2 75,44+ 0,04 0,35+0,01¢"  -2,26+0,01* 278,83+ 0,23 0,844+ 0,0279"°
2 50 6 75,57+ 0,09% 0,36 +0,01%" -231+0,01° 278,86+ 0,32°® 0,966+ 0,0649ab
3 100 2 75,35+ 0,08  0,41+0,02*° -2,36+0,019 279,86+ 0,59%¢ 0,732+ 0,0275¢f
4 100 6 75,24+ 0,13° 0,43+0,02®® -237+0,01% 280,38+0,71a 0,62+ 0,0986'
5 50 4 75,62+ 0,06 0,32+0,01" -2,32+0,01°°  277,83%0,32¢ 1,02+ 0,0590?
6 100 4 75,42+ 0,06°¢  0,41+0,01° -240+0,01°  279,59+0,47%¢ 0,80+ 0,0683%
7 75 2 75,70+ 0,102 0,34 +0,02¢"  -2,38+0,01% 278,05+ 0,41% 1,08+ 0,1218°
8 75 6 75,29+ 0,12°®  0,43+0,03%¢  -233+0,01° 279,48+ 0,81%¢ 0,67+ 0,0782%f
9 75 4 75,25+ 0,09%  0,43+0,01°  -2,37+0,01¢ 279,09+ 0,45°¢ 0,64+ 0,0761°
10 75 4 74,86+ 0,07°  0,43+0,02®°  -2,40+0,00°  280,03+0,39® 0,24+ 0,0507'
11 75 4 75,20+ 0,02° 0,39+ 0,023  -239+0,01% 280,07+ 0,52% 0,58+ 0,0551f
Passe Unico 1 50 1 75,42+ 0,080 0,43+0,022¢  -247+0,02"  279,64+0,62%° 0,80+ 0,0710°
Passe Unico 2 75 1 75,72+ 0,043 0,43+0,03%  -2,46+0,01" 279,03+ 0,58 1,09+ 0,0625°
Passe Unico 3 100 1 75,59+ 0,04°  0,43+£0,01%®  -2,47+0,00° 278,74+ 0,53°® 0,97+ 0,0796®

Fonte: elaborado pela autora.

Letras diferentes significam diferencas significativas de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).
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5.4 Atividade Enziméatica

N&o foram detectadas quantidades mensuraveis de enzima PPO no controle e nas
amostras tratadas por ozonio, plasma e ultrassom. Para avaliar a influéncia da temperatura, a
agua de coco ndo processada (amostra controle) foi incubada em trés temperaturas diferentes
(10, 20 e 30 ° C). As amostras foram denominadas como C10, C20 e C30, respectivamente.
As atividades iniciais da enzima POD nas aguas de coco de controle C10, C20 e C30 foram
621 £ 36, 726 £ 9 e 615 £ 6 UEA / min, respectivamente.

O oz6nio promoveu a reducdo da enzima POD a niveis ndo detectaveis em todos
0s tratamentos, 0 que revela que a carga minima de ozonio aplicada (0,075 mg / mL) foi
suficiente para atingir a inativacdo completa da enzima. Como a atividade enzimatica apds
todas as condi¢cbes de planejamento experimental foram as mesmas, o efeito das variaveis
independentes nesta resposta ndo foi significativo, portanto, a metodologia da superficie de
resposta ndo pode ser aplicada.

Estudos relataram inativacdo relevante de POD em sucos de péssego
(JARAMILLO SANCHEZ et al., 2018) e acai (OLIVEIRA et al., 2018). Os autores
observaram uma forte correlacdo entre a reducdo da enzima e o aumento da concentracéo de
ozonio. A reducdo da atividade enzimatica pode ser atribuida a alteracdes oxidativas na
estrutura e conformagdo da enzima promovidas pela reacdo direta com 0z6nio ou com
espécies reativas derivadas de sua decomposicdo, que causa danos variados e complexos que
envolvem interacdo com cadeias laterais de aminoacidos ou com a estrutura das proteinas,
causando fragmentacdo da molécula.

O processamento por plasma frio atmosférico promoveu reducdo da atividade
enzimatica da POD em todos os tratamentos (Figura 12). De maneira geral, observou-se que
as menores atividades residuais (cerca de 28%) foram alcancadas pelos tratamentos P7 e P8,
nos quais foi utilizada a maior frequéncia (730 Hz). Esse fato indica que a reducdo da
atividade enzimatica aumentou com a frequéncia.

