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RESUMO

Dentre as espécies existentes de maracuja, somente trés sdo utilizadas pela industria e,
entre estas, exclusivamente a Passiflora edulis atende ao mercado de alimentos, pois
além desta espécie possuir atributos sensoriais bastante atrativos, ainda possui diversos
beneficios para melhoria da satde. Entretanto, nem sempre as caracteristicas da fruta in
natura sdo mantidas apds serem processadas. Sendo assim, este estudo tem por objetivo
avaliar o perfil de metabdlitos presentes em suco de maracuja apds o tratamento térmico
de pasteurizacédo e de esterilizacdo em diferentes condicdes de tempo e temperatura e
ainda avaliar o efeito do tratamento térmico no suco utilizando-se processamento com
ultrassom. As varidveis utilizadas no processamento térmico foram tempo de retencdo
(0, 4, 15, 30 e 60 segundos), temperatura (85 e 140°C) e para 0 processo nao térmico
com ultrassom de ponteira foram variadas as poténcias (50.000, 75.000 e 100.000 W/L)
e o tempo (1; 2,5; e 5 min). Para extracdo dos compostos utilizou-se metanol e foi feita
a identificagdo das amostras em UPLC-MS. Também foram realizadas analises de
ressonancia magnética (RMN) e Polifendis Extraiveis Totais (PET). Para o tratamento
de dados foi feita andlise do componente principal (PCA) para 0 UPLC-MS e RMN. Os
resultados foram comparados a uma amostra controle, tendo sido encontrados 27 picos,
dos quais 4 foram degradados, 7 foram formados e 16 permaneceram inalterados para o
tratamento térmico e para o ultrassom de ponteira ndo houve grandes variagdes, quanto
ao teor de polifendis, estes tornaram-se disponiveis com aumento da temperatura, bem
como com poténcia mais alta por um tempo de 5 minutos. O processo térmico pode ser
controlado a partir de dados obtidos sobre o perfil de suco de maracuja submetido a

tratamento térmico.

Palavras-chave: Frutas; HTST; UHT; UPLC-QToF; RMN.
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ABSTRACT

Brazil has a great biodiversity, which should be explored and transformed into food and
products to be consumed. Among existing species of passion fruit, only three are used
by industry and among these, exclusively the Passiflora edulis serves the food market,
because this species has very attractive sensory attributes, also is related to several
benefits to improv health. However, the fruit characteristics “in natura” are not always
maintained them after processing. Thus, this study aims to evaluate the metabolic
profile present in passion fruit juice after heat treatment of sterilization further more
pasteurization in different conditions of time and temperature and still submit the juice
without heat treatment to a ultrasound processing. The studied variables in heat
processing were retention time (0, 4, 15, 30 and 60 seconds), temperature (85 and 140
°C) and the non-thermal ultrasound process with power (50.000, 75.000 e 100.000 W/L)
and time (1, 2.5 and 5 minutes). For the extraction of the compounds were used
methanol, and sample identification performed in LC-MS. Also was carried out Nuclear
Magnetic Resonance analysis (NMR) and Total Extractable Polyphenols (TEP). In the
methodology employed for processing with ultrasound, the samples were subjected to
different power and time. Then, was performed the same reading and extracting
methodology used for heat processing. For treatment of the data was performed
Principal Component Analysis (PCA) for LC-MS and NMR, the polyphenols were
analyzed by the method described by Singleton and Rossi (1965), with adaptations. The
results were compared to a control sample (no treatment). Were found 32
chromatographic peaks, of which 4 were degraded, 12 were formed and 16 remained
unchanged. With increasing temperature, there was degradation of phenolic compounds.
The heat process can be controlled from data obtained on the passion fruit juice profile

submitted to heat treatment.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Maracujas para 0btencao dO SUCO. .......ccceeiieriiiieiieiie e 11

Figura 2- Dendograma de dados autoescalados de todos os tratamentos e amostra
controle do suco de maracuja sem aplicar PCA .............. Erro! Indicador néo definido.

Figura 3: D Dendograma de dados autoescalados de todos os tratamentos e da amostra
controle aplicando-SE PCAL. ... ..ot 21

Figura 4: Escores e pesos da PC1 x PC2 do total das 28 amostras de suco de maracuja
NA0 tratado e tratado terMICAMENTE ........ccuveeiiie e see e 27

Figura 5: Quimiometria analisando PC2xPC3 do suco de maracuja tratado
LEIMICAIMENTE. . .viiiii it e e s e e e st e e e e s et e e e e s arba e e e e s snbaneeesenseeeas 29

Figura 6: Espectro completo ilustrando a relacdo entre amostra ndo tratada (ST) e o
Ultimo tratamento (140 °C/ 60 SEQ).....veuureiieeiiieiie ittt 28

Figura 7: Quimiometria das amostras do suco de maracuja tratados termicamente
analisando-Se COMPOSOS ArOMALICOS ........ueeueriieeriiieitieetie st ettt 30

Figura 8: Quimiometria dos aminoacidos das amostras de suco de maracuja tratado
TEIMICAIMENTE ...ttt ettt ettt et e bt et e e e be e nae e 31

Figura 9: a) compostos caracterizados no suco de maracujas; b) expansao da regido de

AGUCAIES. . vt teeseesteesees e esteeseeseessees e esaeaseeseeaseesteeseeesee s e neensees e et eene e e ne e Reenteeraenreeneene nrens 32

Figura 10: Quimiometria do suco de maracuja aplicando-se tratamento em ultrassom de
ponteira com relacdo a concentracao de carboidratos. ..........covvveiviveeiiee e 33

Figura 11: Quimiometria quanto ao teor de aminoacidos do suco de maracuja
utilizando-se ultrassom de PONEEITA ..........veeeiieeeiiie e s 34

Figura 12: Quimiometria de suco de maracuja uilizando-se ultrassom de ponteira,
analisando-se COMPOSLOS ArOMALICOS .......cvveeiiureeiiiiee e e e stee e s e e rre e e e e eaee e 35



LISTA DE TABELAS
Tabela 1: Codificacdo das amostras do tratamento trmicCo............cccovvvviiveriieiieesinnnnn, 18

Tabela 2 — Codificagdo das amostras tratadas com ultrassom de ponteira.. ........... 1Erro!

Indicador ndo definido.

Tabela 3 -Valores integrados de areas para cada tempo de retencdo em todos 0S
L= U2 0 1= 010 E 7 PR SS 16

Tabela 4 - Picos mais relevantes que apareceram com maior frequéncia...................... 23

Tabela 5 - Comparacdo de substancias presentes em suco de maracuja e comparacdo
com amostras submetidas a tratamento
1= 101010 T OO ST U RO RUROROPROP 24

Tabela 6 - Substéncias encontradas na amostra controle e nas diferentes condi¢cfes de

TEMPO € POLENCIA. ...ttt sttt et ettt et nr e e 22
Tabela 7 -Polifenois totais para diferentes tipos de
e Y1 (o] - VSRS PSRN 23

Tabela 8 -Teor de polifendis totais para 0 tratamento
1] 010 PPV 24

Tabela 9 - Teor de polifendis totais para o tratamento com ultrassom de
00 1 =T - VSRS 25



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt ettt ene e en e 1
2 REVISAO DE LITERATURA ...ttt 3
2.1 Aspectos gerais do maracuja (género Passiflora) ..........cccoccevveiiniiiiiniciiciennn 3
2.2 SUCO 08 MAFACUJA. ... veeuviereeiteeiteesteete et e eessee st e beesteesae st esbeesbeesbeenbeebeenaesneeareenneas 4
2.3 Compostos de importancia funcional ..o 5
2.3.1 Compostos fendlicos e atividade antioxidante............cccccovevvveveiiie e, 5
2.3.2 Compostos fenolicos NO MAVACUJA ................ccuuiceuuueeiiiiiaiiiiiiiiiiiaa e 6

