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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi estudar as condicdes de esterilizacdo UHT da dgua de coco
verde, evitando as alteracdes de cor, fisico-quimicas e de sabor. O trabalho foi organizado em
cinco capitulos, desenvolvidos a fim de atingir os objetivos estipulados. No capitulo 1 foram
realizados quatro experimentos; o primeiro teve como finalidade avaliar quatro diferentes
bindmios tempo X Temperatura (subprocessamento e processamento) e verificar a atividade
enzimdtica e as mudancgas de cor na dgua de coco. O segundo experimento objetivou analisar
o uso de aditivo antioxidantes (dcido ascérbico e metabissulfito de s6dio) nas caracteristicas
fisico-quimicas, enzimdticas e de cor da dgua de coco. O experimento trés objetivou
investigar a mudanca de cor e a regeneracdo enzimdtica nas condicdes de processamento e
subprocessamento ao longo de 28 dias de armazenamento (28°C+2°C). O experimento quatro
avaliou sensorialmente a 4gua de coco através de andlise de aceitacdo global e levantamento
de descritores. No capitulo dois foi utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) 2° com a finalidade de escolher a condicdo de esterilizagio UHT com menor
atividade enzimadtica e alteracdo de cor, associada ao uso do sulfito. O objetivo do referido
capitulo foi avaliar o efeito dos parametros de esterilizagdo na qualidade da dgua de coco apds
24 horas e apds 45 dias de armazenamento a temperaura ambiente (28°C£2°C). O capitulo
trés objetivou avaliar a estabilidade fisico-quimica, enzimdtica e de cor da dgua de coco
submetida a esterilizagio UHT (136°C/8s), na auséncia e presenca de 20 mg.L" de sulfito,
durante 180 dias, bem com o realizar analise sensorial e teste de esterilidade comercial. Com
relacdo ao capitulo quatro, a finalidade foi realizar a avaliacdo quantitativa dos compostos
metabdlitos primdrios da dgua de coco esterilizada por UHT, na presenca ou ausé€ncia do
aditivo sulfito, utilizando RMN (Ressondncia Magnética Nuclear) e quimiometria. O capitulo
cinco teve como objetivo desenvolver blends compostos por dgua de coco e polpas de frutos
tropicais e avaliar o impacto do processamento térmico (pasteurizacio e esterilizagdo UHT)
sobre os componentes funcionais e sobre o contetido bioacessivel apds digestdo simulada in
vitro. No que se refere as conclusdes de cada capitulo, pode- se observar que no capitulo um,
a dgua de coco apresentou uma coloracdo rosada na condi¢do de subprocessamento, ndo se
correlacionando com a atividade das enzimas PPO e POD, polifenoloxidase e peroxidase,
respectivamente; o uso de dcido ascdrbico tornou a dgua de coco amarelada, sendo adotado o
uso do sulfito nos capitulos seguintes; ndo houve regenaracdo enzimatica no decorrer dos 28
dias de observacdo, nos quais verificou-se surgimento da cor rosa nos tratamentos de

subprocessamento. Ndo foi observada diferenga significativa entre os tratamentos para a



aceitacdo global de 4gua de coco esterilizada. Acerca do capitulo dois, apds 45 dias a
coordenada de cor b* se correlacionou positivamente com a temperatura, com tendéncia a cor
amarela. Nao houve otimizagdo do processo de esterilizagdo, todavia a condicdo mais
indicada foi o ponto central (135°C/9s), associada ao uso do sulfito em concentracdes
superiores a 20 mg.L" Para o capitulo trés, constatou-se que a dgua de coco esterilizada por
UHT apresentou estabilidade fisico-quimica e enzimdtica. A coordenada de cor a* decresceu
e a turbidez aumentou ao longo do tempo de 180 dias. Quanto a andlise sensorial, ndo foi
verificada diferenca estatistica entre os tratamentos de esterilizacdo com sulfito e sem sulfito.
Para a analise de esterilidade comercial, houve crescimento de mesoéfilas em um dos
tratamentos. Com relagdo ao capitulo quatro, conclui-se que a temperatura foi o parametro
que mais afetou as concentragdes dos compostos majoritdrios da dgua de coco: Glicose,
sacarose, frutose, etanol e dcido mdlico. Constatou-se também que menores temperaturas
(110°C) associadas ao uso do aditivo antioxidante sulfito contribuem para a manutencao
destes compostos. Quanto ao capitulo cinco, conclui-se que todos os tratamentos exibiram
diferencas estatisticas significativas entre a amostra nativa e apds a simulacdo da digestdao
gastrointestinal in vitro, em que somente cerca de 10% a 20% do contetido de compostos
funcionais tornou-se bioacessivel. O blend esterilizado por UHT apresentou maiores valores
médios de fracdo bioacessivel quando comparado ao blend pasteurizado, sugerindo que a
condicdo de esterilizacdo pode ser vantajosa no que diz respeito ao conteido de atividade
antioxidante total que se tornou bioacessivel apds a digestdo gastrointestinal. Os resultados
encontrados neste trabalho indicam que o uso da tecnologia UHT associada ao uso de sulfito
foi util na preservagdo da dgua de coco verde e minimizou as reagdes de escurecimento, além

de revelar aceitacdo sensorial positiva.

Palavras-chave: Agua de coco. UHT. Processo térmico. Escurecimento.



ABSTRACT

The objective of this research was to study the UHT sterilization conditions of the green
coconut water, avoiding the color, physical-chemical and taste changes. The work was
organized into five chapters, developed in order to achieve the stipulated goals. In chapter 1
were conducted four experiments; the first was to evaluate four different binomials time X
temperature (subprocessing and processing) and check the enzymatic activity and the color
changes in coconut water. The second experiment aimed to analyze the use of antioxidant
additives (ascorbic acid and sodium metabisulfite) in the physico-chemical enzymatic and
color characteristics of coconut water. The third experiment was to investigate the change of
color and the enzymatic regeneration in processing conditions and subprocessamento over 28
days storage (28°C % 2°C). The fourth experiment evaluated the coconut water through the
analysis of the global acceptance and survey descriptors. In chapter two it is used a rotational
central composite design (CCRD) 2° in order to choose UHT sterilization condition with
reduced enzyme activity and color change, associated with the use of sulphite. The purpose of
said section was to evaluate the effect of sterilization parameters quality of coconut water
after 24 hours and after 45 days storage at room temperature (28°C + 2°C). Chapter three
aimed to evaluate the physical- chemical, enzymatic and color stability of coconut water
submitted to UHT sterilization (136°C/8s) in the absence and presence of 20 mg. L' of
sulfite, during 180 days and to perform sensory analysis and commercial sterility test. With
respect to chapter four, the purpose was to perform a quantitative evaluation of the primary
metabolites of coconut water sterilized by UHT in the presence or absence of additive sulfite,
using NMR (Nuclear Magnetic Resonance) and chemometrics. Chapter five aimed to develop
blends composed of coconut water and tropical fruit pulps and assess the impact of thermal
processing (pasteurization and UHT sterilization) on the functional components and the
bioaccessible content after simulated digestion in vitro. As regards the conclusions of each
chapter can be seen that in chapter one, the rose coconut water in subprocessing condition
does not correlate with the activity of enzymes PPO and POD, polyphenol oxidase and
peroxidase, respectively; the use of ascorbic acid has a yellowish coconut water, and adopted
the use of sulfite in the following chapters; there was no enzymatic reactivate during 28 days
of observation, in which it was in the appearance of pink in subprocessing treatments. There
was no significant difference between treatments for global acceptance of sterile coconut

water. About chapter two, after 45 days the color coordinate b * was positively correlated



with temperature, with a tendency to yellow. There was no optimization of the sterilization
process, however, the most suitable condition is the center point (135° C/9s), associated with
the use of sulphite in concentrations above 20 mg. L. For chapter three, it was found that the
coconut water sterilized by UHT showed physico-chemical and enzymatic stability. The color
coordinate a * decreased and the turbidity increased over time of 180 days. As for the sensory
analysis did not reveal any statistical difference between the sterilization treatment with
sulphite and without sulfite. For the commercial sterility analysis, there was growth in a
mesophilic treatments. Regarding the chapter four, it is concluded that the temperature was
the parameter most affected the concentrations of major compounds of coconut water:
glucose, sucrose, fructose, malic acid and ethanol. It was also found that lower temperatures
(110°C) associated with the use of the sulfite antioxidant additive contributing to the
maintenance of these compounds. As for the chapter five, it is concluded that all treatments
showed statistically significant differences between the native sample and after simulating the
gastrointestinal digestion in vitro, in which only about 10% to 20% of the content of
functional compounds became bioaccessible. The UHT sterilized blend exhibited higher mean
values bioaccessible fraction when compared to the pasteurized blend, suggesting that the
sterilization condition may be advantageous with regard to total antioxidant content which
became bioaccessible following gastrointestinal digestion. The results of this study indicate
that the use of UHT technology associated with sulphite use was useful in the preservation of
green coconut water and minimised the browning reactions, as well as revealing positive

sensory acceptance.

Keywords: Coconut water. UHT. Thermal Process. Browning.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o quarto maior produtor mundial de coco, produzindo cerca de trés
milhdes de toneladas ano. O pais contabiliza 350 milhdes de litros de dgua de coco
anualmente, frente a crescente demanda do mercado internacional, que cresce a uma taxa de
20% ao ano (FAOSTAT, 2013). Entretanto, as empresas exportadoras de dgua de coco,
encontram dificuldades em manter sua conservacao até chegar ao seu destino.

Tradicionalmente, a 4gua de coco é comercializada na forma de fruto in natura,
acarretando problemas relacionados ao transporte e armazenamento, dificultando
principalmente a sua exportacio (MATSUI et al., 2008). Deve ser consumida como bebida no
momento da abertura do fruto porque em contato com oxigénio, além de ficar exposta a agdo
de micro-organismos presentes no ambiente, podem sofrer alteracdes sensoriais (HASEENA
et al., 2010), bem como o surgimento de uma coloracdo rosada no decorrer do
armazenamento, gerando rejei¢cdo dos consumidores.

O processo UHT (do inglés Ultra High Temperature), muitas vezes combinado com
aditivos, € um dos métodos usualmente empregados e visa reduzir tanto a carga microbiana,
quanto a atividade enzimédtica (PRADES et al., 2012).

A esterilizaco associada ao uso de aditivos quimicos tem sido adotada pela indudstria
com a intencdo de aumentar a vida de prateleira do produto. O 4cido ascOrbico e o
metabissulfito de sdédio sdo usados freqiientemente como antioxidantes para evitar
escurecimento na dgua de coco. De acordo com a RDC n° 08 de 06 de marco de 2013, o uso
do 4cido ascOrbico para dgua de coco € quantum satis, ou seja, pode ser utilizada uma
quantidade que julgar necessiria, enquanto para o metabissulfito de sodio, os limites
estabelecidos sdo 0,005 g/100 mL (expressos em SO; residual) (BRASIL, 2013).

Considerando que o processamento em escala industrial requer, entre outras
condi¢des, produtividade com baixo custo e melhoria da qualidade do produto final, a
esterilizacdo apresenta-se como uma tecnologia potencialmente eficiente na obtencdo de
produtos de frutas.

A relevancia do aprimoramento de um processo para conservacao da dgua de coco
que permita a conservacdo das caracteristicas naturais do produto por um tempo mais
prolongado estd associada a diferentes fatores. Primariamente, as propriedades singulares
presentes neste alimento, que o posicionam como uma bebida natural; em seguida, as

caracteristicas na composi¢do, que ocasionam alteragcdes répidas apds a abertura do fruto e,
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finalmente, a inviabilidade econdmica do transporte do coco inteiro por longas distancias em
virtude do peso e volume do fruto (CALVETE, 2007).

A 4gua de coco quando esterilizada por UHT de maneira adequada, obedecendo aos
valores de Fo (Taxa de letalidade) superior a 3 minutos (MESSANO, 2011; PFLUG,
ODLAUG, CHRISTENSEN, 1985), nao apresentam coloracdo rosada, enquanto amostras
subprocessadas apresentam coloracdo rosada que € evitada pela presenca de aditivo
antioxidante sulfito. O processo de esterilizacdo UHT, quando aplicado corretamente, inibe
alteracdes enzimadticas e de cor da dgua de coco verde, ocorrendo assim poucas mudangas no
decorrer do tempo de armazenamento.

Sabendo-se que a dgua de coco € uma solucao naturalmente rica em sais minerais,
aclcares, vitaminas e proteinas, sugere-se aqui um estudo do processo UHT nas
caracteristicas quimicas, enzimdticas e sensoriais da dgua de coco, no intuito de inativar
enzimas oxidativas, evitar escurecimento, reduzir o uso de aditivos, garantir a estabilidade
microbioldgica e avaliar sensorialmente a dgua de coco produzida, aumentando assim sua
vida util.

O trabalho foi dividido em capitulos para melhor relatar a sequéncia de
experimentos realizados e seus objetivos, relacionados a avaliacdo da problemadtica da
coloragdo rosada que aparece na dgua de coco apds tratamento térmico, bem como avaliar o
efeito da esterilizagdo por UHT ou uso de aditivos nas caracteristicas fisico-quimicas,
enziméticas, de cor e sensorial da 4gua de coco verde. No Capitulo] avaliou-se o efeito do
processo UHT e da atividade enzimética no aparecimento da coloragdo rosada, e também as
formas de controle devido a intensidade de processo, o uso de aditivos e a possivel
regeneracdo de enzimas. No Capitulo 2 foi aplicado um delineameno estatistico de otimizac¢ao
(DCCR) a fim de verificar a melhor condi¢do para o processamento térmico da dgua de coco,
e a partir da melhor condicdo de processo UHT foram planejados os experimentos dos
capitulos seguintes. No Capitulo 3 foi avaliada a estabilidade fisico-quimica, de cor e da
atividade enzimadtica da dgua de coco submetida ao processo UHT em armazenamento sob
temperatura ambiente durante seis meses. O Capitulo 4 discorre sobre testes complementares
com uso de andlise de RMN para identificar os metabdlitos primdrios contidos na dgua de
coco subprocessada e no tratamento por UHT. No Capitulo 5 foram desenvolvidas bebidas
mistas a base de dgua de coco e avaliado o conteudo bioacessivel de polifendis e da atividade
antioxidante nos tratamentos in natura, pasteurizado e esterilizado por UHT apds simulacao

gastrointestinal in vitro.



23

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o processo de esterilizagdo em sistema UHT com a finalidade de aumentar a
vida de prateleira da dgua de coco verde processada, evitando mudanca de coloracdo, além de
avaliar a estabilidade do produto esterilizado com e sem a presenca do aditivo antioxidante e
observar o efeito do tratamento nas caracteristicas fisico-quimicas, enzimdticas, sensoriais €

de cor da dgua de coco.

2.2 Objetivos Especificos

Otimizar os parametros do processo de esterilizacio UHT (temperatura e tempo de
retencdo) e teor de aditivo antioxidante sulfito para reduzir alteracdes de cor apds
processamento de esterilizacio UHT de dgua de coco;

Estudar o efeito das condi¢des de processo UHT (temperatura e tempo de retengdo) e
do uso de aditivo (sulfito) sobre a qualidade quimica, fisico-quimica, sensorial e enzimdtica
da dgua de coco;

Avaliar a estabilidade fisico-quimica, de cor e enzimdtica da dgua de coco
esterilizada por UHT frente ao armazenamento durante seis meses, sob temperatura ambiente,
além de realizar andlise sensorial e teste de esterilidade comercial;

Quantificar através de ressondncia magnética nuclear (RMN) e Quimiometria, os
componentes majoritdrios e metabdlitos presentes na dgua de coco processada termicamente;

Avaliar o impacto da pasteurizagcdo e da esterilizacio UHT na bioacessibilidade dos
polifendis extraiveis totais e na atividade antioxidante total de blend de dgua de coco com

suco de frutas tropicais em comparacao com a dgua de coco e o blend in natura.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Agua de coco

A tendéncia mundial por alimentos saudédveis e funcionais induz a substituicdo de
bebidas industrializadas por sucos de frutas naturais e a dgua de coco que, € uma bebida
refrescante e natural (DEBMANDAL; MANDAL, 2011) consumida principalmente nas
regides tropicais do mundo (BENASSI, 2006; FONSECA et al., 2009; WALTER et al.,
2009).

De acordo com a FAO (2013), a producdo mundial de coco foi de aproximadamente
55 milhdes de toneladas, principalmente nas Filipinas, Indonésia e India. O quarto maior
produtor de coco é o Brasil (IBGE, 2012), com quase trés milhdes de toneladas em 2013. O
aumento do consumo de dgua de coco nos ultimos anos se deve aos beneficios a sadde e
fazem da bebida um concorrente potencial a refrigerantes e bebidas isotonicas e segundo o
Sindcoco, em 2012 o consumo de dgua de coco representou cerca de 90 milhdes de litros,
com consumo per capita de 0,47 L/ano.

Segundo a legislacao brasileira, 4gua de coco € a bebida obtida da parte liquida do
fruto do coqueiro (Cocus nucifera L.), por meio de processo tecnolégico adequado, ndo
diluida e ndo fermentada (BRASIL, 2009).

A 4gua de coco é uma bebida natural e uma fonte rica em acucares, sais, vitaminas,
minerais € aminodcidos, e pode ser servido diretamente como bebida para matar a sede. Ela é
um liquido claro, incolor, ndo viscoso e levemente doce, apresentando um sabor ligeiramente
acido, com pH compreendido entre 4,2 e 6,0. E comercializado na sua forma natural, dentro
do fruto (Figura 1) ou depois do processamento, no qual ela é submetida a vdrias etapas de
esterilizacdo e adicdo de conservantes (ARAGAO et al., 2002; AWUA, DOE ¢ AGYARE,
2011; DEME et al., 2013).

A formagdo da dgua de coco é uma estratégia ecofisioldgica do coqueiro, no sentido
de armazenar substancias nutritivas de reservas para serem utilizadas naturalmente como
mecanismo de sobrevivéncia da espécie, na nutricdo do embrido, quando da germinac¢do das
sementes ou da plantula, durante periodos de eventuais estresses ambientais. O homem,
aproveitando essa riqueza natural renovavel, tem empregado a dgua de coco de forma
crescente na alimentacdo e nutricdio humana, na medicina como no caso de pacientes
desidratados ou em atletas com exaustio fisica pela reposicdo de potdssio (ARAGAO et al.,

2005).
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Figura 1 - Fruto do coqueiro Ando Verde entre seis e sete meses de  desenvolvimento
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Fonte: Silva (2013) com modificagdes.

A dgua de coco € o liquido do endosperma encontrado dentro da cavidade do coco
que comeca a se formar dois meses depois da abertura natural da inflorescéncia e atinge seu
volume maximo nos frutos com idades entre 6 ¢ 7 meses (MACIEL; OLIVEIRA; da SILVA,
1992; ARAGAO, 2000; ARAGAO; CRUZ; HELVECIO, 2001.. Corresponde a
aproximadamente 25 % do peso do fruto e a quantidade de dgua varia de 300 a 600 mL/coco.
E mais palativel cerca de seis a sete meses apds a polinizacio e o contetido de sélidos totais é

proximo de 5 % em peso (CTENAS; CTENAS; QUAST, 2000).