A atividade residual também parece diminuir com a voltagem, exceto no
tratamento P6, que apresentou maior atividade residual (cerca de 68%). Ja na frequéncia mais
alta, a voltagem ndo teve influéncia nos niveis de inativacdo. O estudo relatado por Chutia,
Kalita, Mahanta, Ojah, & Choudhury (2019) demonstra a aplicacéo de plasma frio em agua de

coco sob diferentes voltagens e conclui que a inativacdo da peroxidase aumenta com a
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voltagem e o tempo de processamento. A mesma tendéncia foi observada por Pankaj et al.,
(2013) com a aplicacéao de plasma frio atmosférico em tomates.

Figura 12 — Atividade residual da enzima POD apds processamento por plasma frio

atmosférico
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Fonte: elaborado pela autora.

Embora voltagem e tempo sejam parametros importantes que influenciam a taxa e
o formato da curva de inativacdo, este estudo mostrou que a frequéncia é um parametro que
tem um efeito significativo na reducéo da atividade da POD.

O mecanismo de inativacdo enzimatica por plasma é comumente associado a
formacdo de espécies quimicamente reativas (6xidos de nitrogénio, ozénio, radicais hidroxila,
superoxido e hidroperéxido, entre outros) durante o processamento, as quais reagem com as
enzimas causando mudangas em sua estrutura e consequente perda de atividade (MISRA,
PANKAJ, et al., 2016). Yong-xu Han, Cheng, & Sun (2019) verificaram que peroxidases
expostas ao plasma frio sofrem reducédo das alfa-hélices e aumento das folhas-beta, indicando
modificacdo da estrutura secundéria; mudanca no perfil da cadeia lateral de aminoacidos e
degradacdo do grupo heme do sitio ativo, resultando em inativacdo. Esses danos foram
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atribuidos as interacGes com espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, identificadas através
de Espectroscopia de Emisséo Otica.

Com relacdo ao processamento por ultrassom continuo, pode-se observar que
nenhum dos tratamentos promoveu a redugdo da atividade da enzima, mas, um ligeiro
aumento (Figura 13). A aplicacdo de ultrassom pode levar ao rompimento de células vegetais
presentes em matrizes como frutas e seus derivados, causando a liberacdo do contetudo
intracelular no meio (FIROUZ, FARAHMANDI E HOSSEINPOUR, 2019). Considerando
que as enzimas se situam nos compartimentos intracelulares, o contato destas com o substrato
é favorecido, podendo justificar um aumento em sua atividade. Entretanto, esta hipotese néo
foi considerada neste estudo, pois a agua de coco foi filtrada. Portanto, o comportamento
observado pode estar relacionado ao fato de que a energia ultrassénica adicionada ao sistema
pode nao ter sido suficiente para causar danos que levam a inativacdo, mas pode ter
promovido mudancas conformacionais no sitio ativo, melhorando a interacdo enzima-
substrato (CRUZ, VIEIRA, & SILVA, 2006; HUANG et al., 2017), levando a um aumento da

atividade da enzima.

Figura 13 — Atividade residual da enzima POD apds o processamento por ultrassom continuo
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Fonte: elaborado pela autora.

Rojas, Trevilin, & Augusto (2016) reportaram aumento na atividade da POD da
agua de coco, quando sdo utilizadas altas frequéncias (40kHz) e baixas poténcias

ultrassénicas. Ja quando baixas frequéncias (20kHz) e altas poténcias (500 W) foram
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aplicadas, apds 30 minutos de processamento, foi observado uma reducdo maxima de 27% da
atividade. Isto significa dizer que seriam necessarios tempos de processamento maiores para
atingir niveis de inativacdo aceitaveis, indicando alta resisténcia da POD ao tratamento (Rojas

etal., 2017), o que pode justificar os resultados obtidos no presente estudo.
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6 CONCLUSAO

Nenhuma das tecnologias ndo térmicas promove prejuizos as caracteristicas
fisico-quimicas e a qualidade visual da agua de coco. Oz6nio e plasma ndo apresentam efeito
relevante sobre os principais compostos organicos identificados. O processamento por
ultrassom continuo ndo foi eficiente para promover a reducdo da POD em nenhuma das
condicdes testadas neste estudo, sendo, portanto, necessarios mais estudos para entender
melhor o comportamento da enzima frente a esta tecnologia. O processamento por plasma frio
atmosférico altera o perfil de compostos fendlicos da dgua de coco e apresenta melhores
resultados quanto a inativacdo de POD quando altas frequéncias sdo aplicadas. O oz6nio
destacou-se como o tratamento mais adequado para inativacdo de POD, considerando que
cargas a partir de 0,075 mg/mL de ozdnio sdo suficientes para reduzir a atividade da enzima a

niveis indetectaveis sem alterar o perfil de compostos fendlicos.
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