2.4 Efeito do processamento sobre as substancias presentes em alimentos ................. 6

2.4.1 Efeito do processamento sobre as substancias presentes em suco de frutas

............................................................................... Erro! Indicador nédo definido.
2.5 Utilizac8o de processos NA0-TEMMICOS. ... ..cccvureiiureerireeeiieeesieeesieeesaeeesaeeesnseeeanns 7
2.5.1 Processamento COM UltFASSOML . ..............uuuuuuuuuuueieisiiiiiiisissssssssssssssssssssasssennnnns 8
2.6 MEtaDOIOMICA. ... .eeviieiie e 9
2.7 QUIMIOMELIIA 1.eeeiiiviiie et e ettt e e st e e e st e e e s st e e e e s eab b e e e e s eabaaeeessabeeeeanas 10
3 MATERIAIS E METODOS..........ooiieieieieieieseseeeeeeeteieieie et es st ses s s, 111
3.1 Obtencao e preparo das amMOSIIAS .........cvveiivreeirieeeiie e e e e e sre e e sreeeseaee s 11
3.2 Tratamento tErmico € NE0 TEIMICO.........eoiviiriieiiieiie et 12
3.3 ANALISES FEAIIZAUAS ......veeiveeeiii ettt 13
3.3.1 Andlises CroMAtOZGVALICAS .........c.uuueiiiiiiiiiiiiii et 13
3.3.2 Determinacdo do teor de polifendis totais (PF) .........ccccoeevivieiiieiiieccn 14
3.3.3 Andlise de ressonancia magnética (RMN) ........ccccoovveiiiieeiiee e 14
3.3.4 Analise eStALISICA ..................ccuuiiiiiiiiiiiiii e 15

4 RESULTADOS E DISCUSSAO.......c.coiiiiieeieieeee ettt 15



4.1 Identificacdo de compostos presentes N0 SUCO de MAraCUJa ...........ceevereeerueennenn 15

4.1.2 Espectrometria de massas — Ultrassom de ponteira..........c.ccevvvevevenveennnen. 22

4.2 Polifendis extraiveis totais (PET) ......ccceiieiieieeiieie e 23
4.3 Resultados Ressonancia MagnétiCa...........cooverveiiiieiieiienieeee e 25

5 CONCLUSOES ...ttt 35
REFERENCIAS ..ottt sttt ettt 37

Apéndice A- Pesos e escores do suco de maracuja tratado termicamente analisando-se
O3 T 2 07 (o G5 USRS 43

Apéndice B: Pesos e escores da PC1 de todas as amostras tratadas termicamente e do
(010 0] 1 (0] [T TP O PP P PRTOPPPPRPPPPPR 44

Apéndice C: Pesos e escores da PC1 de todas as amostras de suco de maracuja tratadas
termicamente € dO CONLIOIE. .......ccuvvieiiie e 45

Apéndice D: Pesos e escores da PC 3 de todas as amostras de suco de maracuja tratadas

termicamente € A0 CONTIOIE. ......e et 46

Apéndice E: Pesos e escores da PC1 x PC2 de todas as amostras de suco de maracuja

tratadas termicamente € dO CONIOIE. . ..ooveeeeeeee et 48

Apéndice F: Perfil cromatografico de metabdlitos do suco de maracuja sem tratamento
térmico no modo negativo com tempo de retencdo de 15 MinUtoS........cccceeeeeieviveieenne. 48






1 INTRODUCAO

A busca por alimentos mais saudaveis cresce a cada dia pelo fato dos
consumidores estarem preocupados com a saude e o suco de frutas ¢ uma alternativa
bastante viavel. O héabito de consumo do suco processado tem crescido pela falta de
tempo para preparar-se um suco in natura, pela praticidade e também pela preocupagao

em consumir alimentos mais saudaveis (MATSUURA; ROLIM, 2002).

O consumo de frutas tropicais tem aumentado nacional e internacionalmente
devido ao crescente reconhecimento de seu valor nutricional e terapéutico. O clima e as
condicdes de plantio adequadas no Brasil tém contribuido para o aumento da oferta de
frutas tropicais (LIMA, 2002). Nos ultimos anos, a producdo de sucos e néctares tem
apresentado crescimento continuo, caracterizando-se pela grande diversidade de
espécies cultivadas, constituindo-se em grande parte por frutas de clima temperado,
produzidas e consumidas, principalmente, no Hemisfério Norte (ADECE, 2013).
Segundo dados da Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo —
FAO (2014), a producado mundial de frutas gira em torno de 609 milhdes de toneladas,
tendo, atualmente, como os maiores produtores do mundo a China, a India e o Brasil,
respectivamente, que juntos produzem 43,6% do total mundial e tém suas producoes
destinadas, principalmente, ao mercado interno. Os dez maiores produtores mundiais
sd0 responsaveis por pouco mais de 60% da producdo total. Essa forte tendéncia de
crescimento no consumo de frutos tropicais da-se por seu aspecto nutritivo e efeitos
terapéuticos. Dentre estes frutos, 0 maracuja possui destaque por seu valor nutritivo,
aléem de ser um fruto de importancia comercial, uma vez que o Brasil € um grande

produtor e consumidor.

O Brasil é considerado um grande produtor e consumidor de maracuja com
producdo de 776 mil toneladas (IBGE, 2012). Mesmo sendo um valor consideravel, o
pais ainda carece de cultivares de maracujazeiros azedo, doce, ornamentais e silvestres
que possam ser exploradas comercialmente. Embora exista uma grande diversidade de
espécies, somente uma possui a cadeia produtiva estabelecida no Pais: a Passiflora

edulis, maracujazeiro azedo que produz o fruto comumente encontrado no varejo.



Para fazer o suco de maracuja, Passiflora edulis é a espécie mais utilizada
por seu valor nutritivo e caracteristicas sensoriais agradaveis. Porém, o maracuja € um
dos frutos tropicais de mais dificil conservacdo, porque quando estd sob condi¢do
natural ambiente no periodo de trés a sete dias perde algumas de suas caracteristicas,
deixando seu aspecto visual menos atrativo. 1sso ocorre por este fruto possuir intensa
atividade respiratoria e a excessiva perda de agua pela transpiracdo, resultando
murchamento (enrugamento) da casca, diminuindo a qualidade do fruto e,
consequentemente, depreciando seu valor para comercializagdo (ARJONA et al., 1992;
MARCHI et al., 2000; DURIGAN et al., 2004). O maracuja é utilizado basicamente em
forma de suco, entdo para que a vida Util deste suco seja aumentada, alguns processos
ou pré-tratamentos podem ser utilizados, como processo térmico de pasteurizacdo e de

esterilizacéo e pré — tratamento com ultrassom de ponteira.

Neste sentido, o objetivo dessa dissertacdo foi avaliar como o tratamento
térmico de pasteurizagcdo e esterilizagdo e também com tratamento ndo térmico
utilizando-se ultrassom de ponteira afetam o perfil de metabdlitos do suco de maracuja

Passiflora edulis. Os objetivos especificos foram:

- Determinar o maior nimero possivel de metabdlitos do suco de maracuja,

sejam eles conhecidos ou nao.

- Avaliar a influéncia do tempo e da temperatura do processo térmico nos

compostos fendlicos presentes no suco de maracuja.

- Avaliar a influéncia da poténcia e do tempo de tratamento de ultrassom de

ponteira nos compostos fendlicos presentes no suco de maracuja.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais do maracujé (género Passiflora)

Maracuja é um fruto que tem origem na América tropical, é cultivado em
paises de climas tropicais e subtropicais e pertence a familia Passifloraceae e género
Passiflora. Existem mais de 150 espécies nativas do Brasil e destas, 60 produzem frutos
que podem ser utilizados direta ou indiretamente como alimento (COSTA et al., 2013).
Muitas das espécies sdo indicadas por possuirem caracteristicas sedativas, diuréticas,
analgésicas, vermifugas, anti-tumorais, incluindo também sua utilizagdo no tratamento
de dependéncia quimica, obesidade, controle de tremores e distrbios nervosos diversos
(DHARWAN et. al., 2004; COSTA; TUPINAMBA, 2005, ZERAIK et. al. 2010).

O género Passiflora possui destaque, com trés espécies importantes
economicamente: Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg — popularmente conhecida
como maracuja amarelo ou azedo ou peroba -, P. edulis Sims - 0 maracuja roxo e o P.
alata Ait - o maracuja doce (SAO JOSE et al., 2000). A espécie Passiflora edulis f.
flavicarpa é a mais cultivada, de maior importancia pela qualidade dos seus frutos, pela
divulgacdo junto aos consumidores e por incentivo da agroindustria, correspondendo a
95% dos pomares brasileiros (BERNACCI et al., 2003). O maracujazeiro doce, 0
maracujazeiro roxo e outras espécies de menor importancia constituem os outros 5%, e
sdo direcionadas a mercados regionais, pois ainda sdo pouco conhecidas da maioria da
populacdo (MELETI, 2000).