3.1.1 Composicao quimica

A 4gua de coco contém sais minerais, agucares, vitaminas, fatores de crescimento,
substancias nitrogenadas e gorduras em menor quantidade, além de aminoécidos essenciais,
inclusive lisina, leucina, cistina, fenilalanina, histidina, e triptofano e quantidades
considerdveis de potdssio. Por isso, muitos consideram a dgua de coco como um repositor
hidroeletrolitico, que pode restaurar as perdas de dgua, vitaminas € minerais que ocorrem
durante o esfor¢co fisico, bem como na préitica do esporte (CAMPOS et al., 1996;
CAMPBELL-FALCK et al., 2000; ABREU et al., 2005; COSTA et al., 2005).

As caracteristicas da 4gua de coco variam conforme o tempo de maturacdo
(FAGUNDES NETO et al., 1989), nas quais os aclicares estdo entre os componentes mais
importantes, que no inicio da maturacdo do fruto, estdo presentes sob a forma de acticares
redutores (glicose e frutose), as concentracdes que atingem niveis maximos entre o sexto e
sétimo més, periodo em que a quantidade de 4gua também € maior. Com o desenvolvimento

do fruto, a concentracdo de acticares redutores diminui, no entanto, os agicares nao redutores
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sdo formados (sacarose). Por isso, o sabor da dgua de coco também varia de acordo com o
estadio de maturacdo do fruto (TEIXEIRA et al., 2005).

Srebernich (1998) afirma que o principal dcido presente na dgua de coco € o acido
mdlico. Outros 4cidos estdo presentes, porém representam muito pouco na composi¢do da
agua de coco. A legislacdo brasileira permite a adicao de dcido citrico para correcdo da acidez
no caso da dgua de coco submetida a algum processo tecnolégico de conservacao (BRASIL,
2009).

A é4gua de coco tem uma grande concentragcdo de potdssio. Esse mineral € o principal
cition do fluido intracelular, que ajuda na manutencdo do equilibrio hidrico normal, e,
juntamente com o cdlcio, € importante na regulacdo da atividade neuromuscular
(CARVALHO et al., 2006).

O conteddo mineral da dgua de coco mostra modificacdes durante o processo de
maturacdo do fruto. O potédssio € o eletrdlito mais abundante durante toda a maturagdo,
todavia, o s6dio apresenta um incremento € 0s outros minerais como o cdlcio, magnésio,
cloro, ferro e cobre apresentam-se estdveis durante o processo de maturacdo e o enxofre tém
um aumento gradual (ARAGAO; CRUZ; HELVECIO, 2001).

A concentracio média (mg.L™") de minerais em diferentes marcas de dgua de coco
embaladas e vendidas no mercado brasileiro foi determinada por Sousa et al., (2005): célcio
(178-232), magnésio (87-129), manganés (1,8-3,8), ferro (0,08-0,18), zinco (0,2-0,36) e cobre
(0,09-0,19).

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas da d4gua de coco da variedade and em diferentes
estddios de maturacdo.

Caracteristica 5 meses 6 meses 7 meses 8 meses 10 meses
Volume(mL) 186 223 400 200 103
pH 4,7 4,7 4,8 52 5,5
Acidez' 0,05 0,06 0,08 0,09 0,08
Sélidos Soliveis(°Brix) 5,1 6,0 6,5 7,0 5,0
Acucares redutores” 3,8 3,0 3,7 4,3 0,5
Ferro® 0,03 0,04 0,07 0,06 0,06
Cilcio® 14,0 13,0 17,0 19,0 15,0
Potdssio” 190,0 147,0 167,0 219,0 198,0
Magnésio® 10 11,1 7,9 7.3 9
Sédio’ 6,0 10,3 6,8 11,4 35,0
F6sforo’ 3,0 6,2 3,8 58 7,1
Vitamina C* 2,8 57,0 NE 6,6 NE

1~ em dcido citrico g/100 mL; 2- em glicose g/100mL; 3- mg/100mL; 4- mg/100g; N.E.- ndo encontrado.
Fonte: Adaptado de ARAGAO, 2002.
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A ingestdao de dgua de coco pode ter dentre outras func¢des, a de reidratacdo apds o
exercicio fisico. Segundo alguns estudos a dgua de coco, além de reidratante, apresenta
algumas vantagens em relacdo as bebidas a base de carboidratos e eletrdlitos, sendo
suficientemente adocicada, ndo causa ndusea, ndo apresenta sensacdo de abundincia ou
desordem no estdmago, além de ser facilmente consumida em grande quantidade
(CARVALHO et. al., 2006; KALMAN et al., 2012).

Devido a sua composi¢do rica em sais, a dgua de coco é considerada como uma
bebida hipertonica, com uma osmolalidade de 402 a 419 mOsm/kg 4gua, diferente do plasma
sanguineo humano, de 285 a 295 mOsm/kg dgua (VIGLIAR, SDEPANIAN; FAGUNDES-
NETO, 2006; SILVA, 2002; CONSTANZO, 2011). Segundo BRASIL (2010), as bebidas
com osmolalidade entre 270 e 330 podem ser consideradas isotOnicas.

Apesar da alta concentracdo de agtcares e potdssio presentes na dgua de coco, existe
uma controvérsia sobre o seu uso para reidratacdo oral. A adequacdo de dgua de coco para
administracdo intravenosa e hidratacdo oral tem sido também relatada. Como um fluido
intravenoso, Anzaldo et al. (1980) utilizaram 500 a 700 mL de dgua de coco coco em nove
voluntdrios humanos e nio detectaram qualquer alteracdo significativa na composicdo
eletrolitica do sangue ou na pressdo arterial, pulsacdo ou respiracdo. Mas, como afirmaram
Campbell- Falk et al. (2000), a dgua de coco ndo parece ser uma solucdo ideal para a
reidratag@o a longo prazo, mas pode servir como uma alternativa temporaria emergencial.

Fonseca et al. (2009) estudaram os constituintes de duas variedades de coco (verde e
amarelo) e constataram a presenca de dlcoois, cetonas, tidis, dcidos carboxilicos, fendis, e
ésteres que sdo, provavelmente, responsaveis, em parte, pelo aroma da dgua de coco. Além
disso, eles verificaram que o éster etanoato de n-propilo estava presente em ambos o0s
processos de extracdo, e provavelmente € um dos compostos responsaveis pelo sabor da dgua
de coco.

Os niveis de agucares totais, solidos totais e acidez total aumentam até o sexto més
de desenvolvimento e depois diminuem enquanto a concentracdo de lipidios e proteinas
aumenta até o estdgio final de desenvolvimento. Portanto, as diferencas encontradas na
composicdo da agua de coco podem ser devido a variedade do coco, o seu estagio de
desenvolvimento, préticas de cultivo, bem como condi¢des de transporte e armazenamento
(MURASAKI-ALIBERTI et al., 2009).

Mesmo que a dgua de coco seja extraida de forma asséptica, a sua exposi¢do ao ar
inicia algumas reagdes, como a oxidagdo promovida por enzimas polifenoloxidase (PPO) e

peroxidase (POD), que estdo naturalmente presentes na dgua de coco (DUARTE; COELHO;
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LEITE, 2002). Também a 4gua de coco € rica em minerais e eletrélitos (JACKSON et al,
2004; REDDY; DAS; DAS, 2007), que catalisam a oxidacdo de lipideos e formacao de
compostos voldteis. Estas reagdes tém um efeito negativo sobre a qualidade sensorial e

nutricional da dgua de coco (CAMPOS et al., 1996).

3.2 Enzimas oxidativas: polifenoloxidase e peroxidase

Enzimas sdo proteinas que catalisam com grande efici€ncia as reagdes metabdlicas
em determinadas condi¢des de pH, temperatura, meio idnico, entre outros (WHITAKER,
1994).

H4 dois grupos de enzimas responsdveis pela deterioracdo da dgua de coco, a
polifenoloxidase (PPO) e a peroxidase (POD) (ARAGAO, 2002).

As PPOs sdo enzimas capazes de oxidar compostos fendlicos com auxilio do
oxigénio molecular. Existem dois tipos de PPO: as o-difenol oxidases chamadas de catecol-
oxidase, tirosinases ou fenolases, e as p-difenol-oxidases, denominadas lacases (ALENCAR;
KOBLITZ, 2008). A presenca da PPO se faz tanto na forma solivel quanto na forma
ionicamente ligada a membrana nas plantas, localizando-se principalmente nos plastideos e
cloroplastos das células intactas (CONCELLON et al., 2004).

O resultado final das reagdes catalisadas por essas enzimas sdo quinonas, substancias
altamente reativas e combinam-se entre si € outros componentes do meio para gerar produtos
de condensacgdo de alta massa molecular e cor escura (PENHA et al., 2005). Este processo é
chamado de escurecimento enzimdtico que em muitos casos, ¢ indesejdvel por alterar o sabor,
0 odor e o valor nutricional. Nas frutas o teor de PPO aumenta com a maturacdo e a
senescéncia (ALENCAR; KOBLITZ, 2008).

A polifenoloxidase (PPO), presente em muitas frutas e hortalicas, tem sido bastante
reconhecida por ser uma das enzimas responsdveis pelos problemas de escurecimento em
alimentos durante o manuseio pds-colheita e a industrializacdo. A PPO catalisa a oxidacdo de
compostos fendlicos em pigmentos de cor escura (WHITAKER, 1994, SUKHONTHARA;
KAEWKA; THEERAKULKAIT, 2016). As etapas deste mecanismo estdo representadas,

resumidamente, na Figura 2.



29

Figura 2- Reacdo de escurecimento enzimadtico a partir da polifenoloxidase (PPO).
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Fonte: Adaptado de Walker (1995) e Sapers (1993).

A reacdo de escurecimento prossegue através de oxidacdes ndo enzimaticas
ocorrendo, finalmente, a polimerizacdo das quinonas a pigmentos de coloracdo escura.
Quimicamente sdao polimeros amorfos, insoliveis e altamente estdveis que podem interagir
com outros constituintes do meio, particularmente as proteinas, formando complexos
coloridos (RAMfREZ; WHITAKER; VIRADOR, 2003; YORUK e MARSHALL, 2003;
GAO, HAN, XIAO, 2009).

A enzima peroxidase (POD) estd largamente presente nos reinos animal e vegetal, na
forma de hemoproteina e utiliza o per6xido de hidrogénio como substrato oxidante, apesar de
ja ter sido revelada a presenca de peroxidase contendo fons metalicos, tais como ferro, selénio
e vanadio ou o grupo prostético flavina, atuando como cofatores (MU, HE, WANG, 2016,
ROBINSON, 1991; VAMOS-VIGYAZO, 1981).

A Figura 3 representa o mecanismo de escurecimento enzimatico da POD, utilizando
como doador de hidrogénio o guaiacol, bastante utilizado nos métodos de deteccdo da

atividade dessa enzima (FATIBELLO-FILHO; VIEIRA, 2002).

Figura 3- Mecanismo de escurecimento enzimdtico a partir da peroxidase (POD).
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Fonte: Adaptado de Fatibello-Filho e Vieira (2002).
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As PODs possuem termorresisténcia e possibilidade de sofrer regeneracdo da sua
atividade apds certo tempo de processamento, sendo este tempo um fator importante na
inativacao destas enzimas (CALVETE, 2007). Os fatores externos que governam a inativagao
térmica da POD, em um determinado pH, s@o o tempo e a temperatura de tratamento.

A peroxidase pode participar da inativacdo da vitamina C, catalisar a descoloragdo
dos carotenoides na auséncia de dcidos graxos insaturados e da descoloraciao de antocianinas,
podendo também catalisar a reacdo de degradacdo de dcidos graxos insaturados, produzindo
elementos volateis que alteram o sabor e o aroma (WHITAKER, 1994).

Pode ocorrer descoloracdo da dgua de coco processada, apds vdrias semanas de
armazenamento. Embora os mecanismos de atividade da PPO e da POD estejam bem
descritos a partir de um ponto de vista bioquimico (FOX, 1991), os mecanismos enziméticos
continuam durante amadurecimento do fruto e na pds-colheita. Diferentes fatores afetam os
niveis de atividades das enzimas e sdo muitas vezes dificeis de controlar (temperatura, pH,
impactos mecanicos, e concentracdo de oxigénio). Para evitar as alteracdes causadas pela
atividade da PPO e da POD em 4gua de coco, varios autores sugeriram inativar as enzimas
por tratamento térmico utilizando métodos convencionais (pasteurizacdo ou esteriliza¢do)
(PRADES et al., 2012).

InvestigacOes sobre a cinética de inativagdo das duas enzimas (PPO e POD)
demonstraram que a reacdo € complexa (KIKUDA; TADINI FERNADES, 2002;
MURASAKI-ALIBERTI et al., 2009) mostrando que duas isoenzimas para PPO e POD estao
presentes na dgua de coco jovem. De acordo com Robinson (1991), quanto maior for a
estabilidade das isoperoxidases frente a temperatura, menos linear é a curva de inativacao
térmica.

Duarte, Coelho e Leite (2002) estudaram a determina¢do da atividade enzimdtica da
peroxidase e polifenoloxidase presentes na dgua de coco verde e caracterizaram essas enzimas
por cromatografia liquida de proteina rapida (FPLC) e eletroforese. Os autores obtiveram uma
atividade de 0,3 UAE.mL™* paraa PPO e 5,0 UAE.mL™* para a POD.

Campos et al. (1996) identificaram atividade maxima da PPO e POD em é4gua de
cocos verdes de 32,1 e 114,3 UAE.mL"' em temperaturas de 25 e 35 °C, respectivamente. Os
autores concluiram que a dgua de coco apresentou pH favordvel para a atividade de ambas as
enzimas e observaram ainda que o tratamento térmico para inativacdo dessas enzimas
somente tornou-se eficiente na temperatura de 90° C com uma completa inativagdo no tempo
de exposicao de 550 e 310 segundos para PPO e POD, respectivamente. No entanto, a partir

de 100 segundos de exposi¢do do produto a esta temperatura, ja ocorrem problemas sensoriais
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relacionados a mudangas no aroma e sabor da dgua para esta temperatura. Destaca-se nesse
estudo, que a PPO apresentou-se mais termorresistente do que a POD.

Murasaki, Silva e Tadini (2004) estudaram a inativacdo térmica da POD e PPO
presentes na dgua de coco verde por processo térmico descontinuo. Os autores sugeriram que,
no minimo, duas isoenzimas da POD e da PPO, estdo presentes com diferentes
termoestabilidades, confirmando o resultado encontrado por Balasubramanian e Boopathy
(2013) ao identificar e purificar duas isoenzimas da peroxidase (TCW; e TCW;), com
atividade de 3,5 e 3,2 UAE. mL '1, respectivamente.

Fontan et al. (2012) estudaram a cinética de inativagdo térmica da enzima
peroxidase (POD) presente na dgua de coco verde, determinando os valores dos parametros
D, ze Q10. Foram avaliados nove bindmios tempo/temperatura para o tratamento térmico em
trés temperaturas (75°C, 85°C e 95°C) e tempos de manutengdo variando de 1 a 30 minutos.
Eles observaram valores D de 833,3 e 1,63 minutos nas temperaturas de 75 °C e 95 °C,
respectivamente, demonstrando que a POD da dgua de coco € resistente a inativacdo térmica,
sendo tal processo fortemente afetado pela temperatura utilizada.

Tan et al. (2014) avaliaram a atividade enzimatica da PPO e POD da dgua de coco
em trés diferentes estddios de maturacdo; verde, maduro e muito maduro e verificaram que
estas enzimas mostraram menor resisténcia térmica na dgua do coco muito maduro. Os
autores sugerem que essa diferenca se deve ao conteddo de agucares, sal e pH das dguas de
coco estudadas.

Kwiatkowski, Oliveira e Clemente (2012) analisaram as atividades da peroxidase
(POD) e polifenoloxidase (PPO) de dgua de coco, cv. Ando Verde colhidos em diferentes
estadios de desenvolvimento e de diferentes estacdes do ano e observaram que as atividades
das enzimas PPO e POD da dgua de coco aumentam com o aumento do tempo de
desenvolvimento dos frutos e os maiores valores desta atividade sdo observados na estacdo de
inverno.

O tratamento térmico apresenta-se como um método eficiente para o controle do
escurecimento devido a inativagdo da PPO, entretanto, o aquecimento dos tecidos vegetais
normalmente resulta em perdas sensoriais € nutricionais ao alimento prejudicando
significativamente aqueles produtos em que a PPO apresenta elevada termoestabilidade

(MENDONCA; GUERRA, 2003; RAPEANU et al., 2005).
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3.3 Alteracoes de cor e escurecimento na agua de coco

Os principais grupos de reacdes que conduzem ao escurecimento em alguns
alimentos e na dgua de coco sdo a oxidagdo enzimdtica dos fendis e o escurecimento nao
enzimdtico. O escurecimento ndo enzimatico em alguns casos € favorecido pelos tratamentos
com o calor e inclui uma ampla variedade de reacdes, tais como reagdo de Maillard,
caramelizacdo e oxidag¢do quimica dos fendis (HAMINIUK et al., 2005).

A Reacdo de Maillard (RM) ocorre durante o processamento térmico e/ou
armazenamento prolongado de alimentos que contém proteinas e acticares redutores. A RM
inicia-se com o ataque nucleofilico do grupo a-carbonilico de um acicar redutor, por
exemplo, ao grupamento amina de proteinas (FINOT, 2005; NUNES, BATISTA, 2001).

A ocorréncia da reacdo em alimentos depende de vdrios fatores: temperaturas
elevadas (acima de 40°C), atividade de dgua na faixa de 0,4 a 0,7, pH na faixa de 6 a 8
(preferencialmente alcalino), umidade relativa de 30% a 70%, presenca de ions metalicos de
transicdo como Cu”* e Fe*™ que podem catalisar a reacio (KWAK; LIM, 2004; HODGE,
1953). Além desses fatores, a composicdo do alimento também influéncia na ocorréncia da
RM.

Compostos representativos dessa reacdo, encontrados em alimentos e em sistemas
biolégicos sdo: carboximetilisina, hidroximetilfurfural, pentosidina, carboxietilisina, pirralina,
vesperlisina A, dimero metilglioxal-lisina, glicosepana (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA,
2009).

As modificacdes que ocorrem na 4gua de coco sdo consequéncia da presenca,
naturalmente ou por contaminac¢do durante sua extragdo, processamento ou na hora do envase,
podendo surgir contaminagdo por micro-organismos deteriorantes e alteracdes por acdes de
enzimas em contato com o ar, o que incorre em periodo muito curto de manutengcdo da
qualidade entre a retirada da d4gua do fruto e o seu consumo.

ApO6s a abertura do fruto, a d4gua de coco pode sofrer varias alteracdes de origem
quimica ou microbioldgica, sendo bastante frequente o aparecimento de uma cor rosa que
pode ocorrer apds horas ou dias, dependendo do tipo e intensidade do tratamento realizado
(CALVETTE, 2007). Satin (2000) cita este fato como sendo o aparecimento de 'uma bela cor
rosa_. Para as grandes industrias este fato € responsavel por perdas considerdveis do produto
processado e dificuldades para a manutencdo da qualidade. E possivel observar vérias outras
alteracdes apds a extracdo da dgua de coco do fruto, porém sdo raros os dados ou estudos

divulgados na literatura cientifica sobre as causas destas modificagdes. Também ndo se sabe
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se seria enzimdtico e qual enzima seria responsdvel pela formagdo desta coloragdo e se o
diferencial seria o substrato fenélico da 4gua de coco, ou ainda, se o escurecimento seria ndo
enzimatico (DAVID E FERNANDES, 1998; CURSINO er al., 1996; CABRAL, 2002).

Exete e Hsueh (1998) detectaram escurecimento nao enziméatico (ENE) durante a
esterilizacdo de dgua de coco verde. Os compostos de sulfito, acetilcisteina, glutationa e
cisteina inibiram o ENE efetivamente. A adicdo de carbono ativado absorveu a cor
completamente e baixou o nivel de ENE bem como a adi¢io de resinas de troca catidnica que
removeram ions metdlicos e aminodcidos e decresceu o grau de ENE.

Os sulfitos sao amplamente utilizados para evitar o escurecimento, tanto enziméaticos
ou ndo-enzimaticos. Eles sdo utilizados como antioxidantes ou agentes redutores (RIBEIRA
et al., 2001).

Além da preocupacdo com as caracteristicas sensoriais do alimento produzido, a
industria alimenticia visa a producao de alimentos estaveis eseguros para o consumidor, que
tenham uma longavida de prateleira. Uma das técnicas utilizadas € a adi¢do de conservantes
em seu processo de beneficiamento, como por exemplo, os sulfitos. Estes sdo agentes
multifuncionais, com capacidade de prevenir em alimentos o escurecimento enzimatico € nao
enzimdtico, controlar o desenvolvimento microbiolégico, atuar como agente branqueador,
antioxidante ou redutor (EDMOND, MAGEE, CUMMINGS, 2003; POPOLIM, 2004).
Devido a essas multiplas funcdes, os sulfitos sdo usados em vdrios produtos como frutas
desidratadas, vinhos, sucos industrializados (PIZZOFERRATO et al, 1998; MACHADO:;
TOLEDO, 2006), bebidas carbonatadas, que contenham suco de fruta (PEREIRA; FARIA;
PINTO, 2013), biscoitos, geleias, frutas e legumes frescos.

3.4 Industrializacao e Métodos de Conservaciao

Virios métodos de preservacao vém sendo estudados, como esterilizacdo térmica,
filtracdo, pasteurizacdo, concentracdo pela adicdo de agucar, micro-ondas, concentragdo por
osmose inversa, uso de aditivos, altas pressdes, microfiltracdo, carbonatacdo e vdrias
combinacdes de métodos para preservagio (DEL ROSARIO et al., 1986; MAGDA, 1992;
MATSUI et al., 2008).

Justifica-se o desenvolvimento de técnicas de processamento que permitam
viabilizar a sua comercializacdo para locais distantes de sua origem, proporcionando melhor
conservagdo e menor exigéncia de espago para o transporte, além da obtencdo de um produto

que preserve ao maximo suas caracteristicas naturais. Em qualquer forma de conservacao
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deve-se otimizar o tempo de processamento € minimizar a exposicdo ao ar atmosférico
(ROSA; ABREU, 2000; MAGALHAES et al.,2005; MARQUES; GALLI, 2007; DEBIEN,
2010).

O acesso a dgua de coco in natura nao é possivel ou ndo é tao facil em qualquer
lugar e a qualquer momento. Este fato aliado ao aumento de seu consumo no Brasil e em
outros paises torna interessante que se desenvolvam métodos para industrializacdo e
conservagdo da dgua de coco extraida do seu fruto.

Os métodos de conservagdo t€ém como fungdo a inibi¢do da acdo enzimética e a
garantia da estabilidade microbioldgica da dgua apos abertura do fruto, além de manter, o
maximo possivel, suas caracteristicas sensoriais originais (ROSA; ABREU, 2000; ARAGAO;
CRUZ; HELVECIO, 2001), podendo fazer uso de tratamento térmico com medias e altas
temperaturas, uso de aditivos quimicos pertencentes ou nao a categorias dos conservadores,
refrigeracdo ou congelamento (ROSA; ABREU, 2002).

A dgua de coco verde pode ser consumida tanto no fruto quanto processada, sendo que
sua vida util dependerd dos métodos de conservacao aplicados. Tais métodos visam inibir a a¢dao
enzimadtica e garantir a estabilidade microbioldgica da 4gua de coco apds a abertura do fruto, pois
€ uma bebida perecivel e, devido a sua propria composicdo e ao seu pH favoravel, constitui
um meio propicio para o desenvolvimento de micro-organismos (AWUA, DOE e AGYARE,
2011).

As inovacgdes tecnoldgicas no setor de alimentos tém evoluido bastante nas ultimas
décadas e, dentre elas, destacam-se os sistemas de processamento e acondicionamento
assépticos. Em geral, os sistemas assépticos envolvem as etapas de esterilizacdo do material
de embalagem; esterilizagdo comercial do produto; acondicionamento do produto
assepticamente; fechamento e manutencdo da integridade da embalagem. Vale salientar que o
consumidor de d4gua de coco em embalagem cartonada tem o hédbito de consumir o produto no
interior da embalagem, ndo observando assim quando ocorrem alteracdes, principalmente de
cor.

Em funcdo do tipo de processamento utilizado, podem ser obtidos os seguintes
produtos: dgua de coco resfriada, 4gua de coco congelada, dgua de coco pasteurizada e
congelada, dgua de coco esterilizada e envasada assepticamente, d4gua de coco concentrada,
agua de coco desidratada e dgua de coco reconstituida (BRASIL, 2009; PENHA et al., 2005).

A legislacdo brasileira, através da Instrucdo Normativa n° 27/2009 (BRASIL,
2009), alterados pela IN 31/2009 (BRASIL, 2009), descreve os Padrdes de Identidade e
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Qualidade para dgua de coco, indicando as caracteristicas que devem ser atendidas, de acordo
com o processo de conservacdo (Tabela 2).

A 4gua envasada e congelada destaca-se como outra forma de conservacao muito
utilizada. Segundo Rosa e Abreu (2002), o congelamento pode ser realizado de diversas
formas, de acordo com as escalas de produ¢do, embora deva ser realizado no menor periodo
possivel para preservar as caracteristicas originais do produto.

A égua de coco envasada refrigerada pode ser obtida com ou sem o uso de aditivos
quimicos. No método que utiliza somente a extracdo e o resfriamento, a vida de prateleira do
produto é de apenas trés dias. No método que utiliza a pasteurizacdo associada ao uso de
aditivos juntamente com a refrigeracdo, a vida de prateleira do produto pode se estender por
até seis meses dependendo do método empregado (ROSA; ABREU, 2000). Nos tratamentos
de UHT associados ao uso de aditivo, a 4gua de coco mantida em embalagens cartonadas tem

prazo de validade de 10 meses a 12 meses.

Tabela 2 - Padroes de Identidade e Qualidade (PIQs) para dgua de coco esterilizada (IN
27/2009).

@) — —
52| 5E| &%
S »n AN S = =)
S2=| 22| 88
pH 24| S| 2%
55| RE| AE
Agua de coco esterilizada:......................... minimo: | 4,60 - 140,00 2,00
............................................................... mdximo: | 5,40 6,70 230,00 | 30,00

A aplicacdo de tratamentos auxiliares permite estender a vida de prateleira do
produto para até seis meses. A dgua de coco refrigerada é comercializada em garrafinhas
plasticas do tipo "PET _ (polietileno-tereftalato), podendo-se ainda observar o uso de copinhos
com tampa termossolddvel ou garrafinhas de polietileno de baixa densidade (PEBD). A
temperatura de armazenamento deverd ser mantida em torno de 5 a 8°C (ARAGAO et al.,
2002).

Pereira, Faria e Pinto (2013) avaliaram o uso de aditivos, testando a eficiéncia de
diferentes concentra¢des dos conservantes sorbato de potdssio e metabissulfito de sédio nas
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas da dgua de coco. Os autores constataram que
as concentracdes de 375 mg.L ' de sorbato de potdssio e 75 mg.L ' de metabissulfito de sédio

apresentaram os melhores atributos de qualidade da dgua.



36

Dosualdo (2007) avaliou a influéncia das altas pressdes nas atividades enziméticas de
peroxidase e polifenoloxidase e na destrui¢cdo da bactéria Lactobacillus fructivorans e da
levedura Saccaromyces cerevisiae. Os tratamentos realizados ndo causaram inativacdo
satisfatoria das enzimas presentes na dgua de coco, porém ha evidéncias de que o tratamento
pode ser eficaz se for efetuado em pressdoes mais elevadas. De maneira geral, a peroxidase
apresentou maior resisténcia ao tratamento do que a polifenoloxidase. O tratamento mostrou-
se eficaz na eliminagdo de contaminacao microbiolégica do produto, mostrando que a dgua de
coco tratada pelo método de altas pressdes pelo método de homogeneizacdo apresentou boa
estabilidade microbiolégica, mas ndo exibiu boa estabilidade quimica, ficando sujeita a
alteracdes devido a reagOes catalisadas por estas enzimas.

Purkayastha et al. (2012) processaram dgua de coco através do sistema de
microfiltracdo com e sem adi¢do de 4cido L-ascérbico (25 mg/100 mL), armazenada a 4 °C,
durante 28 dias. Os autores analisaram as alteragdes fisico-quimicas, sensoriais e
microbioldgicas. Com o aumento no tempo de armazenamento, foi observada a diminuicdo
dos valores nutricionais e das caracteristicas sensoriais das amostras. O &4cido ascérbico
adicionado atrasou a diminui¢do da claridade (% de transmitincia), reduziu as qualidades
sensoriais, € também diminuiu o aumento da reducdo de agucar e 4cidos graxos totais. O
prazo de validade das amostras de d4gua de coco microfiltrada se limitou até quatro semanas
(4°C).

Costa et al. (2005) compararam a dgua de coco obtida pelo processo Hot Fill em
laboratério com outras dguas-de-coco comercializadas, submetidas a diferentes métodos de
conservagdo (resfriamento, congelamento, enchimento asséptico e Hot-Fill) mediante
andlises: fisico-quimicas e sensoriais e concluiram que a dgua de coco processada por Hot Fill
experimental apresentou qualidade microbioldgica satisfatdria e boa aceitagdo sensorial pelos
provadores, concluindo-se que a associacdo do tempo, temperatura e aditivos quimicos
empregados no processo Hot Fill experimental foram adequados para obtengcdo da dgua de
coco com potencial para o mercado e apresentou a maior inten¢do de compra em relagdo aos

produtos comerciais empregados para comparagao.

3.4.1 Conservacao UHT

A esterilizacdo comercial de liquidos para sistemas assépticos € caracterizada pela

utilizacdo de processos que preservam ao maximo as caracteristicas naturais do produto, ou

utilizando altas temperaturas por um curto espaco de tempo (HTST e UHT) ou sem
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aquecimento, como ocorre nos métodos ndo convencionais como pulso elétrico, alta-pressao e
membranas (BUCHNER, 1993; CHEN; GRANDISON; LEWIS, 2015). Entretanto, os
métodos térmicos de pasteurizacdo e esterilizagdo ainda sdo os mais utilizados, testados e
seguros.

Os processos utilizados para industrializacdo da dgua de coco incluem a esterilizacao
tradicional ou ultra high temperature (UHT) e a pasteurizacdo, que deve ser invariavelmente
acompanhada de refrigera¢do e/ou combinada com o uso de aditivos e conservantes (ABREU,
2005). Por estar classificada como alimento pouco &4cido, a esterilizacdo € o processo que
permite a comercializagdo da bebida sem refrigeracdo, porém resulta em maiores € mais
drasticas consequéncias aos atributos nutricionais e sensoriais. Processos convencionais
utilizados em grande escala pela industria de alimentos possuem a desvantagem de também
inativar e/ou destruir componentes benéficos presentes nos alimentos em consequéncia,
principalmente, do emprego do calor (FELLOWS, 2006).

Para atingir a esterilidade comercial de alimentos de baixa acidez (pH>4,5), como o
leite (pH > 6,0) e 4gua de coco (pH > 5,0), é necessario um tratamento térmico mais intenso,
ou seja, a esterilizacdo. Os processos de esterilizagdo que utilizam ultra alta temperatura
(UAT) tornaram-se tradicionais no tratamento de leite fluido, cujos bindmios variam de 135 a
150°C entre 1 e 10 segundos, tornando o produto comercialmente estéril com poucas
alteracdes fisico-quimicas e sensoriais. Estes tratamentos eliminam micro-organismos
deteriorantes e patogénicos, sendo o Clostridium botulinum o micro-organismo alvo desse
tipo de tratamento térmico em alimentos de baixa acidez (pH>4,5) (DRYER; DEIBEL, 1992;
BUCHNER, 1993).

A obtencdo do melhor bindmio tempo-temperatura ¢ o ponto fundamental para a
otimizacdo do método de esterilizacdo, de forma que garanta seguranca microbioldgica e
reducdo da atividade enzimdtica sem alteragdes sensoriais e nutricionais do produto
(MURASAKI-ALIBERTI et al., 2009; ROSA; ABREU, 2000).

Segundo Brasil (2009), dgua de coco esterilizada € a bebida obtida da parte liquida
do fruto do coqueiro (Cocus nucifera L.), ndo diluido e nao fermentado e que foi submetido a
um processo adequado de esterilizacdo "comercial _.

Teixeira, Teixeira e Souza (2005) afirmaram que a dgua de coco submetida a um
sistema de esterilizacdo comercial UHT (Ultra High Temperature), segue processo de
aquecimento iniciando na temperatura ambiente, eleva-se sua temperatura a 135°C por quatro

segundos e resfria-se em seguida a 25°C, adquirindo a condi¢c@o de esterilidade comercial.
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Grande parte da 4dgua de coco verde disponivel no mercado € industrialmente
submetida ao processo térmico Ultra High Temperature, combinada a adi¢do de conservantes
quimicos e posteriormente embalada assepticamente, de modo a reduzir a carga
microbioldgica para valores seguros ao consumo, evitar a coloragcdo rosada, que ainda € um
desafio para pesquisadores e para a industria, e outras alteracdes indesejaveis durante a vida
de prateleira. Nesse processo, a dgua de coco atinge temperaturas proximas a 140 °C
garantindo a condicdo de esterilidade comercial, o que permite a sua estocagem a temperatura
ambiente. Apesar do tempo de processo ser de apenas poucos segundos, a elevada
temperatura e os aditivos promovem alteracdes significativas nas caracteristicas sensoriais do
produto (ROSA; ABREU, 2000).

Abreu e Faria (2007) avaliaram a estabilidade fisico-quimica da 4gua de coco quando
processada termicamente entre 138 e 144 °C por 10 segundos, com adi¢do de dcido ascorbico
nas concentracdes de 0, 100 e 200 mg.L". Foram processados cinco lotes de dgua de coco em
pequena escala, fazendo-se a avaliacdo de sua estabilidade por trés meses. O tratamento
térmico a 139 °C/10 segundos e o uso de 200 mg.L" de 4cido ascérbico foram consideradas
as melhores condi¢des de processo para manter a estabilidade fisico-quimica da 4gua de coco
esterilizada e acondicionada assepticamente, enquanto a dgua de coco que ndo continha o
acido ascorbico apresentou uma coloraciao rosada imediatamente apds a saida do trocador de

calor.

3.5 Analise Sensorial

A andlise sensorial consiste em evocar, medir, analisar e interpretar reagdes das
caracteristicas dos alimentos que sdo percebidas pelo sentido da visdo, olfato, sabor e audi¢ao
(DUTCOSKY, 2007). Os métodos sensoriais sdo aqueles que possibilitam uma avaliacdo da
impressdao do individuo sobre a condi¢do do produto e de sua qualidade (CHITARRA;
CHITARRA, 2005). O sabor é uma resposta integrada as sensacdes do gosto e do aroma. O
gosto € atribuido aos compostos ndo-volateis presentes nos alimentos, tais como agucares,
sais, limoneno e &cidos, que conferem os gostos bdsicos conhecidos como doce, salgado,
amargo e dcido. O aroma € a resposta da presenca de substincias voliteis (FRANCO;
JANZANTTI, 2004).

De acordo com Stone e Sidel (1985), os métodos descritivos, tais como Perfil de

Sabor, Perfil de Textura e Andlise Descritiva Quantitativa sdo de grande utilidade na solucao
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de diversos problemas associados ao controle de qualidade, estudos de vida-de-prateleira,
desenvolvimento de novos produtos ou a interpretacdo das preferéncias dos consumidores.

Abreu et al. (2005) determinaram o perfil sensorial de amostras comerciais de dgua
de coco obtidas por diferentes processamentos (pasteurizagdo, esterilizacio UHT e
congelamento), utilizando a metodologia de andlise descritiva quantitativa e teste de
aceitacdo. Dentre os resultados da andlise descritiva quantitativa foram encontrados termos
como coloracdo encardida e aroma de dgua tOnica para a dgua de coco pasteurizada, aroma
putrido e sabor de coco passado para a dgua de coco esterilizada e sabor e aroma de ferrugem
para a dgua de coco congelada. Essas caracteristicas foram atribuidas tanto aos métodos de
extracao e de conservagao, quanto ao tempo de maturacao dos frutos utilizados.

Costa et al. (2005) verificaram a aceitacdo sensorial de dgua de coco obtida por
quatro diferentes métodos de conservacdo (refrigeracdo, congelamento, enchimento asséptico
e hot fill ). Comparando os valores médios para aceitacdo global, aparéncia, sabor e intencao
de compra, foi observado que a dgua de coco conservada pelo processo hot fill experimental,
que € o envase a quente da dgua de coco, apresentou as maiores médias para todos os
atributos avaliados.

Silva et al. (2003) avaliaram a estabilidade sensorial da dgua de coco submetida ao
processamento tipo Hot Pack onde a dgua de coco foi padronizada, envasada em garrafas de
vidro, foi submetida a um tratamento térmico a uma temperatura de 100°C por 10 minutos, e
em seguida foi resfriada a armazenada a temperatura ambiente. Os autores verificaram valores
da faixa de aceitacdo da escala, entre 6 e 9, que totalizaram 78,3% para 30 dias e 47% para
120 dias, mostrando uma boa aceitacdo até 90 dias e uma aceitacao razodvel para o final do

armazenamento.

3.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Quimiometria

Tradicionalmente, a espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) havia
sido compreendida apenas como uma ferramenta para a verificacdo de estruturas e para
analisar a pureza de substancias (SPRAUL et al., 2009), mas o interesse principal dos
quimicos organicos € a elucidacao estrutural de moléculas complexas, para isso a RMN é uma
ferramenta indispensdvel, contudo, o seu uso como técnica analitica expandiu-se apenas nos
ultimos 20 anos (NASCIMENTO, 2011)

A velocidade com que os espectros podem ser obtidos possibilita examinar vérias

amostras em pouco tempo, muitas vezes com a minima preparagdo da amostra e com
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excelente reprodutibilidade da técnica. Além de ser uma técnica ndo destrutiva, a RMN pode
detectar um grande nimero de compostos simultaneamente em uma unica medida
experimental (SPRAUL et al., 2009; NORD et al., 2004).

Trabalhos envolvendo a utilizagdo da RMN de 1H na qual se consegue discriminar, a
partir de espectros de RMN de 1H e utilizando-se quimiometria e diferentes tratamentos
estatisticos dos dados, sucos produzidos a partir de laranja, 4gua de coco tem sido relatado na
literatura (CUNY et al., 2007, PURKAYASTHA et al., 2012).

A quantificacio dos dcidos malicos, citricos e aspartico em sucos de: laranja, maca,
kiwi, péra, morango e abacaxi, e em pH especificos onde nao ocorre sobreposi¢cao dos sinais
desse compostos, também tem sido motivo de investigacdo (CAMPO et al., 2006). Possiveis
produtos de adulteracdo e/ou contaminagdo tém sido detectados utilizando-se técnicas de
RMN e algumas vezes em conjunto com outras técnicas. Por exemplo, a adulteragdao em
concentrados de suco de laranja com a adi¢do da dgua de lavagem dos frutos pode ser
detectada no espectro de RMN de 1H e quimiometria através da substincia dimetilprolina
(DMP) (LE GALL et al., 2001).