O maracuja-amarelo (Passiflora edulis forma flavicarpa Degener) é uma
fruta amplamente cultivada e explorada por todo o territorio brasileiro, com vantajoso
retorno econémico e despertando interesse dos fruticultores perante sua rapida producao
em relacdo as demais frutiferas e pela boa aceitacdo no mercado (SAMPAIO et al.,
2008). Os frutos do maracuja-amarelo sdo ricos em vitaminas, minerais (LIMA, 2002),
compostos fendlicos (TALCOTT et al., 2003) e carotenoides (SOUZA et al., 2004). A
cor tipica do suco ¢ devido a presenga de B-caroteno no maracuja-amarelo (UENOJO;
MAROSTICA-JUNIOR; PASTORE, 2007). A quantidade de vitaminas, compostos
fendlicos e carotenoides em frutos é dependente de diversos fatores, como estadio de
maturacdo e condi¢bes de armazenamento (VEBERIC; COLARIC; STAMPAR, 2008).

Tais compostos séo sintetizados por durante o desenvolvimento e maturacdo de frutos



com diferentes fungdes fisicas e bioquimicas no 6rgéo, participando dos mecanismos de
defesa, atratividade e como antioxidantes (KADER, 2002; CHITARRA; CHITARRA,
2005).

O Brasil possui destaque por ser 0 maior produtor mundial de maracuja,
sendo as agdes de pesquisa e desenvolvimento ferramentas essenciais que contribuem
para isso (IBGE, 2013). O maracuja, além de seus nutrientes essenciais e de
micronutrientes, possui compostos funcionais com propriedades antioxidantes, tais
como os compostos fendlicos e a vitamina C. As caracteristicas externas do maracuja
s80 o0s principais parametros avaliados pelos consumidores, e devem ser atrativos, sem
murchamento da casca e sem injdrias a fim de que atinjam a qualidade almejada na
comercializacdo (NASCIMENTO et al., 1999).

O rendimento de suco do maracujazeiro-amarelo é relatado por alguns
autores com variacdo entre 26 a 31,5% em relacdo ao peso do fruto (SJOSTROM e
ROSA, 1977; LIPITOA e ROBERTSON, 1977). Porém, outros autores relatam
variacdes no rendimento de suco devido a época de producdo (NASCIMENTO et al.,
1999), grau de maturacdo (ARAUJO et al., 1974; AULAR et al., 2000) e variedades
cultivadas (FARIAS et al., 2005). Oliveira et al. (1988) citaram espessura da casca do
maracuja-amarelo variando de 0,40 a 0,67 cm, e notaram que rendimento em suco

possui relacdo inversamente proporcional a esta variavel.

2.2 Suco de maracuja

O suco de maracuja € definido pela legislacdo brasileira, atraves da
Instrucdo Normativa n © 01/00 (BRASIL, 2000, p. 57), "[...] uma bebida ndo fermentada
e ndo diluida obtida da parte comestivel de maracuja (Passiflora, spp.) atraves de
processo tecnologico adequado™. Deve apresentar odor caracteristico da fruta e sabor. A
cor varia do amarelo ao laranja. A legislacdo brasileira estabelece os seguintes limites:
solidos soluveis (°Brix a 20 °C), minima de 11,0 °Brix, acidez titulavel em &cido citrico,
minimo de 2,5 g.100 g™, e aclcares totais, naturais de maracuja, maximo de 18,0 g.100

-1
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O maracuja é utilizado ndo s6 para consumo in natura, como também para
industrializacdo, em que a importancia econdmica do fruto é representada pelo suco
integral a 14 °Brix, néctar e suco concentrado a 50 °Brix (COELHO, CENCI e
RESENDE, 2010). No mercado brasileiro, o suco de maracuja ocupa o terceiro lugar de
suco mais produzido (IBGE, 2013). Durante a producdo de suco de maracuja, a polpa é
submetida a pasteurizacdo, tratamento térmico, a fim de garantir a estabilidade durante o
armazenamento (PINO, 1997), e, assim, torna-se relevante avaliar alguma possivel
alteracdo dos compostos do suco devido ao efeito do processamento. Assim, é
necessario avaliar melhores condicbes e tempo e temperatura no processo de

pasteurizacao.

2.3 Compostos de importancia funcional

2.3.1 Compostos fenolicos e atividade antioxidante

Os compostos fenolicos s@o metabdlitos secundarios que tem a capacidade
de captar radicais livres (atividade antioxidante). Além disso, possuem efeitos na
prevencdo de enfermidades cardiovasculares e circulatorias, cancerigenas, do diabetes e
do mal de Alzheimer, tendo os flavondides como destaque entre esses compostos
(RAUHA, 2000; SOARES, 2002; DEGASPARI; NINA, 2004; CHITARRA,
CHITARRA, 2005). Segundo Hsieh et al. (2004), os flavonoides possuem destaque
devido suas propriedades antitumorais e antivirais, sendo atualmente estudadas no

combate a Aids.

Diferentes tipos de antioxidantes estdo presentes em frutas e outros vegetais,
essa atividade tem sido bem comprovada nos Gltimos anos. A presenca de compostos
fendlicos, tais como flavonoides, acidos fendlicos, antocianinas, além dos ja
conhecidos; vitaminas C, E e carotendides contribuem beneficamente nos alimentos
(AJAIKUMAR et al., 2005). Além disso, estudos tém demonstrado que polifenois
naturais possuem efeitos na reducdo do cancer, e evidéncias epidemioldgicas ratificam
correlacdo inversa entre doencas cardiovasculares e consumo de alimentos como fonte
de substancias fenolicas. (KARAKAYA, 2004; NINFALLI, et al., 2005).



2.3.2 Compostos fendlicos no maracuja

A investigagdo fitoquimica de P. edulis e analises em outras especies
revelou que este género contém alcal6ides, fendis, compostos cianogénicos e
flavonoides glicosilados (DHAWAN et al., 2004). A atividade farmacoldgica de alguns
destes compostos, tais como crisina em P. edulis (MEDINA et aL, 1990) e maltol, etil
maltol, flavonoides e alcaldides em P. Incarnata também foi avaliada (AOYAGI et al.,
1974; SOULIMANI et al., 1997).

2.4 Efeito do processamento sobre as substancias presentes em alimentos

Diversos alimentos sdo submetidos a algum tipo de processamento, a fim de
retardar atividade microbiana e alteragdes quimicas, ou até mesmo aprimorar a
qualidade para o consumidor. Porém, alguns tipos de processos aos quais 0 alimento é
submetido podem gerar alteragdes, muitas vezes indesejaveis, no produto final. Podem
ocorrer alteragdes desejaveis (como amaciamento de tecidos, por exemplo) ou
indesejaveis (perda de alguns compostos importantes como vitaminas), entdo €

necessario saber qual melhor tipo de processo devera ser usado para cada alimento.

O processamento pode alterar o conteudo, a biodisponibilidade e a atividade
dos compostos bioativos dos alimentos (CARVALHO et al., 2007; MAIA, et al., 2007),
porém é necessario avaliar se essa alteracdo estd ocasionando uma perda de compostos
importantes ou se esta tornando estes compostos mais biodisponiveis. Estudos apontam
um aumento em compostos com efeito antioxidante apds o alimento ser processado
(CHANG et al., 2006).

Os processos térmicos tém sido bastante utilizados na conservacdo de
alimentos ha varias décadas, devido a efetividade do calor na destruicdo de agentes
deteriorantes ou patogénicos (enzimas e micro-organismos) que possam afetar a
seguranca e a qualidade dos alimentos (ROSENTHAL, 2008). Sdo os méetodos mais
usados para aumentar a vida de prateleira de alimentos liquidos como sucos pela
inativacdo de micro-organismos e enzimas (MORALES-DE LA PENA et al., 2010).

No entanto, podem causar alguns efeitos adversos sobre caracteristicas

nutricionais e/ou sensoriais dos alimentos. Os efeitos negativos de tratamentos térmicos



abrangem escurecimento ndo enzimatico, que pode provocar principalmente, alteracées
na cor e na formacdo de produtos indesejaveis como o 5-(hidroximetil)-2-furfural
(HMF). A formacdo de HMF é provocada pela temperatura e tempo e, portanto, €
utilizado para avaliar niveis de pasteurizacdo térmica elevados (AGUILO -AGUAYO et
al., 2009).

2.5 Utilizagdo de processos nao-térmicos

Durante as ultimas décadas, as pesquisas sobre conservacdo de alimentos
tém sido direcionadas para as demandas dos consumidores por alimentos mais
saudaveis e naturais, que propiciem seguridade microbioldégica na producéo,
aumentando sua vida Util, e que ainda provoquem o minimo possivel de alteracdes na
qualidade nutricional e sensorial dos alimentos. Por isso, a utilizacdo de novas técnicas
de preservacdo vem ganhando espaco, sendo as técnicas térmicas convencionais

substituidas por técnicas de conservacgdo ndo-térmicas (CAMINITI et al., 2011).