A 4gua de coco € uma matriz muito complexa e a sua composi¢do pode variar em
funcdo dos fatores de sazonalidade e regionalidade, dos processos de producdo, das condi¢des
de armazenamento e estocagem. Um método que pode ser empregado na andlise dos
diferentes produtos comerciais ¢ a RMN de 1H, tornando possivel em uma tnica medida a
observacdo de todas as substdncias presentes; levando-se em conta a possibilidade de
sobreposi¢cdo dos sinais. No entanto, frente a um nimero muito grande de espectros, tanto
pelo nimero de replicatas como pelo nimero de amostras, a comparacdo visual para a sua
discriminacdo torna-se bastante trabalhosa devido ao elevado nimero de informacgdes neles
contidos. O uso de programas estatisticos nos permite distinguir com clareza as sutilezas tanto
em relacdo a variacdo dos constituintes quimicos quanto a sua quantidade (DEFERNEZ;
COLQUHOUN, 2003).

A quimiometria € constituida de métodos matemaéticos e estatisticos que decompdem
dados multivariados complexos em dados simples e de mais facil interpretacdo, isso permite
uma melhor compreensdo das informagdes presentes em um banco de dados (PEDERSEN,
2002). Em vista do grande niimero de dados gerados para cada amostra, foram adotados os
métodos quimiométricos de andlise exploratdria e a calibracdo multivariada para tratamento
desses dados.

A andlise exploratoria € utilizada primeiramente para fazer uma avaliacdo inicial dos

dados e revelar quais amostras sdo semelhantes ou diferentes entre si através da visualizagdo
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de agrupamentos (NASCIMENTO, 2011), enquanto que, a principal tarefa da calibragdo
multivariada € estabelecer uma relacdo entre os espectros e os parametros de referéncia para
todas os tratamentos em um determinado conjunto de dados. Dentre as diferentes técnicas
quimiométricas exploratdrias e de calibracdo multivariada descritas na literatura a Andlise de

Componentes Principais que foi utilizada nessa pesquisa.

3.7 Bioacessibilidade

Compostos bioativos estdo presentes na dieta habitual do ser humano. Ha evidéncias
de que eles apresentam papéis na redugdo do risco de doengas crOnicas ndo-transmissiveis,
como o cancer ¢ as doengas cardiovasculares. Entretanto os efeitos dos compostos bioativos
na saide dependem das quantidades consumidas e da biodisponibilidade desses compostos.

A quantidade de compostos bioativos presente nos alimentos ndo reflete
necessariamente o teor absorvido e metabolizado pelo organismo. Assim, sdo necessdrias a
identificacdo e utilizacdo de biomarcadores de exposicdo apropriados para o melhor
entendimento dos principais processos individuais de biodisponibilidade desses compostos e
de seus metabdlitos. O entendimento dos fatores que levam a liberagdo dos compostos da
matriz do alimento, a extensdo da absorcdo e o seu papel real no organismo sio cruciais para
determina¢do dos seus mecanismos de acdo e da sua influéncia na promog¢ao e manutengdo da
saude humana.

Os compostos fendlicos t€m absor¢do varidvel, pois os polifendis apresentam uma
considerdvel diversidade estrutural, que influencia em sua biodisponibilidade. Acidos
fendlicos sdao facilmente absorvidos pelo intestino. Entretanto alguns flavondides que
apresentam alto peso molecu-lar, como as proantocianidinas, sdo pouco absorvidos.

As formas agliconas (livres de acucar) podem ser diretamente absorvidas pelo
intestino delgado. Entretanto muitos polifendis estdo presentes em alimentos na forma de
ésteres e glicosidios ou, ainda, polimeros que ndo podem ser absorvidos em sua forma nativa.
Essas substancias podem ser hidro-lisadas por enzimas intestinais ou pela microflora colonica
antes de serem absorvidas (SANTOS-BUELGA; SCALBERT, 2000)

Existem diversos fatores que influenciam a biodisponibilidade dos compostos
quimicos, uns que estdo relacionados com o composto em si, € que englobam a sua estrutura
quimica ou o seu grau de ionizacdo, e outros que ndo estdo diretamente relacionados com o

composto em si, mas sim com fatores como, a complexidade da matriz do alimento onde o
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composto se insere, o tipo e quantidade dos outros compostos ingeridos ou 0 maior ou menor
tempo do esvaziamento gédstrico ou de transito intestinal.

Muitos dos fitoquimicos ingeridos apresentam uma baixa biodisponibilidade,
especialmente quando comparados com os macronutrientes, devido ao fato de serem
reconhecidos pelo organismo como compostos xenobidticos (HOLST; WILLIAMSON, 2008).

Atualmente, os modelos de digestdo in vitro sio amplamente utilizados com o
objetivo de estudar, através da simulacdo das condigOes gastrointestinais, as alteracdes
estruturais, a digestibilidade e a libertacdo de compostos presentes nos alimentos. Estes
modelos compreendem, na sua generalidade, uma digestdo com pepsina géstrica a pH &cido,
seguida de uma digestdo com pancreatina e sais biliares em condi¢Oes ligeiramente alcalinas.
Contudo, existem diversos fatores que influenciam os resultados dos métodos de digestdo in
vitro, tais como as caracteristicas das amostras, atividade das enzimas, a composicao idnica,
os tempos de digestdo e stress mecanico aplicado. Todos estes agentes fazem com que ndo se
consigam resultados completamente iguais aos obtidos in vivo (HUR et al, 2011).

Diversos estudos tém sido efetuados para tentar estudar a estabilidade dos compostos
bioativos de vdérios sucos de frutas, as condicdes de digestdo gastrointestinal, tendo os
resultados obtidos, por este tipo de metodologia, sendo os resultados um pouco controversos,
na medida em que, dependendo do fruto, existem autores que sugerem a existéncia de
alteracOes significativas apds a digestdo in vitro ( BOUAYED et al, 2011; PAVAN et al,
2014), na digestdo simulada in vitro para suco de maca e suco de mamao, enquanto outros
nao o verificam (ODRIOZOLA-SERRANO et al., 2009; RODRIGUEZ-ROQUE et al, 2014;)

em suco de tomate e suco de laranja, respectivamante.
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CAPITULO 1

EFEITO DAS CONDICOES DE PROCESSO UHT E USO DE ADITIVOS NAS
CARACTERISTICAS ENZIMATICAS, FISICO-QUIMICAS E DE COR DA AGUA
DE COCO.

RESUMO

Prolongar a vida de prateleira da 4gua de coco, sem modificar o seu sabor e propriedades de
cor, sensoriais e nutricionais € um desafio para a industria. As tecnologias de processamento e
conservacgdo aplicadas permitem o aumento da vida de prateleira do produto, como exemplo a
esterilizacdo UHT (Ultra High Temperature) e a associagdo com uso de aditivos que
contribuem para minimizar as alteracdes sensoriais. O presente capitulo foi subdividido em
quatro experimentos, sendo seus objetivos: (1) Avaliar o efeito do processamento UHT na
atividade enzimdtica e na mudanga de cor da 4gua de coco; (2) analisar o uso de &cido
ascorbico e de metabissulfito de s6dio nas caracteristicas fisico-quimicas, enzimdticas e de cor
da 4gua de coco esterilizada e (3) investigar a regeneracdo da atividade enzimética e o
surgimento da cor rosada em dgua de coco UHT adicionada ou nio de sulfito no decorrer de
28 dias e (4) avaliar sensorialmente amostras esterilizadas por UHT e atribuir descritores que
caracerizassem o produto. Para o experimento 1, foram avaliados quatro diferentes
tratamentos (142, 138, 120 e 110°C, os dois ultimos caracterizando subprocessamento) e
realizadas anélises de atividade das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) e de
cor (L*, a* e b*). Os resultados indicaram que a dgua de coco in natura apresentou maiores
valores de atividade para ambas as enzimas, tendo seus valores reduzidos cerca de 80% apds
0 processamento térmico, bem como exibiu menores valores de b* (-1,19), com menor
tendéncia ao amarelo. O tratamento a 120°C apresentou maiores valores médios no parametro
a* (0,53), com tendéncia para a o vermelho. No experimento 2, a 4gua de coco foi extraida e
submetida a esterilizacio UHT, a qual foi formulada com 4cido ascérbico (200 mg. L) e
metabissulfito de sédio (30 mg. L™), apds o processamento, sendo avaliados os pardmetros:
pH, acidez tituldvel, s6lidos soldveis, cor e atividade enzimética da polifenoloxidase (PPO) e
peroxidase (POD). A dgua de coco adicionada de 4cido ascorbico apresentou maior valor b*
(0,09), exibindo uma cor amarela no produto. A utilizacdo de 4cido ascorbico e metabissulfito
de sddio reduziu cerca de 85% da atividade de POD e PPO. O processo de esterilizacao
associado ao uso de aditivos diminuiu a acao destas enzimas. Com relacdo ao experimento 3,
foram analisados quatro tratamentos com dois diferentes bindmios tempo X temperatura
(136°C/8s e 110°C/8s), na presenca e na auséncia do aditivo sulfito. As andlises de pH, SST,
enzimas polifenoloxidase e peroxidase, turbidez, cor e quantidade de sulfito foram avaliadas a
cada 7 dias, durante 28 dias. Notou-se que as amostras tratadas a 110°C/8s e sem a adi¢cdo de
sulfito apresentaram coloracdo rosada logo apds 24 h de processamento. A cor rosada
apresentada na dgua de coco subprocessada ndo se relacionou a atividade enzimatica, € o
metabissulfito de sdédio mostrou evitar o aparecimento dessa coloracdo na condi¢do de
esterilizacdo e subprocessamento (110°C/8s). Para o experimento 4 foram utilizados dois
bindmios de esterilizagdao (135°C/9s e 142°C/4,1s) e comparados com o tratamento controle.
Observou-se que niao houve diferenca estatitica entre o tratamentos esterilizados por UHT,
com média de 5,00 e 5,17, respectivamente. Vinte termos descritores foram definidos para
aroma e sabor.

Palavras- chave: Ultra High Temperature; Cocus nucifera, L.; Polifenoloxidase;
Peroxidase.
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1.1 INTRODUCAO

A égua de coco in natura deve ser logo consumida apds abertura do fruto. Depois da
abertura do fruto iniciam os processos de deterioragdo que comprometem, principalmente, a
cor e o sabor da dgua de coco (ARAGAO et al., 2001).

Considerando que o processamento em escala industrial requer, entre outras
condicdes, produtividade com baixo custo e boa qualidade do produto final, a esterilizacao
apresenta-se como uma tecnologia potencialmente eficiente na obtencdo de produtos de fruta.
As industrias que processam coco verde para obtencdo da dgua tém enfrentado problemas de
origem enzimdtica e/ou microbiolégica que mudam as caracteristicas sensoriais e a
palatabilidade do produto (HOFFMANN et al., 2002). Pode-se considerar que os principais
problemas de conservagdo da dgua de coco sdo o aparecimento de turvacao, formagdo de uma
coloragdo rosada ou amarelada e alteracdo de sabor.

O surgimento dessa coloracdo rosada durante a estocagem € o grande problema
encontrado pela industria. Rosa e Abreu (2000) e Cabral (2002) creditaram o surgimento da
cor rosada a atividade enzimdtica ou reacdes ndo enzimaticas, além da incorporacdo de
oxigénio durante o processamento. Garcia et al. (2007) afirmaram que a cor rosada em dgua
de coco se deve a reacdes enzimaticas causada pela atividade da enzima PPO e ao contato
com metais, como o cobre, ji que este é cofator capaz de catalisar as reacOes de
escurecimento. J4 Damar (2006) informou que a formacdo de cor rosa em dgua de coco
armazenada é possivelmente devida a aeragdo e aquecimento acelerado, e o autor observou,
também, que o dcido ascOrbico e metabissulfito estabilizam a cor, atrasando o surgimento da
cor rosada, revelando que o surgimento dessa cor devido a acdo microbiana ou enzimatica €
improvavel, pois a ebulicdo da dgua de coco ndo evitou a formacgdo de cor de rosa.

Neste trabalho objetivou-se avaliar o efeito da temperatura de processamento UHT
com uso de diferentes bindmios tempo x temperatura, relacionando-os as caracteristicas de
atividade enzimatica e cor, bem como a analise sensorial das amostras tratadas termicamente,
verificar o efeito da adicdo de aditivos acido ascOrbico e do metabissulfito de s6dio como
antioxidantes, além de investigar a mudanca de cor e regeneracdo de enzimas na dgua de coco

com e sem metabissulfito de sédio, durante 28 dias.
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1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Material

Cocos verdes (Cocus nucifera, L.) entre 6 e 7 meses de maturacdo foram colhidos
em Paraipaba, Estado do Ceard, Brasil. Os aditivos utilizados (metabissulfito de sédio e dcido
ascorbico) foram da marca VETEC. Foram utilizadas garrafas de vidro e garrafas de
polietileno tereftalato (PET), de 212 mL, com tampa rosquedvel de polipropileno (PP) de

28mm com liner.

1.2.2 Processo UHT (Ultra High Temperature)

Foi utilizado equipamento esterilizador, interligado a chiller de dgua gelada e a
unidade de envase asséptico, conforme descrito na etapa de ‘esterilizagdo UHT _, de acordo
com o fluxograma de processo apresentado na Figura 1. A unidade de esterilizag¢do utilizada
para os experimentos € a existente no Laboratorio de Processos Agroindustriais na Embrapa

Agroindustria Tropical.

1.2.2.1 Descricao das etapas de processo de esterilizacao de agua de coco:

Recepcdo: Os cocos foram descarregados manualmente e permaneceram sob temperatura

ambiente, até 0 momento do processamento.

Lavagem e sanitizacdo: Os cocos foram enxaguados com dgua potdvel para retirada das

sujidades maiores, utilizando-se escova quando necessario. E, posteriormente, foram imersos
. c 1. ~ . . Z1: -1

em tanque de aco inoxiddvel contendo solug¢do de hipoclorito de s6dio com 100 mg.L™ de

cloro ativo, permanecendo imersos de 15 a 20 minutos.

Extracdo da dgua: Os cocos foram abertos com mdquina contendo lamina acionada por
dispositivo pneumadtico, para corte lateral dos cocos até expor a parte branca (endosperma
s6lido) e se necessdrio abertura do mesocarpo manualmente com faca inox, e entdo a dgua de
coco foi escorrida.

Filtracdo: Foi realizada em tecido de poliéster para reter fragmentos de casca, residuos ou

fibras provenientes da casca ou polpa incorporados a d4gua de coco.
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Formulagdo / padronizacdo: A formulacdo e padronizagdo da dgua de coco seguiram as
recomendacdes de Abreu (2005), sendo os sélidos soliveis ajustados com frutose para 6,0
Brix, se necessdrio, e com adi¢do dos aditivos sulfito ou dcido ascorbico, de acordo com cada

tratamento planejado.

Figura 1 - Fluxograma de processamento e envase da dgua de coco.

Recepciio dos cocos verdes

Lavagem' Higienizagio (100
ppm de solugdo cloradz)

Extracio da dpua
Apua de coco in hatura
Filtracio

Formulacio — adicio de
antioxidants e zjuste do “Brix

Esterilizacio UHT

A Embalagens samitizadas
(acido peracético 19%)

Armazemamenty ambisnte
(282"

Fonte: A autora (2013).

Esterilizacdo / resfriamento: O esterilizador foi um trocador de calor tubular, com vazao
nominal de 20 L/h, da marca Armfield, modelo FT74, ilustrado na Figura 3.

O resfriamento da dgua de coco foi realizado na sequéncia do trocador de calor, utilizando um
sistema de refrigeracdo que faz recirculacio de dgua gelada (chiller) da marca Armfield FT63.
Acondicionamento/ Armazenamento: Foi realizado em uma cdmara de fluxo laminar
vertical, marca Armfield modelo FT 83, contendo filtro microbiolégico HEPA de alta
eficiéncia (Figura 2), sendo dada atengdo especial a limpeza e higiene das embalagens a fim

de evitar recontamina¢do do produto. Foram utilizadas embalagens de polietileno tereftalato
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(PET) ou garrafas de vidro, volume 212 mL, previamente higienizadas com soluc¢io de acido
peracético 1%, fechadas com tampa rosquedvel, também sanitizadas com solu¢do de acido
peracético a 1%, seguido de enxdgiie com dgua esterilizada, de acordo com Abreu (2005).
Cada garrafa recebeu uma identificacdo referente a ordem de acondicionamento, bindmio

utilizado e data de processo. O armazenamento ocorreu sob temperatura ambiente (28+2°C).

Figura 2 - Trocador de calor Armfield FT 74 e camara de fluxo laminar FT 83.
\ = \7 77',,; P .

Fonte: A autora (2015).

1.2.3 Experimentos de processo UHT em agua de coco

Foram realizados quatro experimentos, baseados em testes preliminares, sendo eles:

- Experimento 1: Avaliacdo do efeito da temperatura na atividade enzimadtica e na
mudanca de cor em dgua de coco.

- Experimento 2: Avaliacdo do efeito do uso de aditivos nas caracteristicas fisico-
quimicas, enziméticas e de cor rosada em dgua de coco apds processo térmico.

- Experimento 3: Avaliacdo do efeito do processamento térmico e do uso de sulfito
no controle da atividade enzimatica e no surgimento da cor rosada na dgua de coco durante
28 dias

-Experimento 4: Anélise sensorial da d4gua de coco esterilizada por UHT.

Em testes preliminares, observou-se o aparecimento da colora¢io rosada na dgua de
coco em temperaturas na faixa de 100 a 120°C (subprocessadas no esterilizador UHT). Entao,
foi decidido realizar experimentos utilizando temperaturas de subprocessamento (110°C e
120°C) e de esterilizacao propriamente dita (138°C e 142°C), a fim de observar surgimento de

cor rosada e sua associacdo com a atividade enzimatica e o tratamento térmico.
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Verificou-se que a d4gua de coco subprocessada apresentou a cor indesejavel. Com o
objetivo de investigar o uso de aditivos na inibicdo ou retardo do surgimento da cor, foi
realizado o experimento 2 e observado que o tratamento com metabissulfito apresentou
menores variacdes de cor, uma vez que o tratamento com acido ascorbico revelou amostras
amareladas no decorrer o tempo. Com a ado¢do do metabissulfito de sédio como aditivo,
planejou-se o experimento 3, que teve como finalidade avaliar o uso do metabissulfito de
s6dio na temperatura de subprocessamento e na temperatura de esterilidade UHT (definida em
planejamento DCCR) e verificar a mudancga de cor e a regeneracdo da atividade enzimatica ao
longo do tempo (28 dias). As amostras subprocessadas tratadas sem metabissulfito
apresentaram a cor rosada, evidenciando que o aditivo inibiu o aparecimento da cor rosa. O

esquema dos experimentos estd ilustrado na Figura 3.

Figura 3 - Esquema da sequéncia dos experimentos 1, 2 e 3 realizados na dgua de coco.
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1.2.3.1 Experimento 1: Avaliagcdo do efeito da temperatura na atividade enzimdtica e na

mudanca de cor em dgua de coco

Foi planejado para o experimento 1, um delineamento inteiramente casualizado com

quatro bindmios tempo x Temperatura diferentes (Tabela 1), dos quais dois tratamentos (138
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e 142°C) sdo adequados para a esterilizacdo comercial, com Fo (letalidade de processo) maior
que 3 minutos a 121,1°C, e dois tratamentos considerados como subprocessamento (110
e 121°C) em que a letalidade de processo foi menor que 3 minutos a 121°C. As andlises foram

realizadas apOs 24h de armazenamento a temperatura ambiente (28°C £ 2°C).

Tabela 1 - Descricao das condi¢des de trabalho para avaliar o efeito da temperatura na
atividade enzimatica da 4gua de coco.

Temperatura (°C) Tempo (s) Fop (min.)

110 4,1 0,005
120 4,1 0,05
138 5,7 4,6
142 4,1 8,4

Fonte: A autora (2013).

A letalidade de processo foi calculada de acordo com Smith (2003) (Equacdo 1),
onde T é a temperatura de processo, Trs, € a temperatura de referéncia de 121,1°C, e z
representa o intervalo de temperatura que ocasiona uma variacdo de 10 vezes na velocidade
de destruicdo, considerado como referéncia os esporo de Clostridium botulinum, cujo Z = 10

°C (FDA, 2007).

r—.] [y
Letalidade de processo =10 = =10 v

(Equagao 1)

Considera-se tratamento de esterilizacio UHT quando a amostra é submetida a
temperaturas superiores a 130°C, levando em consideracdo a taxa de letalidade do processo
(Fo) que deve ser maior ou equivalente a 3 minutos de processo a 121,1°C. Este é minimo
exigido para evitar a possibilidade de sobrevivéncia de esporos de Clostridium botulinum, que
€ a bactéria patogénica de referéncia em produtos esterilizados de baixa acidez, como a dgua
de coco. As temperaturas de 110 °C e 120 °C foram testadas para avaliar o comportamento do
produto, ndo sendo considerada uma condi¢do de esterilidade, pois em testes preliminares
feitos em temperaturas inferiores a 120°C, ocorreu mudanca de cor com formagdo de cor
rosada apds um dia de estogem em temperatura ambiente.

A escolha dos bindmios foi baseada em testes preliminares, utilizando temperaturas
que variaram de 100°C a 142°C, sendo observado que durante a estocagem, em tempo
variando de um a quinze dias, a 4gua de coco processada apresentou coloragcdo rosada quando

processada em temperaturas menores que 120°C, no entanto, em temperaturas mais elevadas
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de processo UHT (acima de 130°C), evitou-se a formacdo de cor rosada.. O experimento foi
realizado em trés repeticdes de processamento, com intervalo aproximado de um més, sendo
que em cada repeti¢do os cocos foram colhidos cerca de dois dias antes do processo, sempre
provenientes de Paraipaba ~ CE, da mesma regido, buscando-se evitar variacdes de variedade

ou regido de colheita.

1.2.3.2 Experimento 2: Avaliagdo do efeito do uso de aditivos nas caracteristicas fisico-

quimicas, enzimdticas e de cor rosada em dgua de coco apdos processo térmico

Para este experimento a temperatura de esterilizagdo UHT e o tempo de retencao
foram padronizados em 138°C/4,1s (Fo = 3,5 min) a fim de observar somente o efeito do uso
dos aditivos. Foram utilizados quatro tratamentos, sendo um controle e trés com a mesma
intensidade de tratamento térmico UHT, variando em cada tratamento térmico somente a
adicdo de antioxidantes, conforme Tabela 2. Realizou-se a formulacdo através da adicao de
dcido ascérbico (200 mg.L") e sulfito (30 mg.L™") que aconteceu imediatamente antes do
tratamento térmico nas proporc¢des indicadas. A temperatura de esterilizacdo UHT e o tempo

Foram realizadas anélises de pH, s6lidos soldveis, acidez, atividade das enzimas
polifenoloxidase e peroxidase, cor (L*, a*, b*) em todos os tratamentos. As amostras foram

mantidas armazenadas a temperatura ambiente (28°C +2°C) .

Tabela 2 ~ Tratamentos utilizando antioxidantes acido ascOorbico ou metabissulfito de sddio

Com uso de aditivo**

Tratamentos Bin6mio Concentracao do aditivo
T1 Controle ( in natura) 0
T2 138 °C/4,1s 0
T3 138 °C/4,1s 30 mg L de sulfito*
T4 138°C/4,1s 200 mg.L"! de 4cido ascorbico

*expresso como SO, residual
Fonte: A autora (2013).

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A avaliagdo
estatistica do experimento 2 foi feita por andlise de variancia e com teste de Tukey a 5% de

significancia para verificar se houve ou ndo diferenca significativa entre os tratamentos.
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1.2.3.3 Experimento 3: Avaliagdo do efeito do processamento térmico e do uso de sulfito no
controle da atividade enzimdtica e no surgimento da cor rosada na dgua de coco durante 28

dias de armazenamento sob temperatura ambiente.

Foram testados quatro tratamentos, com bindmios de 110°C/8s e 136°C/8s, com e
sem adicao de sulfito, com o objetivo de verificar se ocorria a regeneracdo da atividade
enzimdtica e a mudanca de cor no periodo avaliado (28 dias). Os tratamentos foram

denominados de A, B, C e D, conforme Tabela 3.

Tabela 3- Condi¢Oes e denominacdes dos tratamentos de d4gua de coco analisadas.

Tratamentos Bin6mio Teor de metabissulfito
(mg.L™)
A ~ Sem sulfito 136°C/8s 0
B - Com sulfito 136°C/8s 40
C ~ Sem sulfito 110°C/8s 0
D - Com sulfito 110°C/8s 40

A temperatura de 136°C/8s foi escolhida nesta pesquisa porque foi a que mais se
aproximou do ponto central definido em planejamento DCCR (capitulo 2) e a concentragdo
de metabissulfito de sédio (40 mg.L™), foi aplicada para testar um valor préximo ao maximo
permitido pela legislagio (50 mg.L™"). A utilizacio da temperatura de 110° C, que é
insuficiente para se atingir a esterilidade comercial, foi utilizada como forma de obter
resultado positivo para alteracdo de cor (formacdo de cor rosada) no armazenamento, €
comparar os resultados deste tratamento com o0s outros, com foco principal na atividade
enzimdtica. O sulfito foi utilizado para complementar o experimento anterior e verificar se o
uso desse aditivo era eficiente para retardar ou evitar o aparecimento da cor rosada em
condi¢cdes de subprocessamento UHT (110°C/8s), o qual ja se esperava a formacdo de cor
rosa.

A 4gua de coco processada por UHT foi armazenada sob temperatura ambiente
(28+2°C), protegida da luz. A cada 7 dias, durante 28 dias, os tratamentos (A, B, C e D)
foram avaliados através de determinacdes quimicas e fisico-quimicas. Andlises de pH, s6lidos
solaveis, cor (L*, a*, b*), atividade das enzimas polifenoloxidase e peroxidase, teor de sulfito
e turbidez foram realizadas objetivando avaliar principalmente a ocorréncia de mudanca de
cor e regeneracdo da atividade enzimatica nos tratamentos no decorrer do tempo.

Para o experimento 3 a andlise estatistica foi feita avaliando a média e o desvio

padrao entre os tempos e tratamentos.
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1.2.3.4 Andlise Sensorial da dgua de coco esterilizada por UHT

A aceitacdo sensorial da dgua de coco foi realizada no dia seguinte apds o
processamento, por 52 provadores ndo treinados que julgaram o nivel de aceitacdo dos atributos
aroma, sabor e impressdo global.

A 4gua de coco foi processada em sistema de esterilizacdo UHT de acordo com o
descrito no item 1.2.2.1, de forma a ter os tratamentos:

- controle: 4gua de coco in natura;

- dgua de coco, processo UHT a 136°C/9s

- dgua de coco, processo UHT a 142 °C/4,1s

Utilizou-se o teste de escala hedonica estruturada de nove pontos, onde 9 significava a
nota de valor méaximo ‘gostei extremamente_ e 1 a nota de valor minimo desgostei
extremamente _ de acordo com metodologia descrita por Meilgaard, Civille e Carr (1991), para
identifica¢do das caracteristicas mais aceitas € menos aceitas da dgua de coco, visando melhorias
no desenvolvimento do produto.

Também foi utilizada uma Anélise Descritiva dos atributos de aroma e de sabor
(Free Listing), onde era solicitado ao consumidor que listasse espontaneamente todos os
atributos sensoriais que caracterizam a agua de coco, segundo metodologia de Hough e
Ferraris (2008).

A escolha dos tratamentos se deu devido as taxas de letalidade (FO) estarem acima do
tempo estimado (3 minutos) (PFLUG, ODLAUG, CHRISTENSEN, 1985), excetuada a
amostra controle, que ndo sofreu tratamento térmico.

Amostras de cada tratamento de dgua de coco resfriadas entre 12°C e 14°C, foram
servidas em tacas de vidro, contendo cerca de 25 mL do produto, codificadas com trés digitos
aleatorios. Os provadores avaliaram individualmente as amostras de cada tratamento, gerando
os termos descritivos de forma livre, ou seja, os atributos percebidos na amostra (Free
Listing), ocorrendo assim o levantamento de atributos, em que houve o desenvolvimento da
terminologia descritiva das amostras.

No segundo momento, de posse desses termos gerados, foi realizada uma reunido
com uma equipe de 13 provadores treinados, habituados a participar de sessdes de analise
descritiva quantitativa, constituidos de funcionarios da Embrapa Agroindustria Tropical. A
equipe eliminou os termos sindnimos e irrelevantes, ocorrendo assim uma escolha de termos

que melhor se adequaram ao aroma e sabor das amostras analisadas.
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A andlise aconteceu em trés sessdes com a equipe de 13 julgadores selecionados e
treinados e a sessdo foi conduzida em cabines individuais e luz branca.

Para a andlise estatistica dos dados utilizou-se a andlise de varidncia (ANOVA) com
comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de significancia por meio do programa

estatistico Fizz.

1.2.4 Anadlises quimicas, fisico-quimicas, enzimdticas e cor

1.2.4.1 pH

Foi medido conforme metodologia da AOAC (1995). Acidez tituldvel e sélidos

soliveis (SS) de acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

1.2.4.2 Polifenoloxidase:

A atividade de polifenoloxidase (PPO) foi realizada de acordo com o método
desenvolvido por Ponting e Joslyn (1948) e adaptada por Campos et al. (1996). O método
utiliza catecol como substrato. Em uma cubeta de pldstico para espectrofotdmetro de percurso
optico de 10 mm, foram colocados 2,30 mL de solu¢do tampao fosfato 0,2 M (pH 7,0) com
0,7 mL de catecol 0,2 M. A mistura foi entdo colocada em banho maria a 25 °C durante 10
min. Em seguida, foi acrescentado 1,0 mL de dgua de coco que foi agitada, e a leitura a 425
nm foi realizada em espectrofotometro. A absorbancia foi registrada no tempo zero e 10

minutos.

1.2.4.3 Peroxidase

A atividade da peroxidase (POD) foi realizada pelo mesmo método adaptado por
Campos et al. (1996). O método utiliza o guaiacol como substrato e peréxido de hidrogénio
(H2,0,) como um catalisador para reacdo. Em uma cubeta descartdvel de pldstico para
espectrofotometro de caminho 6tico 10 mm, foram colocados 2,3 mL de tampao de fosfato
0,2 M (pH 5,0) com 0,5 mL de guaiacol 0,5 g/L e 0,2 mL de per6xido de hidrogénio 0,1%. A
mistura foi colocada em banho maria a 35°C durante 10 min. Em seguida, 1,0 mL de 4gua de
coco foi adicionada e a leitura feita em espectrofotdometro a 470 nm. A absorbancia foi

registrada no tempo zero ¢ 10 minutos.
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Para a andlise das duas enzimas, a referéncia é fornecida em um branco substituindo
agua de coco por dgua destilada. A unidade de atividade enzimética € definida como U que é
a quantidade de enzima que provoca uma alteracdo na absorbancia de 0,001 por minuto. Os
resultados foram expressos em UAE.mL'. O pH dos tampdes utilizados para ambas as
enzimas estava de acordo com estudos prévios, que encontraram o pH Otimo para

polifenoloxidase e peroxidase.

1.2.4.4 Cor

As medidas de cor foram realizadas em Colorimetro Konica Minolta, modelo CR
400. Foti utilizado o sistema de cor CIE lab, com iluminante D65, angulo do observador de
10°. Para as medidas de cor, foram determinados os seguintes parametros: L* -
Luminosidade, que varia de O (preto) a 100 (branco); a* - cromaticidade, que varia de +a*

(vermelho) a ~ a*(verde); e b* - cromaticidade, que varia de +b* (amarelo) a “b* (azul).

1.2.4.5 Turbidez

Foi medida através de Turbidimetro digital de bancada Tecnopon TB-1000.

1.2.4.6 Sulfito

A andlise quantitativa de sulfito foi efetuada com uso do método M-W otimizado,
conforme indicado no método 990.28 da AOAC (2006). Foi montado um aparato em que a
amostra de dgua de coco reagia com acido cloridrico sob aquecimento durante duas horas, na
presenca de fluxo de nitrogénio a baixa vazdo. Os gases de enxofre formados foram
condensados e colhidos em baldes com peréxido de hidrogénio 3%, resultando em é&cido
sulfarico (H,SO4). Essa solugdo resultante foi titulada com hidréxido de sédio e efetuado o
célculo para expressao do resultado de sulfito contido na amostra.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata.
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Experimento 1: Avaliacdo do efeito da temperatura na atividade enzimdtica e na

mudanca de cor em dgua de coco

Os resultados dos valores médios de atividade das enzimas polifenoloxidase e
peroxidase de cada tratamento estdo apresentados na Tabela 4.

A agua de coco in natura (sem tramento térmico) apresentou maiores valores médios
para ambas as enzimas, € pode-se observar que o tratamento térmico provoca a diminui¢do da

atividade enzimatica.

Tabela 4 - Médias das atividades enzimdticas em diferentes temperaturas, 24h apds
processamento UHT.

Polifenoloxidase (UAE.mL™") Peroxidase (UAE.mL™")
Tratamento 24h 24h
In natura 9,76 + 12,70 13,21+ 21,56
110 °C/4,1s 1,41 £0,28 0,56 +£0,97
120 °C/4,1s 0,28 £0,41 0,40 £ 0,69
138 °C/5,7s 0,03 £ 0,05 0,29+ 0,23
142 °C/4,1s 0,36 + 0,62 0,10 +£0,08

Fonte: Elaborado pela autora (2013).
Média de trés repeticdes + desvio-padrao.

A peroxidase apresentou valor mais elevado que a polifenoloxidase, sendo o desvio-
padrdo elevado devido ao fato de a dgua de coco ser proveniente de diferentes periodos de
colheita em cada repeticao. O tratamento UHT (138°C/5,7s e 142°C/4,1s) inibiu a atividade
das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD), para valores préximos aos limites
de deteccao do método, que foi 0,07 e 0,12 para a POD e PPO, respectivamente.

Embora nio se tenha observado diferenca entre os tratamentos UHT, o bindmio
138°C/5,7s apresentou menores valores médios de PPO, enquanto o tratamento utilizando o
bindmio de 142°C/4,1s foi o que apresentou menor atividade para a enzima peroxidase.

Os resultados da inativacdo térmica da PPO e da POD estdo de acordo com o que foi
reportado na literatura, onde alguns autores verificaram que o tratamento térmico para
inativacdo da enzima peroxidase na dgua de coco verde, sO € eficiente acima de 90°C
(CAMPOS et al., 1996). A 4gua de coco in natura apresentou maiores valores médios (9,76
UAE.mL") quando comparadas aos tratamentos processados termicamente, que exibiram

valores inferiores (0,03 a 1,41 UAE.mL™) préximos ou abaixo do limite de quantificacdo . O
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aparecimento da cor rosa neste experimento, ndo estd associado a atividade enzimatica, visto
que os tratamentos que apresentaram essa coloracdao (110°C e 120°C) exibiram atividade
enzimdtica similar quando comparadas as amostras ndo rosadas (Figura 4). Esses resultados
diferem da indicacdo de Rosa e Abreu (2000) e Abreu (2005), que associaram a cor rosada
como possivelmente devido a atividade das enzimas.

Os resultados dos parametros de cor (L*, a*, b*), estdo expressos na Tabela 5.

Tabela 5 ~ Parametros de cor da dgua de coco 24 horas apds processamento

Tratamentos L* a* b*

In natura 28,45 + 1,10 -0,09° + 0,12 -1,19* + 0,08
110 °C/4,1s 27,87 + 2,65 0,29* + 0,31 -0,15* + 0,20
120 °C/4,1s 28,87 +2,52 0,53 + 0,32 -0,16* + 0,90
138 °C/5,7s 28,90° + 1,57 0,12** + 0,19 -0,52* + 0,36
142 °C/4,1s 29,37 + 1,99 0,15® + 0,25 0,07* + 1,04

Fonte: Elaborado pela autora (2013).
Letras diferentes seguindo as médias indicam diferenca significativa em teste de Tukey (p < 0,05).

Para os tratamentos realizados apds 24 horas de processamento, o valor de
L*(luminosidade) variou de 27,87 a 29,37, ndo sendo verificada diferenca estatisticca entre os
tratamentos avaliados.

As amostras tratadas a 110°C e 120°C apresentaram maiores valores médios no
parametro a* (0,29 e 0,53), com tendéncia para a o vermelho (Figura 4). Esse resultado pode
ser confirmado pelo aparecimento da cor rosada que surgiu na 4gua de coco.

Embora ndo tenha apresentado diferenca significativa, o parametro b* (do azul ao
amarelo) variou de 0,07 (para o tratamento de 142°C/4,1 s) a -1,19 (para a 4gua de coco in
natura) que apresentou menores valores de coordenada b* e consequentemente, menos
tendéncia a cor amarelada. Esse comportamento era esperado, visto que a alteragdo de cor
para o amarelo acontece com maior frequéncia em amostras submetidas ao processamento
térmico. Observou-se nesse experimento que os tratamentos de dgua de coco subprocessada
(110°C e 120°C) apresentaram coloracdo rosada, enquanto amostras esterilizadas por UHT
tenderam para o amarelo, com leve oxidagdao da amostra. Este estudo sugere que temperaturas
de 100 a 120°C contribuem para o surgimento dessa cor, apontando para uma provével reacao
quimica para formar o pigmento cor de rosa, entretanto ndo foi possivel associar a alteragdo

de cor a atividade das enzimas PPO ou POD.
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Figura 4 ~ Coloragdo da dgua de coco 1, 2 e 9 dias apds o processo UHT nos quatro diferentes
bindmios e armazenada a temperatura ambiente (28°C + 2°C)

1 dia ap6s processo UHT

’—;l:lq

4
9 dias apo6s processo UHT
Fonte: A autora (2013).

1.3.2 Experimento 2: Avaliacdo do uso de aditivos nas caracteristicas fisico-quimicas,

enzimdticas e de cor rosada em dgua de coco submetida a processo térmico UHT

Os resultados das anélises fisico-quimicas sdo apresentados na Tabela 6, podendo ser
observado que o uso de aditivos ndo influenciou as medidas de pH e sélidos solaveis. O pH
variou de 5,0 a 5,2 e os sélidos soliveis oscilaram entre 6,15° e 6,35 °Brix, estando os valores

em conformidade com a legislacdo brasileira para dgua de coco esterilizada (BRASIL, 2009).
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Tabela 6- Resultados das andlises fisico-quimicas e enzimdticas da dgua de coco UHT tratada
com antioxidantes*.