As novas tendéncias em tecnologia devem preservar as caracteristicas do
alimento, e buscar também seguridade para o meio ambiente, revelando preocupacéo
com o equilibrio entre a producdo e o consumo de alimentos. Por esse motivo, as
tecnologias de processamento/conservacdo que ndo provoquem alteracGes indesejaveis
no alimento e também ndo agridam o meio ambiente tém sido bastante visadas, sendo
denominadas de “tecnologias nao convencionais”, “tecnologias emergentes”,

“tecnologias limpas” ou “tecnologias de baixo impacto ambiental”.

A este fato tem estimulado o desenvolvimento de métodos ndo térmicos de
processamento. Os tratamentos ndo térmicos possuem como vantagens uma melhor
preservacdo da cor, do sabor, do aroma, da textura e dos nutrientes dos alimentos
processados quando comparados aos mesmos alimentos processados com emprego de

calor e ainda apresentam um menor gasto energético (RAMOS et al., 2006).

As tecnologias de processamento de alimentos ditas emergentes sdo,
especialmente as que permitem a conservacdo dos produtos sem uso do calor, sdo
também conhecidas como tecnologias ndo térmicas de conservacao, e incluem aquelas
que utilizam o calor em intensidade reduzida e de modo otimizado ou, ainda,
combinado com outros processos tecnoldgicos, evitando assim efeitos adversos,
associados ao uso do calor (ROSENTHAL, 2008).



A tecnologia de obstaculos, campos elétricos pulsantes (ou pulsos elétricos),
alta pressdo, aquecimento Ohmico, tecnologia de membranas, ultravioleta (UV) e
ultrassom séo tidas como tecnologias emergentes mais pesquisadas e promissoras
(CAMINITI et al., 2011; ROSENTHAL, 2008).

2.5.1 Processamento com ultrassom

O ultrassom € uma tecnologia ndo-térmica, que tem atraido ultimamente
bastante interesse por pesquisadores e pela inddstria, principalmente quando aplicada
em conjunto com o calor, ou calor e pressdo (ZULUETA et al., 2010).

O ultrassom, através da temeratura, promove a inativacdo de enzimas
utilizando energia de vibragéo, que produz bolhas de cavitagéo e, temporariamente, gera
altos pontos de pressdo e temperatura. Ultrassom é mais eficaz na inibicdo da atividade
enzimatica quando combinado com outros processos, como alta pressdo e/ou uso de
calor, ao contrario dos efeitos inibitorios minimos de sua aplica¢do individual (JANG;
MOON, 2011).

O processamento com ultrasom é uma tecnologia de tratamento ndo-térmico
bastante promissora e uma alternativa a pasteurizacdo térmica tradicional, a fim de
alcancar a seguranca microbiana (TIWARI et al., 2010). O efeito biocida de ultrassom
tem sido relacionado a cavitacdo e/ou quimica (KADKHODAEE; POVEY, 2008).

A propagacdo de ondas ultrassdnicas com processo de cavitacdo tem sido
atribuida como o mecanismo principal responsavel para o rompimento celular. Este
efeito letal é devido a mudancas de pressao extremas causadas pela implosdo ou colapso
da bolha. Micro-organismos podem resistir a altas pressdes, mas sdo ndo suportam
alternancias rapidas de pressbes produzidas durante a cavitacdo (SALLEH-MACK;
ROBERTS, 2007).

Certo nimero de pardmetros como frequéncia e amplitude de ondas de
ultrassom, temperatura e viscosidade do liquido influenciam no grau de cavitagdo.
Formac@es de bolhas sdo mais limitadas em frequéncias altas, acima de 2,5 MHz onde a
cavitacdo ndo ocorre. O maior tamanho que a bolha podera chegar pode ser obtido em
frequéncias mais baixas, e como resultado, essas bolhas liberardo energia quando
explodirem. Uma amplitude maior no ultrassom vai produzir cavitacdo mais intensa
(SALLEH-MACK; ROBERTS, 2007).



No processamento de sucos, a tecnologia de ultrassom é relatada por ter um
efeito minimo sobre a degradacdo dos parametros de qualidade, como cor, contetdo de
acido ascorbico e antocianinas em suco de morango e suco de amora-preta. Estudos
anteriores indicam que o0 processamento com ultrassom aumenta a extracdo de
fendlicos e outros compostos bioativos no mosto de uvas ou de vinho, e que a extragdo
de compostos bioativos e antocianinas assistida por ultra-som melhora a extragéo e
producdo de compostos bioativos entre 6% e 35% (TIWARI et al., 2010).

2.6 Metaboldomica

A metaboldmica tem sido desenvolvida, na dltima década, como um
importante campo das ciéncias de plantas e da quimica de produtos naturais (GRIVET e
DELORT, 2009). Esta tem objetivo final medir todos os metabdlitos em um organismo
tanto qualitativa como quantitativamente, que podem fornecer uma imagem clara
metabolica de um organismo vivo sob certas condicdes. Este € um objetivo complicado
porque o metaboloma de planta é muito complexo. Por exemplo, cerca de 3.000
metabolitos ja foram reportados apenas de uma parte de uma Gnica planta, como na
folha de tabaco (WAHLBERG, e ENZELL, 1987).

O termo metabolémica foi introduzido em 2001, por Oliver Fiehn, como o
estudo de pequenas moléculas que participam de processos bioquimicos por fornecerem
diversas informacdes sobre o comportamento funcional de um sistema vivo vegetal
(LINDON et al., 2007). Tendo como objetivo isolar e caracterizar metabolitos de uma
determinada amostra biologica em condi¢6es naturais ou adversas (ROCHFORT, 2005;
WECKWERTH, 2007).

Ao mesmo tempo, estes metabolitos possuem caracteristicas diferentes com
relacdo a sua polaridade, o comportamento de estabilidade quimica, e concentracao, o
que torna a analise de todos os metabolitos em um Unico experimento extremamente
dificil. Em vista disso, em vez de analisar todos os metabolitos individuais, quantitativa
e qualitativamente, é mais adequado realizar uma abordagem mais realista e ter assim,
uma visdo geral de todos os metabolitos presentes em um organismo sob certas
condicdes. Neste contexto, a RMN é um método muito adequado para realizar este tipo

de andlise, porque permite a detec¢do simultdnea de diferentes grupos de metabolitos
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secundarios (flavondides, alcaléides, terpenos e assim por diante), além de abundantes
metabdlitos primarios (acglcares, &cidos organicos, aminoacidos e assim por diante)
(KIM, et al, 2010).

2.7 Quimiometria

A quimiometria € uma técnica de tratamentos de dados mais complexa do
ponto de vista matematico e estatistico que se tornou necesséria principalmente pela
sofisticacio de técnicas instrumentais (BRUNS, 1985). E notéria a importancia desta
técnica na analise de dados, uma vez que o modelo estatistico dos métodos
multivariados considera a relagdo multivariada entre diversas variaveis analisadas

simultaneamente, permitindo a extra¢do de uma quantidade muito maior de informacao.

A quantidade de parametros analisados nos estudos de reconhecimento de
padrdes é elevada, e a representacdo grafica de todo o conjunto de dados torna mais
facil interpretar os resultados. Alguns algoritmos foram desenvolvidos a fim de elaborar
gréficos que representem a maior quantidade possivel das informagdes contidas em um
conjunto de dados analiticos. Entre eles, os que mais de destacam séo a analise por
agrupamento hierarquico (HCA) e a analise de componentes principais (PCA)
(CORREIA e FERREIRA, 2007).

Com HCA e PCA consegue-se visualizacdo grafica de todo o conjunto de
dados, mesmo quando o nimero de amostras e variaveis é elevado. A utilizacdo desses
algoritmos tem como principal objetivo fornecer uma melhor compreensdo do conjunto
de dados, examinando a presenca ou a auséncia de agrupamentos naturais entre as
amostras. Ambos sdo classificados como exploratorios, ja que ndo ha informacdo com
relacdo a identidade das amostras (SHARAF, et al., 1986).