Atividade
enzimatica Cor
SS Acidez (UAE.mL™Y)
Tratamento pH (°Brix) (2.100mL"

PPO POD L*  a*  b*
In natura 5,05 6,25 0,15° 5,00 12,10  30,2* 0,05 -0,54°
138°C/4,1s 520 6,15 0,13° 1,47° 1,12°  29.23* 0,28 0,02°
138°C/4,1s com sulfito'  5,05*  6,30° 0,11° 0,15¢ 2,20°  29.75% 0,03° 0,00°
138°C/4,1s com AA? 5,00° 6,35 0,13° 0,98° 1,94° 2935 0,11° 0,09°

Fonte: Elaborado pela autora (2013).
*As médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).'30 mg. L™ de sulfito; >AA ~ 4cido ascérbico 200 mg. L™

Quanto a acidez tituldvel, foi verificado que a dgua de coco sem tratamento térmico
(in natura) apresentou maior valor médio (0,15 g.100 mL'l), diferenciando-se
significativamente (p<0,05) dos demais tratamentos (UHT e UHT com aditivos).
Possivelmente houve degradacdo do dcido madlico pelo calor, corroborando com menores
valores de acidez. A 4gua de coco dos trés tratamentos UHT avaliados encontram-se em
conformidade com a legislacdo brasileira para d4gua de coco esterilizada (BRASIL, 2009).

Os resultados de atividade enzimdtica indicaram maior valor médio para a dgua de
coco in natura, exibindo diferenca significativa (p<0,05) quando comparada com os
tratamentos UHT. A d4gua de coco in natura apresentou maior atividade para a
polifenoloxidase, enquanto o tratamento com sulfito (138°C/4,1 com 30 mg. L' de sulfito)
revelou menores médias, sugerindo que a utilizacdo deste aditivo associada a esterilizagdo
diminuem significaivamente a atividade da PPO. Para a atividade da enzima peroxidase a
dgua de coco in natura também apresentou maior média (12,10 UAE.mL") com diferenca
significativa diante dos demais tratamentos, evidenciando que o tratamento térmico UHT,
independente do uso de aditivos inativa quase totalmente a atividade da enzima oxidativa
peroxidase. A diminui¢do da atividade das enzimas apds uso da temperatura de esterilizagdo
era esperada, uma vez que o calor em alta intensidade desnatura enzimas e inibe a agdo
enzimatica.

Para os parametros de cor, os valores de L* variaram de 30,20 (4gua de coco In

natura) a 29,23 (4gua de coco esterilizada a 138°C/4,1s). A amostra controle apresentou
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maior luminosidade, pois ndo sofreu com reacdes de escurecimento ocorridas em processo
térmico.

Observou-se com relacdo a coordenada a* que o maior valor médio foi de 0,28 para
a dgua de coco esterilizada por UHT (138°C/ 4,1s) sem adicdo de antioxidante, apontando que
o uso de aditivos retarda a mudanca de cor em dgua de coco, que apresentou menor de
coordenada a* para o tratamento que utilizou 30 mg.L" de sulfito.. Com relacdo ao parimetro
b* (azul ao amarelo), o maior valor médio foi o de 0,09 para a d4gua de coco adicionada de
acido ascorbico, indicando tendéncia para cor amarela, resultado que corrobora com a
coloragdo amarela encontrada na dgua de coco tratada termicamente e adicionada de acido
ascorbico, sugerindo a oxidagdo do composto.

A Figura 5 mostra os tratamentos UHT de dgua de coco apds 21 e 150 dias de
armazenamento sob temperatura ambiente e protegido da luz, onde se observa que a dgua de
coco adicionada de 4cido acOrbico apresentou visualmente coloragdo amarela intensa, e por
esse motivo optou-se por ndo prosseguir utilizando este antioxidante. A coloracdo amarelada
ndo se estabelece de imediato, mas aos poucos, sendo visual apds 15 a 30 dias de

armazenamento.

Figura 5~ Agua de coco sem aditivo, com 4cido acérbico e com sulfito apés 21 e 150 dias de
armazenamento a temperatura ambiente (28°i 2°C).

Controle

Sulfito

Acido
ascorbico

150 dias ap6s processo UHT

Fonte: A autora (2013).
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1.3.3 Experimento 3: Avaliacdo do efeito do processamento térmico UHT e do uso de
sulfito no controle da atividade enzimdtica e no surgimento da cor rosada na dgua de coco

durante 28 dias de armazenamento a emperatur ambiente

O objetivo destas andlises foi avaliar principalmente a ocorréncia de mudanca de cor
e aumento da atividade enzimdtica das amostras no decorrer do tempo, 0 que caracterizaria a
regeneragdo da PPO e POD, bem como verificar o aparecimento da coloracdo rosada no
tratamento C (UHT a 110°C/8s sem adicdo do sulfito) e mostrar a eficiéncia do uso do sulfito
em evitar o surgimento dessa cor indesejada. Observou-se no decorrer dos 28 dias de
avaliacdo da estabilidade que a dgua de coco apresentou poucas variacdes. Os resultados
podem ser observados nas Figuras 6 a 12, apresentadas na sequéncia. O pH apresentou
valores médios préoximos a 5,0 e solidos soliveis (°Brix) variando de 5,6 a 5,7, como
ilustrado na Figura 6, exibindo comportamento similar em todos os tempos avaliados e ndo

apresentando alteracdes durante os 28 dias de estocagem sob temperatura ambiente.

Figura 6 - Variacdo do pH(a) e dos SS (b) em funcao do tempo de armazenamento de 28 dias
ara os tratamentos A, B, C e D de dgua de coco.

7,0
8,0

75 (a) (b)

6,5
7,0

6,5
6,0
5,5
o gy —
4,5
4,0
3,5
3,0
0 7 14 21 28

6,0

pH

5,5 V-*;_‘../’

5,0

Solidos Soluveis (°Brix)

4,5

4,0 +
0 7 14 21 28

Tempo de armazenamento (Dias) Tempo de armazenamento ( Dias)

——A -m-8B c ==D o= —=—B c ——D

Fonte: A autora (2015).

Chowdhury et al., (2009) também ndo observaram diferenca no pH durante o
primeiro més de andlise. No geral, esses parametros se alteram a partir do terceiro més de
armazenamento, alteracdes normalmente causadas por contaminacao microbioldgica.

Segundo Silva et al. (2008), avaliando a estabilidade em néctar de maracujd
elaborado com &dgua de coco, também constataram que ndo houve diferenca significativa

(P>0,05) para os sdélidos soliveis durante 180 dias de armazenamento. Em geral, as medi¢des
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de pH e SS sd3o importantes parametros que permitem avaliar as condicdes higié€nico-
sanitdrias e qualidade da 4gua de coco, além de determinar as caracteristicas fisicas e
quimicas do produto.

A avaliagdo de cor (parametros L*, a*, b*) apresentou variacdes entre os tratamentos
e também em funcdo do tempo. Os valores de L* variaram entre 45,4 e 47,1 (Figura 7). No
experimento anterior (Experimento 2) a leitura no colorimetro foi realizada diretamente na
garrafa transparente que continha a dgua de coco. Neste experimento € nos posteriores, 0O
colorimetro foi posicionado diretamente nas amostras, sem a interven¢do da embalagem.
Possivelmente isto tenha contribuido para a diferenca entre os valores médios nos
experimentos. Mesmo quando se observou a colora¢do rosada, no tratamento C, como se

observa na Figura 9, ndo se relaciona a uma variacao significativa no valor do pardmetro L*.

Figura 7 - Varia¢do da coordenada L*, coordenada a* e coordenada b* em fun¢do do tempo
de armazenamento de 28 dias para os tratamentos A, B, C e D de dgua de coco.
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Fonte: A autora (2015).

As coordenadas a* com grafico de valores médios apresentados na Figura 8, permitem

observar que o tratamento C, relacionado ao subprocessamento a 110°C e sem adi¢do de sulfito,
apresentou maiores valores, foi também o tratamento que apresentou coloracdo rosada,
observando-se um decaimento no valor desta coordenada de 14 a 28 dias de estocagem. Os

outros tratamentos apresentaram valores inferiores para a coordenada de cor a*, na ordem de -0,1

a-0,2.
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Figura 8 - Variacdo da coordenada a* e coordenada b* em funcdo do tempo de
armazenamento de 28 dias para os tratamentos A, B, C e D de dgua de coco.
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Fonte: A autora (2015).

A amostra C exibiu maiores valores de a*, diferindo estatisticamente dos tratamentos
que continham sulfito (B e D) e ndo diferindo da amostra A (136°C/8s, sem adi¢do de sulfito).
Embora ndo tenha sido observada diferenca estatistica entre os tratamentos analisados A e C,
pode~se verificar visualmente a mudanga de coloracdo da amostra C (processada a 110°C/8s
sem o uso do aditivo sulfito) para a cor rosada (Figura 9).

Delfiya e Thangavel (2016) também observaram coloracdo rosada um dia apds

processamento com aquecimento 6hmico utilizando 100°C/3min e armazenado a 25°C.

Figura 9 ~ Mudanca de cor observada na dgua de coco apds 2 dias de processamento*.

Fonte: A autora (2015).

*Qs tratamentos sdo: A, B, C e D, da esquerda para a direita.

Damar (2006) estudou a formacdo da cor rosada em dgua de coco armazenada e

descobriu que aeracdo e aquecimento aceleram o rosado e dcido ascorbico e metabissulfito
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estabilizam a cor, impedindo o surgimento do rosado. O autor também afirmou que a cor rosa na
agua de coco, devido a acdo microbiana ou enzimdtica é improvdvel, pois a ebuli¢cdo da dgua de
coco ndo fez evitar a formagdo de cor-de-rosa.

A coordenada b* variou de 1,7 a 3,2, (Figura 8) com um leve aumento apds 7 dias de
armazenamento, mantendo valores praticamente constantes no decorrer dos seguintes dias. A
amostra A apresentou maior valor médio de b*, isto pode ser devido ao uso de altas
temperaturas e a auséncia do sulfito, que contribuiu para cor amarela da dgua de coco, pois os
sulfitos sdo amplamente utilizados para evitar o escurecimento enzimdtico € ndo enzimatico
(PEREIRA; FARIA; PINTO, 2013).

O tratamento A exibiu maiores valores de atividade nas duas enzimas (PPO e POD)
mensuradas, porém ambos os tratamentos apresentaram atividade nula ao final do tempo de
armazenamento (Figura 10). A atividade enzimdtica foi muito baixa, ndo chegando a atingir

1,0 UAE. mL™.

Figura 10 - Variacdo da atividade das enzimas Polifenoloxidase e Peroxidase em fungdo do
tempo de armazenamento de 28 dias para os tratamentos A, B, C e D de dgua de coco.
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Fonte: A autora (2015).

O processamento térmico € um dos métodos de conservacdo mais amplamente
utilizados nas industrias de alimentos, pois a alta temperatura pode levar a inativagdo
microbiana e da atividade enzimatica (AGUIAR, YAMASHITA; GUT, 2012).

Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos € no decorrer do tempo,
sugerindo que a aplicacdo do tratamento térmico foi eficaz em inativar a atividade destas

enzimas.
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Com relacgdo ao teor de sulfito residual, foi feita a andlise apenas para os tratamentos
B e D, que foram adicionadas de sulfito. Observou-se um decréscimo no decorrer do
armazenamento, em que os dois tratamentos estudados apresentaram declinio em torno de
30% dos seus valores iniciais. O tratamento D (110°C/8s) exibiu queda do teor de sulfito mais
acentuada até o 14° dia de armazenamento e se manteve praticamente constante até o 28° dia,
final do armazenamento em temperatura ambiente 28°C +2°C (Figura 11).

Admite-se que dois tercos do produto adicionado permanecem na forma livre e um
terco se combina. Por isso a necessidade de avaliar o teor resultante, pois existe uma variacao
neste percentual de combinagdo devido ao pH e a quantidade de substancias com as quais o
di6xido de enxofre se combina tais como: etanol, 4cidos cetOnicos, aclicares € compostos
fenélicos (RIBEREAU-GAYON et al. 2003; RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-COLMENERO,
2009). A reatividade do diéxido de enxofre (SO;) é muito alta, durante a estocagem e
tratamento térmico frequentemente ocorrem perdas considerdveis (BOGH-SORENSEN,

1997).

Figura 11- Variacao do teor de sulfito em funcio do tempo de armazenamento de 28 dias para
os tratamentos B e D de 4gua de coco.
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Fonte: A autora (2015).

Costa (2002), avaliando a quantidade de di6xido de enxofre em polpa de cupuacu in
natura, observou decréscimo de mais de 80% ao longo de 20 dias de armazenamento a
temperatura ambiente.

Coskun et al. (2013) investigaram diferentes métodos de sulfatacdo e a remocado do
SO, em abacates armazenados a 5°C, 20°C e 30°C durante um ano. Os autores constataram

queda de 9%, 51% e 90%, para a estocagem em 5°C, 20°C e 30°C, respectivamente,
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mostrando assim que a temperatura de armazenamento também € fator determinante para a
degradacdo do sulfito em alimentos.

Quanto a andlise da turbidez da dgua de coco, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos no decorrer do tempo, mas verificou-se aumento da turbidez

para todos os tratamentos analisados (Figura 12).

Figura 12- Variacdo da turbidez funcdo do tempo de armazenamento de 28 dias para os
tratamentos A,B, C e D de dgua de coco.
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Fonte: A autora (2015).

A amostra C (110°C/8s sem sulfito) apresentou maior valor médio ao final do
armazenamento, sugerindo contamina¢do microbioldgica, por se tratar de uma amostra
subprocessada, ou seja, que ndo foi submetida ao processo UHT propriamente dito, além de
ter permanecido sob temperatura ambiente (28°C£2°C).

Murasaki (2005) encontrou comportamento similar para a turbidez da dgua de coco
processada termicamente (90°C/120s) e observou que o tempo de armazenamento ambiente
ndo influenciou na turbidez das amostras.

Leber (2001) avaliou as alteracdes da turbidez da dgua de coco refrigerada e
congelada ao longo da estocagem. Com o passar do tempo de armazenamento, verificou-se o
aumento da turbidez do produto. A &dgua de coco foi se tornando mais turva devido as
transformacoes fisico-quimicas ocorridas, como agregacdo de proteinas e também atuagdo das

enzimas nos compostos fenélicos ou contaminagdo microbiolédgica.
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1.3.4 Experimento 4: Andlise sensorial da dgua de coco processada por UHT

Quanto a analise sensorial, em escala heddnica, dos trés tratamentos (controle,
136°C/9s e 142°C/4s), foi verificada diferenca significativa (PH0,05) na aceitacao global dos
trés tratamentos.

A dgua de coco controle apresentou média de 7,75, estando entre os termos
heddnicos "gostei moderadamente _ e "gostei muito_, enquanto os tratamentos térmicos nao
apresentaram diferenca estatistica, com médias de 5,00 e 5,17, para a amostra processada a
136°C/9s e 142°C/4s, respectivamente (Tabela 7).

"Os valores médios se situaram na zona positiva da escala hedonica, que se refere ao

conceito ‘nem gostei, nem desgostei_e "gostei ligeiramente _.

Tabela 7 - Valores médios para o atributo aceitacdo global das dguas de coco controle e
esterilizadas por UHT.

Médias*
Aceitacao Global
Controle (In natura) 7,75%
136°C/9s 5,00°
142°C/4,1s 517°

*Valores na mesma coluna seguidos da mesma letra nao diferem significativamente entre si ao nivel de 5% (p H
0,05).

O maior valor médio para a amostra de 4gua de coco in natura j era esperado, visto
que a amostra ndo passou por tratamento térmico, nao existindo alteracdes das caracteristicas
sensoriais, sendo assim os seus atributos, principalmente o de sabor foram conservados.

Amaral et al. (2012) e Nogueira et al. (2004) encontraram comportamento
semelhante ao dessa pesquisa ao analisar a aceitacdo de dgua de coco in natura e 4gua de coco
submetida a tratamento térmico. Os autores verificaram maiores valores médios para dgua de
coco controle. A aceitabilidade da dgua de coco estd diretamente relacionada com os atributos
de qualidade, tais como a dogura, a turbidez e, consequentemente, com o sabor agraddvel
(MINIM, 2006).

Quanto a segunda etapa da andlise sensorial, referente a aplicacdo do teste free list,
em que os provadores definiram descritores relacionados as amostras processadas, verificou-

se a formacao de 40 termos para aroma e sabor.
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Na reunido com a equipe treinada de 13 provadores, o nimero de termos foi reduzido
para 12 com relagdo ao aroma e 8 termos foram fixados para o sabor da dgua de coco (Tabela

8).

Tabela 8 = Termos gerados pela equipe de provadores treinados para aroma e o sabor da dgua

de coco, através do free list.

TERMOS GERADOS

Tratamentos Tratamentos
Aroma Correspondentes Sabor Correspondentes
Agua de coco natural Controle Coco Controle/UHT
Frutal Controle/UHT Adstringente Controle/UHT
Doce Controle/UHT Coco seco UHT
Cozido UHT Fermentado UHT
Estranho UHT Cozido UHT
Agua de coco bem passado UHT Estranho UHT
Casca UHT Rapadura UHT
Ferrugem UHT Velho UHT
Aclicar mascavo UHT
Cana de acticar UHT
Mel UHT
Agua de milho em conserva UHT

Fonte: A autora (2015).

Vale salientar que as denominagdes 4dgua de coco natural_, ‘frutal_ e ‘doce_
apareceram predominantemente para dgua de coco controle, com destaque para o termo dgua
de coco natural _ que foi observado somente nessa amostra. Os demais termos de aroma foram
verificados somente na d4gua de coco esterilizada.

Abreu et al. (2005) avaliaram o perfil sensorial de dgua de coco de trés marcas
comerciais (refrigerada, congelada e esterilizada) e relataram termos gerados, tais como:
aroma putrido, gosto doce e sabor de coco passado, termos similares a alguns encontrados
nesse estudo para a d4gua de coco esterilizada por UHT.

Luvielmo et al. (2004) estudaram o perfil sensorial de dguas de coco congelada,
pasteurizada por processo convencional e pasteurizada em microondas. Os autores
observaram que os tratamentos de dgua de coco analisados diferiram quanto aos atributos
julgados, sendo que a amostra processada por pasteurizagdo convencional evidenciou
claramente a maior intensidade dos atributos de aroma e sabor passado e aroma de ranco.
Foram gerados os termos: aroma tipico de dgua de coco verde; aroma doce; aroma passado;
sabor tipico de dgua de coco verde e sabor passado, equivalente aos determinados nesta

pesquisa.
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1.4 CONCLUSOES

A cor rosada que surge na dgua de coco ndo é devido a atividade das enzimas
polifenoloxidase e peroxidase.

O uso do processo UHT (Ultra High Temperature) associado ou ndo a utilizagdo de
aditivos quimicos inibiu a a¢do das enzimas polifenoloxidade e peroxidase presentes na dgua
de coco.

Temperaturas de subprocessamento (110°C/4,1s e 120°C/4,1s) favoreceram o
surgimento da coloragdo rosada.

A adicdo de sulfito foi eficaz em evitar a coloracdo rosada dgua de coco em
temperatura de esterilizagao.