A HCA agrupa as amostras em classes, com base na similaridade dos
participantes de uma mesma classe e nas diferencas entre os membros de classes
diferentes. A representacdo grafica obtida é chamada de dendrograma, um grafico
bidimensional independentemente do ndmero de varidveis do conjunto de dados
(SHARAF, et al., 1986, BEEBE, et al., 1997). A utilizacdo da PCA busca reduzir a
dimensionalidade do conjunto de dados original, mantendo a maior quantidade de
informacdo possivel. Essa reducdo é obtida por meio do estabelecimento de novas

varidveis ortogonais entre si, denominadas componentes principais (PCs). Organizadas
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em ordem decrescente de importancia, os PCs sdo combinacfes lineares das variaveis
originais. Os graficos obtidos representam as amostras em um sistema cartesiano onde
0s eixos sdo as PCs. Tanto HCA quanto PCA permitem a explicacdo multivariada de
conjuntos de dados grandes e complexos por meio de gréaficos bi ou tridimensionais.
Estes graficos apresentam informacdes que expressam as inter-relacbes que podem
existir entre as variaveis, facilitando a interpretacdo multivariada do comportamento das
amostras (CHRISTIE, 1995).

3 MATERIAIS E METODOS

Dividiu-se em trés etapas: 3.1 Obtencdo e preparo das amostras, 3.2
Tratamento térmico e ndo térmico e 3.3 Analises realizadas.

3.1 Obtencao e preparo das amostras

Os maracujas foram adquiridos na CEASA de Fortaleza-CE sendo
armazenados em caixas plasticas e transportadas para a Embrapa Agroindustria
Tropicais em Fortaleza/CE (Figura 1).

Figura 1: Maracujas para obtencédo do suco.

Os maracujas foram lavados com agua, depois sanitizados com cloro. Apds

a sanitizacdo, as frutas foram cortadas e despolpadas em despolpadeira com 1 mm e
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batedores em inox, separando-se o suco da semente; parte do suco obtido foi levado ao
pasteurizador e o restante do suco levado para realizar-se 0 processamento em

ultrassom. O suco foi congelado a -5 °C até o uso nos processamentos.

3.2 Tratamento térmico e nao térmico

O equipamento utilizado para o tratamento térmico foi um trocador de calor
tubular FT74 UHT/HTST da marca armfield, e os tratamentos aplicados foram: 85°C
por 15,30 e 60 segundos e 140°C por 4,15,30 e 60 segundos.

Para o processamento em ultrassom, o equipamento utilizado foi o
ultrassom de ponteira da marca Unique, utilizando-se ponteira fina com dimenséo da
microponta de 4mm de diametro, submetendo-se 5mL do suco a uma densidade de
poténcia de 50.000 W/L por 1, 2,5, e 5 minutos e depois em densidade de poténcia de
75.000 e 100.000 W/L com os mesmos tempos. As densidades de poténcia foram
calculadas com base na poténcia maxima do equipamento, em que se encontrou a
poténcia real e logo apds o valor foi dividido pela quantidade de suco utilizada no
tratamento, que foi de 5mL e a profundidade de imersdo da ponteira no suco foi de
5mm. Houve controle da temperatura e foi possivel observar que quando se utilizou
tempo de 5min a temperatura atingiu 62°C enquanto que para tempo de 2,5min ficou em

torno de 42°C e 38°C para 1min no equipamento. Todas as analises feitas em triplicata.

Nas Tabelas 1 e 2 sdo mostradas as codificacdes usadas para identificar 0s

tratamentos aplicados.

Tabela 1. Codificacdo das amostras do tratamento térmico.

ST Amostra sem tratamento
TA 85 °C/ 15 seg

B 85 °C/ 30 seg

TC 85°C/ 60 seg

TD 140 °C/ 4 seg

TE 140 °C/ 15 seg

TF 140 °C/ 30 seg

TG 140 °C/ 60 seg




13

Tabela 2. Codificagdo das amostras tratadas com ultrassom de ponteira.

1 Sem tratamento

2 50.000W/L / 1 minuto
3 50.000W/L / 2,5 minutos
4 50.000W/L / 5 minutos
5 75.000 W/L / 1 minuto
6 75.000 W/L / 2,5 minutos
7 75.000 W/L / 5 minutos
8 100.000W/L / 1 minuto
9 100.000W/L / 2,5 minutos
10 100.000W/L / 5 minutos

3.3 Andlises realizadas

3.3.1 Anadlises cromatogrdficas

Para a analise em UPLC-QToF-MS utilizou-se metanol e agua (6:4) para
extracdo dos compostos; apds a extracdo com metanol, foi feita a identificacdo dos
extratos por cromatografia liquida e espectrometria de massa no equipamento UPLC
(Aquity) e QToF (Xevo), no modo negativo. Foi utilizada a coluna analitica Acquity
UOLC BEH C18 (1,7um, 2.1mm x 150mm) com fluxo de 0,5mL/min, volume de
injecdo de 3uL e o tempo total da corrida de 15 minutos. A fase mdvel utilizada foi

agua / &cido férmico 0,1% e acetonitrila / &cido férmico 0,1% (v/v).

Foi aplicada andlise dos componentes principais (PCA) aos dados obtidos
no UPLC-QToF, sendo alinhados os dados obtidos, area integrada, em relacdo ao tempo

de retencdo dos picos obtidos no espectro de massas utilizando o software Excel 2007.

Foi feita analise hierarquica de agrupamentos para o desenvolvimento do
dendrograma, utilizando o método Ward de agrupamento. Em seguida foi utilizada a
analise de componentes principais empregando 2 ou 3 componentes principais,
dependendo do caso. Em todas as analises os dados foram autoescalados. Foi utilizado o
software Matlab (versdo 7.12 R2011a, da Mathworks) com o pacote PLS Toolbox

(versdo 6.5, da Eigenvectors Inc.)
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3.3.2 Determinagdo do teor de polifendis totais (PF)

Para a determinagdo do teor de polifendis totais, utilizou-se a metodologia
descrita por Singleton e Rossi (1965), com adaptacdes. O suco foi previamente diluido
com uma solucdo de etanol a 10%, e aliquotas variando de 0,1 a 0,5 mL foram usadas.
As aliquotas foram adicionadas a tubos de ensaio, sendo os volumes completados para
0,5 mL com a solucéo de etanol 10%. Adicionou-se 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu
e, apos 3 minutos, 0,5 mL de carbonato de sddio a 20%. Em seguida completou-se para
5 mL adicionando agua e os tubos foram agitados. Apds 90 minutos de repouso, as
absorbancias a 725 nm foram lidas em espectrofotdmetro. Como solucéo padréo, usou-
se acido galico nas concentracdes de 0,001 a 0,012 mg/mL em etanol 10%. Foi gerada
uma curva a partir dos valores de absorbancia e concentracfes do padréo. Os resultados

foram expressos em mg de equivalente de &cido galico por 100 g de amostra.

3.3.3 Analise de ressonancia magnética (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Agilent DD2 de
600 MHz (para ndcleo de 'H) e equipado com uma sonda One Probe de 5 mm de
diametro interno (H-F/15N-31P) de deteccdo inversa e gradiente de campo no eixo “z*.
As amostras foram preparadas dissolvendo-se o extrato de 130puL em metanol
deuterado, EDTA e TSP 1%. Os espectros unidimensionais de *H foram obtidos
exatamente com 0s mesmos parametros de aquisicdo, os quais foram: tempo de espera
entre cada aquisicdo de 15 s, ganho de 26, aquisicdo de 64 transientes em uma janela
espectral de 22 ppm e 66k de nimero de pontos. Para auxiliar na atribuicdo dos sinais,
foram realizados experimentos unidimensionais de **C e bidimensionais homonuclear
de gCOSY e heteronucleares de gHSQC e gHMBC. O espectro unidimensional de **C
foi obtido com um tempo de espera entre cada aquisicdo de 1s, aquisicdo de 16k de
transientes em uma janela espectral de 250 ppm e 32k de nimero de pontos. Para o
gCOSY foram adquiridos 8 transientes, com um tempo de espera em cada aquisicdo de
1s, janelaem F1 e F2 de 16 ppm, com nameros de pontos em F1 de 200 e F2 de 1442.
Para o gHSQC foram adquiridos 16 transientes, com um tempo de espera em cada
aquisicdo de 1 s, janela em F1 de 200 ppm e em F2 de 16 ppm, com numeros de pontos

em F1 de 200 e F2 de 1442. Para 0 gHMBC foram adquiridos 16 transientes, com um
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tempo de espera em cada aquisicdo de 1 s, janela em F1 de 240 ppm e em F2 de 16
ppm, com nimeros de pontos em F1 de 256 e F2 de 1442.

3.3.4 Andlise estatistica

Foi realizada a avaliacdo estatistica utilizando-se o software Statsoft
Statistica 7. E o software Sigma plot para encontrar o desvio padrdo dos dados.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificacdo de compostos presentes no suco de maracuja

Os picos foram identificados através do tempo de retengéo e valor de massa.
Os resultados foram comparados a uma amostra controle (sem tratamento térmico), em
que foram encontrados 27 picos, dos quais 4 foram degradados, 7 foram formados e 16
permaneceram inalterados. Mostrando assim a influéncia ocasionada nos compostos
pela temperatura, indicando que alguns compostos foram formados por tornarem-se

disponiveis, enquanto que outros sofreram influéncia negativa da temperatura.
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Tabela 3: Valores integrados de &reas para cada tempo de retengdo em todos o0s
tratamentos.

Tempo
retencdo
(min)

Controle 85°C/ 85°C/ 85°C/ 140°C/ 140°C/ 140°C/ 140°C/
negativo 15seg 30seg 60seg 4seg 15seg 30seg  60seg

0.25 6.85 13.99 1066 11.63 6.20 1281 5.20 7.56
0.31 0.00 128.39 128.12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.35 0.00 79.37 10115 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.37 776.47 1644.49 1294.13 766.50 123.05 2304.81 2076.92 1823.41
1.48 0.00 27.19 11955 77.04 0.00 0.00 0.00 0.00

1.54 0.00 36.62 49.28 Nan 0.00 0.00 0.00 0.00
1.57 23.02 11.13 3503 17.30 33.11 20.86 0.00 0.00
1.61 58.97 28.64 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.66 54.00 0.00 70.83 53.75 60.74 5487 3895 5031
1.77 194.88 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.80 0.00 200.34 211.20 197.74 181.74 199.23 121.53 111.48
1.96 16.39 1595 2098 18.10 1449 1585 12.02 9.42
2.17 0.00 0.00 10.36 11.38 15,57 8.66 0.00 0.00
2.33 108.15 103.24 9235 78.86 88.87 74.63 39.42 30.75
2.69 11.21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2.70 0.00 8.18 10.02 8.66 8.23 Nan 0.00 0.00
2.80 18.97 16.39 2193 2344 2010 1742 1046 12.17
2.89 11.39 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3.02 13.06 1158 1528 16.32 13.13 11.99 8.69 7.03
3.20 12.32 9.50 13.25 1549 1261 13.49 8.71 10.86
3.99 21.49 9.92 1472 12,71 0.00 0.00 0.00 0.00
7.26 32.12 33.87 77.85 4289 3835 5460 57.83 4041
17.77 67.73 83.14 67.27 8183 91.26 90.05 88.66 67.91

7.82 51.76 60.60 96.69 53.86 64.96 58.81 6244 47.32
8.23 73.99 80.64 48.09 104.42 232.06 232.12 223.40 158.92

8.41 5446 11437 5282 67.43 4994 5745 3696 36.96
8.46 25.46 67.70 108.34 28.34 26.01 2219 16.23 16.23
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Na Tabela 4 estdo especificados 7 picos cromatograficos relevantes que
apareceram com maior frequéncia nos cromatogramas. Os compostos foram
reconhecidos a partir de dados das massas moleculares obtidos na andlise de
espectrometria de massas e subsequente confirmagdo por comparacdo com dados da
literatura.
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Tabela 4: Picos mais relevantes que apareceram com maior frequéncia.

o TemPO g M-H] M-H] . .
Pico re(tri?g? 0 |\/|O|ECllj I:r Exp[e rimgntal I_[iterat]u ra Substancia Referéncia
1 0,25 CyHs0O4 179,054 179,0349 Acido cafeico (Vallverdu-Queralt et al., 2012)
2 0,37 C7H1204 191,0280 191,0556 Acido quinico (Vallverdu-Queralt et al., 2012)
3 2,17 Ci15H1005 269,10 269,337 Apigenina (Vallverdu-Queralt et al., 2012)
4 2,8 455,230 455,000 Digalloylpentose (Gordon et al., 2011)
5 3,2 CoH1005 199,106 199,0606 Acido siringico Vallverdu-Queralt et al., 2012)
6 3,99 507,23 507,000 Acido vanoleico (Fernandes et al., 2011
7 7,26 Cy7H30015 593,261 593,000 Vicenina-2 (Zucolotto et al., 2012)

A Tabela 5 apresenta a interferéncia do tempo e temperatura das amostras
presentes em suco de maracuja, comparando-as com as amostras submetidas a

tratamento térmico de pasteurizacdo e esterilizacéo.
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Tabela 5- Comparacdo de substancias presentes em suco de maracuja e
comparagdo com amostras submetidas a tratamento térmico.

85°C/ 85°C/ 85°C/ 140°C/ 140°C/ 140°C/ 140°C/

Tratamento  Controle ¢ seg 30seg 60seg 4seg 15seg 30seg  60seg

Tem
reteenggo (M-H)"  (M-H)- (M-H)- (M-H)- (M-H)- (M-H)- (M-H)- (M-H)- Substéncia
((T;g) 179,053 179,12 179,07 179,13 179,06 179,05 179,054 179,05  Acido cafeico
0,37 191,017 191,03 191,03 191,01 191,01 191,02 191,021 191,02  Acido quinico
1,61 340,098 439,19 0 0 0 0 0 0 Desconhecida
1,66 461,159 340,1 341,13 340,11 340,11 340,11 340,098 340,1 Desconhecida
1,77 486,144 0 0 0 0 0 0 0 Desconhecida
1,8 0 486,16 486,2 486,19 486,15 486,15 486,147 486,15 Desconhecida
1,96 361,15 361,16 361,18 361,17 361,17 361,16 361,149 361,15 Desconhecida
2,17 0 0 268,11 269,12 269,12 269,11 0 0 Apigenina
2,33 761,174 761,26 761,22 761,21 761,19 761,19 761,125 761,19 Desconhecida
2,69 561,244 0 0 0 0 0 0 0 Desconhecida
2,7 0 561,27 561,29 561,28 561,2 561,11 0 0 Desconhecida
2,8 455,204 455,23 455,23 455,23 455,22 455,22 455,214 455,22 Digalloylpentose
2,89 723,493 0 0 0 0 0 0 0 Desconhecida
3,02 517,185 517,21 517,22 517,22 517,22 517,2 517,194 517,19  Desconhecida
3,2 199,097 199,11 199,11 199,11 199,11 199,1 199,098 199,1  Acido siringico
3,99 507,236 507,27 507,27 507,27 0 0 0 0 Acido valoneico
7,26 593,261 593,3 593,31 593,28 593,27 593,27 593,261 593,26 Vicenina-2

Pela tabela 5 percebe-se que o acido cafeico, acido quinico,
digalloylpentose, Acido siringico e Vicenina-2 permaneceram tanto na amostra controle
como nos diferentes tratamentos térmicos. A apigenina apareceu nas seguintes
condicdes: 85 °C/ 30 e 60 seg e a 140 °C/15 segundos, indicando provavelmente sua
biodisponibilidade com o tratamento térmico. Ja o &cido vanoleico desapareceu em

temperatura UHT de 140 °C, a temperatura pode ter degradado este composto.

Na Figura 2, tem-se a analise de agrupamentos (HCA): (método Ward, sem
aplicar PCA), em que os tratamentos TA a TC representam 85 °C/15, 30 e 60 segundos,
respectivamente e TD a TG 140 °C/4, 15, 30 e 60 segundos, respectivamente.
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Figura 2: Dendograma de dados autoescalados de todos os tratamentos e amostra
controle do suco de maracuji sem aplicar PCA.
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Através do dendograma, percebe-se que os tratamentos mais similares entre
si sdo TF e TG. Na sequéncia, os mais similares sdo TD e TE, que se liga a TC em
seguida. TB e TA sdo similares entre si, sendo esses dois tratamentos mais similares ao
grupo formado por (TE, TD e TC). Esse grupo se liga em seguida ao tratamento CN
(controle), que é a amostra sem tratamento a ser comparada com as demais amostras.
Pode-se observar que embora TG e TF sejam os mais similares entre si, sdo também os
que mais diferem dos demais tratamentos, pois sdo 0s ultimos que se ligam no
dendograma. Essa aproximagdo entre a amostra controle e os tratamentos com a
temperatura de 85°C e uma maior distancia para a temperatura de 140°C ¢ esperado, ja
que o tratamento de pasteurizacdo é mais brando que o de esterilizagdo. Também se
nota uma tendéncia também esperada quanto ao tempo, pois quanto maior o tempo

utilizado mais distante da amostra controle ficou a amostra.