Quanto a andlise sensorial, concluiu-se que os dois tratamentos de dgua coco
submetidos a UHT (135°C/9s e 142°C/ 4s) ndo apresentaram diferenca estatistica

significativa, mas diferiram do tratamento controle (sem processamento térmico).
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CAPITULO 2%

EFEITO DOS PARAMETROS DE ESTERILIZACAO UHT E DO USO DE SULFITO
NA QUALIDADE DA AGUA DE COCO PROCESSADA

RESUMO:

O mercado de 4gua de coco (Cocus nucifera L.) estd em constante crescimento, por se tratar
de uma bebida refrescante e natural. Aliado a isso, procuram-se desenvolver processos para
conservar este alimento, sendo o processo de esterilizacdo UHT (Ultra High Temperature) o
de maior impacto econdmico para este setor. Em longo periodo de armazenamento podem
ocorrer transformagdes na cor e na qualidade do produto, causando uma impressao
desagraddvel sobre o seu aspecto visual, que influencia a aceitagdo do consumidor. O objetivo
deste estudo foi otimizar as condi¢des de processamento, incluindo temperatura, tempo de
retencdo e teor de sulfito adicionado. Um delineamento composto central rotacional (DCCR)
foi utilizado, tendo como varidveis independente a temperatura (128°C a 142°C), tempo de
retengio (4 a 14 segundos) e adicdo de sulfito (0 a 50 mg.L™"), e as andlises fisico-quimicas,
enzimdticas e de cor como varidveis dependentes. Cor, atividade enzimadtica e turbidez foram
realizadas em 24 h e apds 45 dias de armazenamento a 25°C. Os resultados apds um dia de
armazenamento mostraram efeito significativo (P<0,05 e R® =0,95) para a varidvel sulfito
residual que se correlacionou positivamente com a quantidade inicial adicionada, diminuindo
cerca de 20%,para esse parametro foi possivel gerar um modelo de superficie de resposta.
Ap6s 45 dias, verificou-se que as respostas para o valor de b* e sulfito mostraram efeito
significativo em relacdo a temperatura e teor de sulfito adicionado, respectivamente. A dgua
de coco antes do processamento apresentou baixa atividade de polifenoloxidase e nenhuma
atividade da peroxidase, sendo inativada nos ensaios de processamento UHT. Logo apds o
processamento térmico o teor de sulfito adicionado a dgua de coco foi a tnica varidvel que
apresentou influéncia sobre o sulfito residual. As temperaturas de processo UHT foram
eficazes na inativacdo da polifenoloxidase durante o armazenamento de 45 dias, no entanto
houve um efeito significativo sobre a cor, para a varidvel dependente b* e o teor de sulfito

residual.

Palavras-chave: Processo UHT, DCCR, Sulfito.

*Artigo publicado no periddico Chemical Engineering Transactions
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2.1 INTRODUCAO

A é4gua de coco é comercializada na forma de fruto in natura, acarretando problemas
relacionados ao transporte e armazenamento, dificultando principalmente a sua exportacdo
(MATSUI, 2006). Deve ser consumida como bebida no momento da abertura do fruto porque
em contato com oxigénio, além de ficar exposta a acdo de micro-organismos presentes no
ambiente, suas enzimas peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) provocam alteragcdes
indesejdveis, que afetam a sua coloragdo, valor nutricional e sabor (ROSA; ABREU, 2002),
bem como pode ocorrer o surgimento de uma coloracdo rosada no decorrer do
armazenamento, gerando rejei¢do pelos consumidores.

O processo Ultra High Temperature (UHT) € eficiente quanto a reducdo
microbioldgica e enzimdtica, no entanto, alteracdes sensoriais € nutricionais normalmente sao
apresentadas, o que compromete a qualidade e a aceitacdo do produto final (CAMPOS et al.,
1996; ROSA; ABREU, 2000).

A esterilizacd@o associada ao uso de aditivos quimicos tem sido adotada pela indudstria
com a intencdo de aumentar a vida de prateleira do produto. Os sulfitos sdo amplamente
utilizados para evitar o escurecimento causado por reagdes enzimdticas ou oxidativas, mas
devido aos seus efeitos adversos a saude, a World Health Organization (WHO) limita a
utilizacdo de didxido de enxofre (SO,) em produtos alimenticios processados a uma dose
didria méxima de 0,7 mg.kg"' de massa corporal (QUEIROZ et al., 2008) e a legislacdo
brasileira através da RDC n° 08 de 06 de marco de 2013 estabelece o limite de 0,005 g de SO,
residual em 100 mL de 4gua de coco (BRASIL, 2013).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos parametros da esterilizacio UHT
(temperatura e tempo de reten¢@o) e o teor de sulfito adicionado na qualidade da dgua de coco

apds processo e estocagem por 24h e 45 dias.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Materiais

Foram utilizados cocos verdes (Cocus nucifera L.), variedade Ando verde do Jequi,
estddio de maturacdo 6 (entre o sexto e sétimo més de maturacdo), oriundos do Perimetro
Irrigado Curu-Paraipaba-CE. Foi empregado o aditivo metabissulfito de sédio (marca Vetec,

Rio de Janeiro, Brasil).
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Antes da extracdo os cocos foram higienizados em solucdo clorada, seguido do corte
dos cocos para extragdo da dgua, usando miquina de corte. A dgua de coco apresentou 6,3°
Brix e pH médio de 5,0 e, portanto, ndo foi necessdria correcao de Brix (6,0 ou maior) e pH
(5,0 ou menor) de acordo com valores baseados na tese de Abreu (2005). O processo de
esterilizacdo UHT utilizou temperaturas entre 128 °C e 142°C, com vazdo controlada para
obter tempo de retencdo de 4 a 14 segundos, utilizando um trocador de calor tubular, com
vazao nominal de 20 L/h, da marca Armfield, modelo FT74, seguido de resfriamento rdpido,
utilizando um sistema de refrigeracao que faz recirculacdo de dgua gelada (chiller) da marca

Armfield FT63, e envase em condi¢des assépticas.

2.2.2 Anadlises da dgua de coco

O pH foi medido conforme metodologia da AOAC (1995). Acidez tituldvel e s6lidos
soliiveis de acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008). As medidas de
cor foram realizadas em Colorimetro Konica Minolta, modelo CR 400, utilizando o sistema
de cor CIELAB, sendo determinados os parametros L*, a*, b*. As atividades das enzimas
polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) foram realizadas de acordo com o método
adaptado por Campos et al. (1996), usando catecol como substrato para PPO e atividade da
peroxidase utilizando guaiacol como substrato. A leitura foi realizada em espectrofotometro
UV/ Visivel (Biospectro) e feito o calculo da atividade enzimatica, expressos em Unidade de
Atividade Enzimatica (UAE) por mL de solucdo. A turbidez foi medida através de
Turbidimetro digital de bancada Tecnopon TB-1000. Os procedimentos utilizados para a
analise quantitativa de sulfitos foi por meio do método M-W otimizado e seguiram as normas
preconizadas por AOAC (2006), 990.28. A amostra de 4gua de coco submetida a reagdo com
acido cloridrico sob aquecimento durante duas horas, na presenca de corrente de nitrogénio a
uma menor vazaopossivel, de modo que houvesse pressdo positiva no sistema. Os gases de
enxofre formados foram condensados e colhidos em baldes com perdxido de hidrogénio 3%,
resultando em &cido sulftrico (H>SO4). Os baldes estavam em baixa temperatura (banho de
gelo) e foram destilados em sistema de refluxo. Apds termino da digestdo 4cida, o condensado
presente nos baldes (H.SO4) foi titulado com hidréoxido de sédio e efetuado o calculo para

expressao do resultado de sulfito contido na amostra.
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2.2.3 Delineamento Experimental

Os principais parametros do processo foram avaliados através de um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) 2° com 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 3
repeticoes do ponto central, totalizando 17 ensaios. Foram utilizadas trés varidveis
independentes (temperatura, tempo de retencdo e concentracdo de sulfito) e dez varidveis
dependentes (pH, SS, acidez, L*, a*, b*, PPO, POD, SO,, Turbidez). Os limites escolhidos
para tempo de retengdo e temperatura foram baseados em testes preliminares e taxa de
letalidade do processo UHT (valor de Fy), enquanto que as quantidades de sulfito levaram em
consideracio a legislacio vigente, que preconiza valor maximo de 50 mg. L™ (Brasil, 2013).
Os resultados foram analisados através do software Statistica 7.0 para o célculo dos
coeficientes de regressdo, andlise de variancia (ANOVA) e superficie de respostas, sendo
estabelecido o nivel de significncia de 5%.

Os niveis utilizados ( ) no planejamento estatistico sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Varidveis e niveis do planejamento experimental completo 2°.

e Niveis
Varidveis independentes 1.63 21.00 0 +1.00 1.68
Temperatura (°C) 128,0 131,0 135,0 139,0 142,0
Tempo de residéncia (s) 4,0 6,0 9,0 12,0 14,0
SO, livre (mg.L™") 0 10 25 40 50

2.3 RESULTADOS

Os resultados das andlises da dgua de coco in natura indicaram valor de pH 5,01,
s6lidos soliveis de 6,5°Brix, acidez tituldvel de 0,13 g. 100 mL! expressos em dcido malico.
Com esses resultados, nao foi necessdria a correcdo de Brix (6,0 ou maior) e pH (5,0 ou
menor) de acordo com valores de Abreu (2005). A atividade da enzima polifenoloxidase
(PPO) foi de 4,23 UAE.mL", com auséncia de atividade da enzima peroxidase. Na sequéncia
sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no DCCR em andlises efetuadas apds

processamento UHT e estocagem por 45 dias em temperatura ambiente (28°C £2°C).
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Os resultados das andlises de pH e sélidos soliveis da dgua de coco apds processo

UHT nao apresentaram diferencas (Tabela 2), bem como as atividades das enzimas PPO e

POD, que se mantiveram proximas a zero para a maioria dos ensaios.

Tabela 2 - Resultados do DCCR de dgua de coco 24h ap6s o processamento UHT

Ensaios X1 X3 X3 pH SST Acidez L* a* b*  PPO POD SO,(*) TB(**)
1 -1 -1 -1 5.61 6,43 0,15 45,15 0,10 1,33 0,0 0,0 6,4 18,6

2 +1 -1 -1 571 5,90 0,13 45,06 -0,03 0,60 0,0 0,0 8,0 18,5

3 -1 +1 -1 5,13 590 0,21 4421 0,15 0,62 0,0 0,0 8,0 22,8

4 +1 +1 -1 5,14 590 0,17 43,775 0,17 0,83 0,0 0,0 8,0 33,6

5 -1 -1 +1 5,64 6,50 0,19 4528 0,03 1,89 0,0 00 21,3 18,8

6 +1 -1 +1 5,63 6,27 0,21 44,67 0,05 1,19 0,0 0,0 33,1 18,1

7 -1 +1 +1 5,12 590 0,25 43,78 -0,03 1,23 0,0 00 32,0 22,6

8 +1 +1 +1 5,11 5,97 0,27 43,97 0,08 0,88 0,0 0,1 29.9 22,9

9 -1,68 0 0 5,70 6,03 0,17 44,07 -0,08 1,71 0,0 0,0 18,1 17,0
10 +1,68 0 0 5,68 6,40 0,17 4453 -0,02 1,42 0,0 0,1l 13,9 17,9
11 0 -1,68 0 5,16 6,40 0,23 4470 0,27 0,70 0,0 0,1l 20,3 239

12 0 +1,68 0 5,12 590 0,21 43,779 0,12 0,87 0,0 0,0 18,1 23,7
13 0 0 -1,68 5,68 580 0,13 44,30 -0,01 0,70 0,0 0,0 0,0 22,0
14 0 0 +1,68 5,61 580 0,17 45,02 -0,03 1,06 00 0,0 347 20,7
15 0 0 0 5,61 6,00 0,13 4523 0,02 027 0,0 0,0 16,5 21,2
16 0 0 0 5,13 6,50 0,25 4480 0,22 0,8 0,0 00 224 22,4
17 0 0 0 5,13 6,53 0,26 44,80 0,22 0,78 0,0 0,0 229 22,0
Controle Sem tratamento 5,01 6,50 0,13 44,63 0,12 -0,16 4,23 0,0 0,0 22,1

OBS: Os resultados representam a média de trés determinacdes.
(*) Teor de sulfito residual; (**) Turbidez (NTU). As varidveis independentes e niveis ( ) utilizados, foram: x;= temperatura
(128; 131; 135; 139 e 142°C); x,= tempo (4; 6; 9; 12 e 14 segundos); x3= teor de sulfito adicionado (0; 10; 25; 40 e 50 mg.L")

Na 4gua de coco in natura quantificou-se atividade enzimdtica, comportamento

semelhante foi observado por Abreu e Faria (2007), que constataram 2,33 U.mL" de atividade

para a PPO. Dessa forma, verifica-se a eficiéncia dos diversos tratamentos UHT na inativagdo

da PPO, tanto para tratamentos com adi¢do de sulfito quanto na auséncia deste aditivo.

Os resultados do DCCR mostraram efeito significativo somente para a varidvel

independente teor de sulfito adicionado (P < 0.05 e R’ = 0,95). Os valores médios de sulfito

residual foram proporcionais apenas ao teor inicial, com reducido aproximada de 25% em

relacdo ao sulfito originalmente adicionado, ndo sendo significativos os efeitos da temperatura

ou tempo de retencao do processo UHT. A andlise de variancia (ANOVA) para teor de sulfito

residual (SO, residual) foi realizada eliminando-se os pardmetros ndo significativos (P>0,05)

e os resultados sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Anédlise de varidncia (ANOVA) para o teor de sulfito
residual (TSR) da dgua de coco.
Fator SS DF MS Feae. Fip
Regressao 1522,26 1 1522,26 148,27 4,54
Residuo 153,99 15 10,27
Total 1676,26 16
R = 0,95; R justado = 0,92.

Como o valor de F calculado para a regressdo é altamente significativo e a
porcentagem de variacdo explicada pelo modelo foi muito boa, cerca de 91%, podemos

concluir que o modelo se ajusta bem aos dados experimentais, permitindo a constru¢do da
superficie de resposta (Figura 1).

Figura 1 - Superficie de resposta para sulfito residual.

W Bl WNpEe) TRING

Fonte: A autora (2015)

O modelo com as varidveis codificadas que representa o teor de sulfito residual em

mg.L"! em fungdo do tempo de retencio e do sulfito adicionado a dgua de coco, na faixa
estudada, esta demonstrado abaixo:

Residual SO,=0,74x3 + 0.82 (1)

Os parametros, como cor (L*, a*, b*), turbidez, POD e PPO ndo indicaram efeito
significativo (P > 0.05) ou apresentaram coeficiente de determinacdo (R?) inferior a 0,8.
Assim, ndo foi possivel a obten¢do de modelos estatisticos, todavia pode-se verificar, pela
analise dos dados individuais, uma tendéncia ao escurecimento da amostra (menor valor de
L*), com o aumento do tempo de retencdo; menores valores de a* com o aumento da
temperatura do processo; assim como maiores valores do pardmetro b* com o aumento do

teor de sulfito. Os resultados de andlises e também as observacdes visuais efetuadas ndo
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indicaram altera¢des perceptiveis exceto em relacao a turbidez de amostras do quarto ensaio,
que apresentou maior turbidez, de 33,88 Ntu, mas ndo foi possivel relacionar com os
parametros do tratamento UHT ou com a adi¢@o de sulfito. Os valores de turbidez variaram de
17 a 33 Ntu, compardveis aos obtidos no estudo de Pereira, Faria e Pinto (2013), que
observaram valores médios de 33,88 para turbidez, pouco superiores aos encontrados nesse

estudo.

2.3.2 Efeito do processo UHT na dgua de coco apos 45 dias de armazenamento

Apb6s 45 dias de armazenamento sob temperatura ambiente, a dgua de coco
processada por UHT apresentou poucas alteracdes, e os resultados das andlises podem ser
observados na Tabela 5, sendo significativos apenas os parametros cor (b*) e sulfito residual.
Nestes resultados, de forma geral observa-se que a turbidez aumentou com o periodo de
estocagem, passando da faixa de 17 a 33 Ntu para 24 a 74 Ntu, mas sem relacionar
significativamente a um dos parametros do processo UHT. O mesmo comportamento ocorreu
em relacdo ao parametro luminosidade (L*), que diminuiu em alguns dos ensaios, indicando
tendéncia a leve escurecimento. Com relacdo as enzimas PPO e POD, apenas em alguns
ensaios apresentaram atividade, mas ainda assim menor que 1,2 UAE.mL", ndo indicando
uma reativacdo das enzimas, e concordando com o encontrado por Pereira, Faria e Pinto,
(2013) ao analisar a dgua de coco carbonatada e adicionada de metabissulfito de sédio e
sorbato de potdssio em diferentes concentracdes, indicando que o processo térmico aplicado
as amostras foi suficiente para inativar as enzimas. Murasaki-Aliberti et al. (2009) avaliaram
o processamento térmico UHT com tempos de retengdo mais curtos e verificaram menores
perdas nutricionais e sensoriais da d4gua de coco e promoveu 90% de inativagdo enzimatica
para polifenoloxidase e peroxidase. Os valores do parametro de cor b* e SO, exibiram efeito
significativo nas respostas apds 45 dias de estocagem, e coeficiente determinacdo elevados
(0,85 e 0,86, respectivamente). Foi possivel elaborar a andlise de variancia (ANOVA)
apresentada na Tabela 5, com a incorporag@o dos termos nao significativos (P > 0.05) para o
residuo, obtendo-se F calculado 5 e 6 vezes maior que F tabelado para os parametros b* e
SO,, respectivamente, sendo possivel gerar modelo estatistico conforme as equagdes 2 e 3,
onde x; e x3 sdo as varidveis codificadas; temperatura de processo UHT e o teor inicial de

sulfito adicionado, respectivamente.

b*=0,05x," " 13,5 x; + 912,05 )
Teor de sulfito residual = 0,398 x5 + 3,21 3)
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Tabela 4 - Resultados DCCR de 4guas de coco esterilizada por UHT, apds 45 dias de
processamento.

Ensaios X1 X) X3 L* a* b* PPO POD SO, TB
1 -1 -1 -1 47,22 -0,11 2,57 0,40 0,00 4,80 55,77
2 1 -1 -1 25,71 -0,14 0,59 0,10 0,00 5,34 24,27
3 -1 1 -1 45,39 -0,31 0,95 0,00 0,13 8,54 52,27
4 1 1 -1 45,81 -0,37 1,13 0,00 0,67 9,07 46,77
5 -1 -1 1 46,54 0,08 2,59 0,00 0,00 13,88 23,47
6 1 -1 1 46,35 -0,27 2,30 0,00 0,00 10,67 30,40
7 -1 1 1 44,83 -0,09 0,87 0,00 0,00 29,89 37,47
8 1 1 1 44,85 -0,39 1,65 0,30 0,00 14,94 41,20
9 -1,68 0 0 45,12 -0,17 3,47 0,03 0,00 14,94 31,07
10 1,68 0 0 46,84 -0,06 2,73 0,00 0,00 13,87 74,30
11 0 -1,68 0 43,67 0,13 0,47 0,00 1,00 14,94 43,90
12 0 1,68 0 44,33 -0,29 1,09 0,50 0,00 13,33 34,40
13 0 0 -1,68 25,61 -0,09 0,56 1,20 0,00 0,00 25,83
14 0 0 1,68 25,60 -0,09 0,57 0,00 0,00 21,35 29,03
15 0 0 0 25,61 -0,07 0,57 0,00 0,23 16,01 33,63
16 0 0 0 44,40 -0,04 0,98 0,00 0,00 11,20 38,77
17 0 0 0 43,07 -0,11 1,46 0,00 0,00 12,81 39,70

OBS: Os resultados representam a média de trés determinacdes.
(*) Teor de sulfito residual; (**) Turbidez (NTU);As varidveis independentes e niveis ( ) utilizados, foram: x; = temperatura
(128; 131; 135; 139 e 142°C); x, = tempo(4; 6; 9; 12 e 14 segundos); X3 = teor de sulfito adicionado (0; 10; 25; 40,50 mg.L")

O parametro sulfito residual se correlacionou positivamente com o teor de sulfito
adicionado inicialmente, comportamento semelhante ao verificado no tempo zero, porém
observou-se um declinio médio de 45% no teor residual de sulfito apos 45 dias de estocagem.
O termo linear do teor de sulfito adicionado mostrou efeito significativo (P<0,05), sendo
possivel estabelecer um modelo matematico preditivo de 1* ordem, descrito na equagdo 3. Foi
possivel gerar a superficie de resposta apresentada na Figura 2a, indicando que este parametro
aumenta com maiores valores de sulfito adicionados a d4gua de coco antes do processamento
UHT. Os sulfitos sdo degradados por sua reatividade, ocorrendo grandes perdas durante a
estocagem (LUCK; JAGER, 1997). Como volatiliza muito facilmente, o nivel residual sera

muito menor que a quantidade originalmente aplicada (DEMAN, 1999).