Sd0 de maior interesse 0s tratamentos térmicos mais semelhantes ao
controle, porque assim, pode ser utilizado para aumentar a vida Gtil do suco e ainda

assim permanecera sem alteracdes drasticas.
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O resultado por analise de agrupamentos (HCA) (método Ward, aplicando
PCA com 3 componentes (explicando 79.89% da variancia) é mostrado na Figura 3.

Figura 3: Dendograma de dados autoescalados de todos os tratamentos e da
amostra controle aplicando-se PCA.

Dendrogram of Data with Preprocessing: Autoscale
TG—
TF—
TE
TDr N
TC
TB
TA:
CN
r r r r r r r
0 2 4 6 8 10 12
Variance Weighted Distance Between Cluster Centers

Utilizando PCA, nota-se uma modificacdo no comprimento dos ramos do
dendograma, indicando que estdo mais diferentes da amostra controle do que no
dendograma sem aplicar PCA. Contudo as observacfes continuam sendo as mesmas
encontradas no dendograma sem utilizacdo de PCA.
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A Tabela 6 mostra as substancias encontradas nas amostras tratadas com ultrassom de ponteira. Percebe-se que ndo houve diferenca

significativa entre as amostras tratadas quando comparadas a amostra controle, indicando que o processo de ultrassom ndo degradou ou formou

nenhum composto diferente dos encontrados originalmente no suco. Além do mais, esse processamento tem efeito na conservacdo do suco,

destruindo alguns micro-organismos.

Tabela 6. Substéncias encontradas na amostra controle e nas diferentes condigdes de tempo e poténcia.

50% 50% 50% 75%  75% 75%  100% 100% 100%
Sem 2,5 2,5 2,5
Tratamento tratamento 1 min min 5min 1min min 5min 1min min 5min
Tempo (M- (M- (M-
retencdo (min) (M-H) (M-H)- (M-H)- (M-H)- H)- (M-H)- (M-H)- (M-H)- H)- H)- Substancia
0,25 179,053 179,02 179,03 179,03 179,05 179,05 179,01 179,05 179,03 179,05 Acido cafeico
0,37 191,01 191,03 191,01 191,01 191,01 191,02 191,01 191,02 191,02 191,02 Acido quinico
1,96 361,15 361,16 361,16 361,17 361,17 361,15 361,13 361,14 361,15 361,15 Desconhecida
2,33 761,17 761,22 761,22 761,19 761,18 761,19 761,2 761,12 761,19 761,21 Desconhecida
2,8 455,21 455,23 455,23 455,23 455,22 455,22 455,21 455,22 455,22 455,25 Digalloylpentose
3,02 517,18 517,02 517,1 517,21 517,22 517,21 571,3 517,19 517,19 517,18 Desconhecida
3,2 199,09 199,11 199,11 199,11 199,11 199,14 199,12 199,11 199,1 199,09 Acido siringico
3,99 507,23 507,27 507,27 507,27 507,3 507,02 507,13 507,2 507,13 507,23 Acido valoneico
7,26 593,26 593,3 593,32 593,27 593,27 593,27 593,28 593,26 593,26 593,3 Vicenina-2
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4.2 Polifenois extraiveis totais (PET)
Os resultados apresentaram pequenas oscilagcbes entre os tratamentos.

Podem ser observados na Tabela 7 os teores de polifendis extraiveis totais de diferentes
tipos de maracujad. O maracuja Passiflora alata apresentou o maior teor de PET, com
média de 46,23 mg/100g de suco. O teor de polifendis do maracuja Passiflora edulis
encontrados neste trabalho foi de 21,1 mg/100g, valor semelhante aos resultados
apresentados por Kuskoski et al. (2006), no qual o valor encontrado foi de 20 mg/100g.

Tabela 7 - Polifendis totais para diferentes tipos de Passiflora.

Tipos de maracuja P. alata P. nitida P. edulis

Polifendis totais (mg/100g) 46,23 16,95 21,1
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A Tabela 8 representa os valores de polifendis extraiveis totais encontrados no
suco de maracuja tratado termicamente, bem como na amostra controle. Foi feita analise
estatistica dos dados e a amostra controle obteve menor valor quando comparada as
demais. Nota-se que a medida que a temperatura aumenta o teor de polifendis também
aumenta quando comparado com a amostra controle, isso pode ter ocorrido devido a
disponibilidade de algum composto, que foi influenciado pela temperatura e tempo de
processo, e isso € interessante porque mostra que com o tratamento térmico ndo ha

somente perdas.

Tabela 8 - Teor de polifendis totais para o tratamento térmico.

- Tratamento PET
Teécnica A N

termico (mg /100g de suco de maracuja)**
Controle 21,1+0,7°

85°C/ 15seg 23,5+ 0,9

85°C/30 seg 31,4+1,4°

85°C/60 seg 299+1,1°

Temperatura

140°C/4seg 25,4+0,7°

140°C/15seg 24,2 +1,8%

140°C/30seg 22,0+1,1%

140°C/60seg 30,6+1,1°

*Médias com a mesma letra na mesma coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey

(p>0,05).
**mg equivalente ao acido galico/ 100g de suco.
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Na Tabela 9 temos os valores de polifendis extraiveis totais das amostras
tratadas com ultrassom de ponteira. Com esse tratamento, a amostra controle apresentou
menor valor, de maneira semelhante ao que ocorreu no processo térmico. Pode-se
observar também que a poténcia e o tempo de processo influenciaram nas amostras no
caso de 5 min no ultrassom de ponteira foi encontrada a maior quantidade de polifendis
no suco. Os polifendis tornaram-se mais disponiveis com o tratamento utilizando-se
ultrassom de ponteira, quando comparados com a amostra controle, e isso pode ter
ocorrido devido a poténcia causar ruptura das células e deixando o composto disponivel.

Tabela 9 - Teor de polifendis totais para o tratamento com ultrassom de ponteira.

Tratamento PET
Técnica com ultrassom .
de ponteira (mg /100g de suco de maracuja)
Controle 21,1+0,7°
50%/1min 37,004
50%/2,5min 32,3+0,9°
50%/5min 41,2+0,1°
Ultrassom de 75%/1min 40,7 +0,8°
ponteira 75%/2,5min 31,0+0,6°
75%/5min 34,4+1,2¢
100%/1min 35,4+0,5°
100%/2,5min 36,4 +0,8°
100%/5min 39,1+1,0°
*Meédias com a mesma letra na mesma coluna néo diferem significativamente em teste de Tukey

(p>0,05).
**mg equivalente ao acido galico/ 100g de suco.

4.3 Resultados Ressonancia Magnética

A anélise de amostras sem pré-tratamentos complexos € uma das razbes pelas
quais a RMN tem sido cada vez mais realizadas estudos das mais variadas matrizes,
pois minimiza o tempo de andlise e reduz a possibilidade de provocar alteracbes na
composicdo quimica das amostras, 0 que pode acontecer em técnicas que necessitem de

extenuantes etapas de pré-tratamento amostral. Contudo, para efeito de diferenciagdo
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das amostras de suco através dos espectros de RMN de ‘H, foi necessario realizar
analises quimiométricas dos dados espectrais, que facilitaram o trabalho com a grande
quantidade de informacdes. Entdo, foram adquiridos espectros de RMN de 'H das
amostras de suco tratadas termicamente e com ultrassom de ponteira, bem como das

amostras nao tratadas.

Diversos processamentos foram testados para se iniciarem as analises
quimiométricas, sendo que os melhores resultados obtidos foram com a centralizacao
dos dados em torno da média, jA que as correlagcBes entre as amostras foram mais
facilmente visualizadas. Esse processamento colocou a origem do grupo no centro do
conjunto de dados, o que garantiu que todas as variaveis fossem medidas na mesma
magnitude e ndo permitiu que ruidos afetassem negativamente as analises, e que pode
ocorrer nas medidas espectroscopicas. Para todas as analises quimiométricas, foi

utilizado um intervalo de confianga de 95%.

Foi realizada uma andlise quimiométrica das matrizes de suco néo tratado e
tratado unidas, para se ter uma compreensdo geral de como essas matrizes se
comportam, além de identificar quais variaveis seriam responsaveis pelas distin¢cdes das

amostras.

A Figura 4 apresenta a andlise de PCA, com o grafico de escores do lado
esquerdo e o grafico de pesos (loadings) do lado direito, o que forneceu informacGes
bastante relevantes quanto ao entendimento da variabilidade amostral. Pode-se ter uma

avaliacio dos pesos a partir dos dados de RMN de H na primeira PC, que representou
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78,6% do total de variancia, revelou associagoes, principalmente, com as concentragoes
do marcador 6 3,34 e do 6 2,74. A segunda PC acumulou 9,5% do total da variancia. De
maneira geral, percebem-se alteracbes na concentragdo de carboidratos no suco de
maracuja, ocorre uma separacdo das amostras, por exemplo, 0 marcador 6 2,78 separa a
amostra de 140 °C/ 60 seg. A amostra 85° C, independente do tempo de residéncia,
apresenta-se bem semelhante a amostra controle. Na temperatura de 140 °C existe uma
variagdo nos carboidratos.

Figura 4: Escores e pesos da PC1 x PC2 do total das 28 amostras de suco de maracuja
ndo tratado e tratado termicamente.

7]
o
=]

Total —]

14060 L ]

.111-(3_3(3 ST8 zo_|

85 60 ]

140 15 .

— S |

& copo .

o8 LN g

»

‘ 1-;0_-— : f—'c_"83c_
m . —0o.=50
=,

2

—0. 40

P(

—1.%0-1.00—-0.%00J00 O.%0 1.00 1.30
I. L

Na Figura 5, mostra a relacdo entre PC 2 e PC 3, essa andlise foi feita
porque algumas vezes na PC 3 ainda ha uma boa porcentagem de explicacdo dos dados
e assim consegue-se mostrar algumas alteracdes que podem ndo ter aparecido nas
primeiras PC’s. A beta-glicose posssui uma tendéncia de de formacéo ou degradagéo.

Essa variagdo é principalmente observada na maior temperatura (140°C), em que o
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marcador & 2,74 é o respinsdvel por essa separacdo da amostra e percebe-se uma
similaridade entre o controle e o tratamento a 85° C por 30 e 60 segundos, isso pode ser
observado a partir das linhas auxiliares tragcadas, mostrando por quadrante, a difernecas

dos pesos e escores e que marcador possui destaque .

Figura 5: Quimiometria analisando PC2xPC3 do suco de maracuja tratado

termicamente.
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Para auxiliar nas interpretacfes dos dados de analise de PCA foi esborcado
um espectro RMN de ‘H, mostrado na Figura 6 para ilustrar as regides afetadas na
amostra 140 °C/ 60 seg, quando comparada a amostra sem tratamento.

Figura 6: Espectro completo ilustrando a relagido entre amostra néo tratada
(ST) e o ultimo tratamento (140 °C/ 60 seg).
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Para acrescentar na interpretacdo dos dados multivariados, visando uma
avaliacdo a contribuicdo dos hidrogénios aromaticos referentes aos deslocamentos
quimicos entre 6 6,50 e 10,0, uma andlise quimiométrica foi aplicada exclusivamente
com esse propoésito. No gréfico de escores do lado esquerdo na Figura 7, com 76,6% da
variancia total acumulada na PC 1 e 9,5% na PC 2, pode-se visualizar a separacdo das
amostras de suco ndo tratado e tratado termicamente. Observa-se-se uma variacdo de
carboidratos e fendlicos. Pequena tendéncia, de variagdo nos composto principalmente
na temperatura de 140°C por 60 e segundos, variagdo essa causada pelos marcadores &
7,86 e 6 9,50.

Figura 7: Quimiometria das amostras do suco de maracuja tratados termicamente
analisando-se compostos aromaticos.
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Também foi feita uma analise quimiométrica para 0s aminoécidos,
mostrados na Figura 8, nota-se que 0s aminoécidos com relacdo a amostra controle, o
marcador ¢ 2,66 separou esta amostra das demais, enquanto que os marcadores 6 2,06, &
2,34 e 6 2,38 foram responsaveis por separar a amostra de 140°C/60 seg. Tem-se uma
boa explicacdo de dados, com 83,3% na primeira PC e é not6rio que o tratamento 140°C

por 60 segundos realmente € um tratamento muito dréstico.

Figura 8: Quimiometria dos aminoacidos das amostras de suco de maracuja tratado

termicamente.
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Com a metodologia aplicada, foi possivel determinar em uma unica analise,
acucares, aminoacidos, acidos organicos e etanol (Fig. 9a) de forma rapida (24 min),
sem a necessidade de separacdo dos compostos e uso de padrdes de referéncia. Alem
disto pode-se observar (Fig. 9b) variagcdes significativas, como a degradacdo da
sacarose, que se faz por desintegracdo, formando pigmento, na amostra submetida a
condicdo mais drastica (140°C/60 seg), pois pode-se observar sua presenca na amostra

controle.
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Figura 2: a) compostos caracterizados no suco de maracujas; b) expansdo da
regido de agucares.
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Os resultados obtidos para o suco submetido a pré-tratamento em ultrassom

de ponteira sdo mostrados nas figura as seguir:

Na Figura 10, é representada a analise total de todas as 10 amostras tratadas
com ultrassom de ponteira. Pode-se observar que ndo houve variacdo das amostras

tratadas com ultrassom de ponteira em relacdo a poténcia e ao tempo, as amostras
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diferiram apenas da amostra controle, em que houve um aumento na concentracdo de

carboidratos apds o tratamento.

Figura 10: Quimiometria do suco de maracuja aplicando-se tratamento em ultrassom de

ponteira com relagdo a concentracao de carboidratos.
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Assim como realizado no tratamento térmico, foi feito para o tratamento ndo
térmico uma analise quimiométrica aplicada exclusivamente de aminoécidos para
acrescentar na interpretacdo dos dados multivariados, visando avaliacdo da contribuicéo
dos aminoéacidos referentes aos deslocamentos quimicos entre 6 6,50 e 10,0, No grafico
de escores do lado esquerdo na Figura 11, com 47,5% da variancia total acumulada na
PC 1 e 23,3% na PC 2, pode-se visualizar uma semelhanca entre as amostras de suco
ndo tratado e tratado com ultrassom de ponteira. Observa-se que as amostras ndo

variaram com a poténcia e nem com o tempo.



Figura 11: Quimiometria quanto ao teor de aminoacidos do suco de maracuja

utilizando-se ultrassom de ponteira.
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Também foi feita uma andlise quimiométrica para 0s aminoacidos,

mostrados na Figura 12, nota-se que ndo houve variacdo de aminoacidos com a poténcia

e tempo. Tem-se uma boa explicacdo de dados, com 64,1% na primeira PC.
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Figura 12: Quimiometria de suco de maracuja uilizando-se ultrassom de ponteira,
analisando-se compostos aromaticos.
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Sendo assim, foi possivel perceber a influente contribuicdo de cada analise
realizada, em especial da ressondncia magnética, uma vez que sdo muitas amostras e
muitas variacdes para se verificar de uma sO vez e esta analise condensa melhor as
informac@es tornando-as mais faceis de serem compreendidas.

5 CONCLUSOES

O processo térmico pode ser controlado utilizando temperatura de pasteurizacédo
a partir de dados obtidos sobre o perfil de suco de maracuja submetido a tratamento térmico.
O processo térmico pode alterar alguns compostos, na maioria das vezes gerando a
degradacdo de compostos. Estudos futuros deverdo ser realizados a fim de diminuir a
degradacdo dos compostos de interesse, escolhendo-se as melhores condi¢bes de tempo e

temperatura para preservar ou até mesmo aumentar a quantidade de polifendis no suco.
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O processo com ultrassom altera a quantidade de aclcar disponivel, mas nédo
altera os compostos fenolicos e a maioria dos compostos encontrados na amostra controle
também foram encontrados no suco processado com ultrassom. Este processamento também
esta associado a reducdo da carga de micro-organismos patogénicos porque ha um aumento

de temperatura no suco e alguns micro-organismos séo eliminados pelo calor.

Foi possivel analisar o perfil de metabolitos de uma grande quantidade de
amostras e trabalhos futuros sdo necessarios para escolher uma amostra alvo de

interesse no suco.
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Apéndice A- Pesos e escores do suco de maracuja tratado termicamente analisando-se
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Apéndice B: Pesos e escores da PC1 de todas as amostras de suco de maracuja tratadas

termicamente e do controle.
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Apéndice C: Pesos e escores da PC1 de todas as amostras de suco de maracuja tratadas
termicamente e do controle.

Samples/Scores Plot of newdata
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Apéndice D: Pesos e escores da PC 3 de todas as amostras de suco de maracuja tratadas

termicamente e do controle.

Samples/Scores Plot of newdata
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Apéndice E: Pesos e escores da PC1 x PC2 de todas as amostras de suco de maracuja
tratadas termicamente e do controle.
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Apéndice F: Perfil cromatografico de metabdlitos do suco de maracuja sem tratamento
térmico no modo negativo com tempo de retencdo de 15 minutos.
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