Tabela 5 - Andlise de variancia (ANOVA) para cor (b*) e o teor de sulfito residual
(TSR) da dgua de coco 45 dias apds processo.

SS DF QM Feac | S
Fator b SO, b* SO, b o
Regressio 840 44021 1 840 44021 2207 24.09 454
Resfduo 571 27400 15 038 1826
Total 1411 71421 16
R’ 0,85 0,86

Rzaj ustado 0,59 0, 62
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A temperatura de processo UHT também foi parametro significativo (P < 0,05) para
as medidas de cor, no parametro b*, como apresentado na Figura 2b, indicando que em
temperaturas mais elevadas a dgua de coco exibiu maiores valores de b*, tendendo ao
amarelo. Esse resultado € coerente com o indicado por Remacha et al. (1992), indicando que
amostras expostas a altas temperaturas ficam susceptiveis ao escurecimento durante o
armazenamento. As outras varidveis estudadas L*, a*, PPO, POD, e turbidez (TB),

apresentaram resultados ndo significativos (P > 0,05) e coeficiente de determinacio R’
inferior a 0,80.

Figura 2- Superficie de resposta para o teor de sulfito residual (SO,) (3a)e cor - b* ( 3b).

(3a) (3b)
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Fonte: A autora (2015).

2.4 CONCLUSOES

O teor de sulfito adicionado a dgua de coco foi a tnica varidvel que exerceu efeito
significativo e se correlacionou com o teor de sulfito residual apds 24 h do processamento

térmico.

Para a estocagem apds 45 dias, verificou-se efeito significativo para a varidvel
dependente b* e teor de sulfito residual.

Nao houve otimizacdo do processo UHT, mas este foi eficiente para reduzir a
atividade da enzima polifenoloxidase durante o tempo de armazenamento, sendo o bindmio

do ponto central do planejamento (135°C/9s) a condi¢do mais indicada, com teor de sulfito

variando de 20 mg.L™" a 40 mg.L", nas condicdes testadas.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ESTABILIDADE QUIMICA, FISICO-QUIMICA, ENZIMATICA E
DE COR DA AGUA DE COCO DURANTE ARMAZENAMENTO DE 180 DIAS.

RESUMO

A dgua de coco é um produto bastante sensivel, que sofre mudanca de cor e alteragdo de sabor
de acordo com o processamento e o tempo de armazenamento. A adicdo de sulfito € uma
alternativa para inibir ou retardar o surgimento de uma coloracdo rosada na dgua de coco. O
controle de qualidade € feito por meio da avaliacdo dos principais constituintes quimicos sob
a influéncia dos fatores mais importantes, tais como a temperatura € o teor de sulfito
adicionado. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a estabilidade quimica, fisico-quimica
e enzimatica durante 180 dias da 4gua de coco submetida ao processo de esterilizagdo, com e
sem adicao de sulfito, bem como avaliar sensorialmente as amostras esterilizadas, sem e com
a presenca do sulfito. A dgua de coco foi esterilizada em processo UHT (136°C/8s) com e
sem adicdo de sulfito (20 mg. L'l). Foram realizadas andlises de pH, SS, enzimas
polifenoloxidase e peroxidase, turbidez, cor e sulfito residual a cada 30 dias, durante 180 dias.
Foi realizada a andlise sensorial 24h apds processamento UHT, utilizando escala hedonica e
check all that apply (CATA) a fim de observar quais descritores caracterizavam as amsotras
esterilizadas . Notou-se que as amostras de dgua de coco se mantiveram estaveis no decorrer
do tempo de armazenamento, com exce¢do da turbidez e do parametro a*, que variaram
linearmente durante os 180 dias de avaliagdo. Os tratamentos apresentaram baixa atividade
enzimdtica da polifenoloxidase (PPO), e valores proximos de zero para a peroxidase (POD),
tanto na presenca ou auséncia de sulfito, indicando que a temperatura de processo UHT foi
suficiente para a inativagdo de ambas as enzimas. Nao houve diferenca estatistica significativa
nas notas sensoriais entre ambos os tratamentos, com predominio de termos sabor coco _,

‘coco seco_, sabor rapadura_, ‘aroma frutal_ e “sabor estranho _.

Palavras-chave: Vida de prateleira, UHT, cor.
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3.1 INTRODUCAO

Agua de coco é consumida como uma bebida refrescante devido as suas propriedades

oo/

nutricionais e terapéuticas e repositor de eletrélitos. No entanto, € muito sensivel

oo

deterioracdo e se torna impropria para consumo depois de um ou dois dias devido
contaminacdo externa por micro-organismos e devido a reacdes de oxidacdo que ocasiona
perda de suas caracteristicas sensoriais € nutricionais (REDDY; DAS; DAS, 2005).

Com o aumento da producdo, a conservagdo através da esterilizacdo é uma
alternativa que amplia as possibilidades de comercializacao do produto envasado.

A utilizagdo de aditivos alimentares em diferentes paises € limitada por regulamentos
especificos estabelecidos com base na sua seguranga para o uso e necessidades tecnologicas.
O Brasil tem seguido as recomendacdes do Comité FAO / OMS sobre a utilizagdo segura de
aditivos alimentares. Os dados nacionais relativos a quantidade de sulfitos, com base na
medicdo de niveis residuais de sulfito em alimentos e bebidas, sdo escassos no Brasil
(MACHADO et al., 2008). E relevante salientar que a legislagdo brasileira permite limite
maximo de 50 mg.L'1 de sulfito residual (BRASIL, 2013).,

Os niveis de sulfito tipicamente utilizados ndo refletem a concentracdo que existe
realmente em um alimento no momento da ingestdo, devido a perdas durante o processamento
e armazenamento de alimentos tratados (TAYLOR; HIGLEY; BUSH,1986).

Atualmente € crescente o uso da dgua de coco verde submetida ao processo térmico
Ultra High Temperature (UHT). Este processo € combinado com a adi¢cdo de conservantes
quimicos, sendo a 4gua de coco posteriormente embalada assepticamente.

A estabilidade desses produtos pode ser afetada por fatores, tais como: qualidade da
matéria-prima, tratamento térmico durante o processamento, temperatura de armazenamento,
reacdes quimicas e enzimaticas durante o armazenamento.

Nesse contexto, o objetivo deste capitulo foi avaliar a estabilidade fisico-quimica,
enzimética e de cor da 4gua de coco com e sem a presencga de sulfito, durante 180 dias, sob

temperatura ambiente, bem como realizar analise sensorial e teste de esterilidade comercial.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material

Cocos verdes (Cocus nucifera, L.) com idade de maturacao entre 6 ¢ 7 meses foram
colhidos no Estado do Ceara, Brasil. Inicialmente os cocos foram selecionados, lavados em
dgua corrente, seguido de imersdo em dgua clorada (200 mg.L™" de hipoclorito de sédio)
durante 15 min para reduzir a carga microbiana na superficie do fruto e, em seguida, cortado e

a dgua foi extraida, filtrada e congelada - 17 £ 2 ° C para utilizacdo em ensaios posteriores.

3.2.2 Preparo da amostra para estabilidade fisico-quimica de 180 dias

Foram formuladas amostras de dgua de coco tratadas a 136°C/8s sem adicdo de
sulfito (Tratamento A) e com adi¢do de sulfito (20 mg. Lh (Tratamento B). A escolha da
temperatura se baseou no ponto central do Delineamento Central Composto Rotacional
(DCCR), realizado em experimento anterior (Capitulo 2), atendendo ao requisito da legislacao
vigente e também por ndo ser o limite mdximo do uso do aditivo em alimentos.

O processo de esterilizacdo UHT utilizou temperatura de 136°C, com vazdo
controlada para obter tempo de retencdo de 8 segundos, utilizando um trocador de calor
tubular, com vazdo nominal de 20 L.h'l, da marca Armfield, modelo FT74x UHT/HTST,
seguido de resfriamento répido, utilizando um sistema de refrigeracao que faz recirculacao de
agua gelada (chiller) da marca Armfield FT63, e envase em condi¢des assépticas. A dgua de
coco foi envasada em garrafas de vidro, previamente sanitizadas com 4cido peracético 1% e
armazenada a temperatura ambiente (28°C £ 2°C).

As amostras foram avaliadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas, quimicas,
enzimdticas e de cor (pH, acidez, s6lidos soldveis , teor de sulfito, turbidez, atividade das
enzimas polifenoloxidase e peroxidase e parametros de cor L*, a*, b*).

Os produtos foram analisados um dia apdés o processo de esterilizacdo e
seqiiencialmente a cada 30 dias para avaliagdes fisico-quimicas, quimicas, enzimaticas e de

cor, durante 180 dias.

3.2.3 Analises
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pH
Foi medido a 25 °C, por meio de leitura direta em potencidmetro, conforme

metodologia da AOAC (1995).

Acidez
Foi realizada neutralizando-se a amostra com hidréxido de s6dio com concentragcdo

padronizada, expressa em g de dcido malico por 100 mL de 4gua de coco.

Solidos Solaveis
Determinado com uso de refratdmetro Atago PAL-3, ambas as anélises de acordo

com as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008).

Sulfito

A andlise quantitativa de sulfitos foi efetuada pelo método Monier-Williams
otimizado, sendo a amostra adicionada de dcido cloridrico sob fluxo de nitrogénio, gerando
gases de enxofre através do condensador e passando por outro tubo com perdxido de
hidrogénio, formando 4cido sulfirico. Este ultimo foi titulado com hidréxido de sédio e
relacionado com o conteudo de sulfito, conforme indicado no método 990.28, da AOAC

(2006).

Cor

As medidas de cor foram realizadas em colorimetro Konica Minolta, modelo CR
400, utilizando o sistema de cor CIELAB, sendo determinados os parametros L*, a*, b*, de
luminosidade e cromaticidade. A turbidez foi medida através de Turbidimetro digital de
bancada Tecnopon TB-1000, com resultado expresso em NTU (unidades Nefelométricas de

turbidez).

Enzimas Polifenoloxidase e Peroxidase

As atividades das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) foram
realizadas de acordo com o método adaptado por Campos et al. (1996), usando catecol e
guaiacol como substratos, respectivamente. Para a atividade da PPO, amostras da 4dgua de
coco (1 mL), tampao fostato (0,2 M) e 0,7 mL do reagente foram colocados diretamente na
cubeta do espectrofotdmetro e efetuada a leitura da absorbancia a 425 nm no tempo zero e
ap6s 10 minutos. Para a determinacdo da atividade da POD, a mistura de tampao fostato, 0,5
mL de guaiacol 0,5 g.L! e 0,2 mL de peréxido de hidrogénio 0,1% foi colocada em banho

maria a 35 °C durante 2 min. Em seguida, 1,0 mL de dgua de coco foi adicionada a cubeta e a
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leitura feita a 470 nm. A absorbancia foi registrada no tempo zero e apds 10 minutos. Para
ambas as andlises, a referéncia foi fornecida por teste branco, substituindo dgua de coco por
agua destilada. A unidade de atividade enzimatica foi calculada como sendo a quantidade de
enzima que provoca uma alteragdo na absorbancia de 0,001 por minuto. Os resultados foram

expressos em UAE.mL ™.

3.2.4 Anadlises microbiologicas

A andlise de esterilidade comercial dos tratamentos, para avaliar a adequacdo do
processo de esterilizacdo, foi realizada de acordo com procedimentos descritos em APHA
(2001). Amostras de dgua de coco recém-processadas foram pré-incubadas a temperatura de
35 °C por 10 dias. Apds esse periodo, verificou-se a ocorréncia de possiveis alteragdes, como
estufamento e/ou vazamento. Ndo sendo observadas essas alteracdes, as amostras foram
submetidas as andlises microbiolégicas. Foram retiradas por¢cdes de 50 mL da amostra e
transferidas para frascos estéreis com tampas rosquedveis. Essa por¢cdo foi conservada sob
refrigeracdo, como contra-amostra. Logo apds, 2 mL da amostra foi transferida em quatro
tubos contendo Caldo de Figado (CF) e quatro tubos contendo Caldo Dextrose Triptona
(DTB) e foram cobertos com Agar Selo. Dois tubos de CF e dois de DTB foram incubados a
temperatura de 35 °C por 10 dias e o restante a 55°C por 4 dias. Dos tubos de CF, um foi
incubado em condicdes anaerdbicas € um em condicdes aerdbicas. Apds o periodo de
incubagdo, os tubos foram observados quanto a ocorréncia de crescimento microbiano
(turvacao do meio) e formacao de pelicula superficial. A observacdo de crescimento nos tubos
e placas de CF incubados a temperatura de 35 °C e 55 °C confirma a presenca de bactérias
esporogénicas anaerdbias mesofilas e termofilas, respectivamente; e nos tubos e placas de
DTB incubados a temperatura de 35 °C e 55 °C confirma a presenca de bactérias

esporogénicas aerdbias mesoéfilas e terméfilas, respectivamente.

3.2.5 Analise sensorial

A avaliagdo sensorial das amostras de dgua de coco foi realizada no Laboratdrio de
Andlise Sensorial da Embrapa Agroindustria Tropical um dia apds o processamento térmico.
A avaliacdo sensorial foi feita com o objetivo de verificar o efeito do tratamento com sulfito
na aceitacdo do produto. O teste foi aprovado pelo Comité de ética da Universidade Estadual
do Ceard (CEP-UECE), parecer 147.279/2012. Participaram 52 provadores ndo treinados,

consumidores de dgua de coco, sendo os testes realizados em cabines individuais e amostras
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servidas em copos plésticos, 25 mL, temperatura entre 12 e 14 °C, em ordem balanceada. Foi
avaliada a aceitacdo global e o sabor das amostras utilizando escala hedonica estruturada de
nove pontos, na qual os extremos representavam gostei muitissimo_ (9) e desgostei
muitissimo_ (1) e o centro nem gostei, nem desgostei_ (5) (MEILGAARD; CIVILLE;
CARR, 1999). A inten¢do de compra foi avaliada mediante escala estruturada, abrangendo de
‘certamente compraria_a certamente ndo compraria _.

Foi realizado, na mesma sessdo, o teste CATA (check-all-that-apply), no qual foi
solicitado aos provadores que marcassem, dentro de uma lista de 14 descritores sensoriais,
quais melhor descreviam as amostras de dgua de coco, levando em consideragdo aroma e
sabor. Os termos descritivos foram selecionados com base em estudos preliminares realizados
com possiveis provadores, sendo eles: sabor coco, coco seco, rapadura, aroma doce, aroma de
actcar, sabor cozido, aroma frutal, sabor estranho, sabor de velho, 4gua de milho, adstringente
e ferrugem.

A andlise sensorial foi realizada 24h apds o processamento UHT. Na andlise de
esterilidade comercial uma garrafa do lote A (136°C/8s) apresentou contaminagdo
microbioldgica. Por precaucdo, optou-se por ndo prosseguir com a andlise sensorial no
decorrer do armazenamento, embora raras embalagens apontassem contaminacao.

Os resultados da andlise sensorial foram expressos através de médias sensoriais da
escala heddnica, além de histogramas de freqii€éncia para cada formulacdo em relacdo aos

descritores caracteristicos para cada tratamento.

3.2.6 Anadlise estatistica

O experimento da estabilidade da dgua de coco processada por esterilizacio UHT,
em temperatura de 136°C, e tempo de retencdo de 8 segundos, foi conduzido segundo o
delineamento em parcelas subdivididas, em ordem aleatdria, com dois niveis (ausé€ncia e 20
mg.L" de sulfito), e tempo de armazenamento nas subparcelas, em seis niveis (0, 30, 60, 90,
120 e 180 dias) mantidos a temperatura ambiente (28+2°C). Os experimentos foram
realizados em trés repeticoes, sendo aplicada andlise de varidncia para estabelecer
significancia e andlise de regressdo. A média e o desvio-padrdo foram apresentados em
tabelas ou gréficos e para as regressoes significativas foi apresentada a equagdo. Foi usado o
programa estatistico SAS - Statistical Analysis System. Os resultados da avaliagdo sensorial

foram analisados por histogramas de frequéncia e Andlise de Variancia (ANOVA), e para os
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resultados significativos as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5% de

significancia).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De forma geral, a d4gua de coco, com ou sem adi¢do de sulfito, se mostrou estavel no
armazenamento, nao apresentando diferencas significativas entre o periodo de 180 dias e entre
os tratamentos (A e B), exceto para coordenada a* e turbidez (Apéndice B).

Com relagdo aos parametros pH, SS, acidez tituldvel, L*, b* e peroxidase nao foram
detectadas diferencas significativas (P > 0,05) entre formula¢des e tempo de armazenamento,
estudando-se o comportamento dos parametros com o tempo de armazenamento por analise
de regressao.

Quanto a determinagdo do teor de sulfito residual, a andlise foi feita apenas para o
tratamento B (136°C com adi¢do de sulfito), visto que o tratamento A n@o continha o sulfito.

A enzima polifenoloxidase (PPO) exibiu valores proximos de zero na maioria dos
tempos de armazenamento para os dois tratamentos estudados (A e B), por isso, ndo foram

tratadas estatisticamente.

3.3.1. Estabilidade fisico-quimica da dgua de coco durante 180 dias de armazenamento

A 4gua de coco apresentou estabilidade nas respostas de andlises fisico-quimicas,

sendo os resultados apresentados na Tabela 1

Tabela 1. Andlises fisico-quimicas da dgua de coco processada por UHT durante o
armazenamento por 180 dias sob temperatura ambiente (28°C +2°C).

Armazenamento (dias)

Parametro
0 30 60 | 90 | 120 | 180 P
Tratamento A - sem sulfito
pH 5,0+0,1 4,5+0,3 4,9+0,3 4,3+0,0 53+£1,0 5,3+£0,6 >0,05
SS (° Brix) 6,3+0,0 6,4 +0,1 6,3+0,1 6,4 +0,0 6,3+0,0 6,3+0,1 >0,05

AT - Wf acido 0,13+0,02 0,20+0,04 0,13+0,02 0,10+0,04 0,14+0,03 0,51+0,18 >0,05
malico

Tratamento B - com 20 mg. L™ de sulfito

pH 49+0,1 4,6+0,1 4,5+0,3 44 +0,1 4,5+0,1 4,3+0,0 >0,05
SS (° Brix) 6,3 +0,0 6,3 +0,0 6,4+ 0,0 6,3+0,1 6,3+0,1 6,1 +£0,2 >0,05
AT ~ % acido

. 0,14+0,02 0,18+0,03 0,06+0,01 0,10+x0,01 0,14+0,01 0,37+0,06 >0,05
malice

Sulfito residual®> 12,8 +0,0 10,7+ 1,8 12,8 +0,0 11,7+ 1,8 12,8 +0,0 10,7+ 1,8  >0,05

T AAT = acidez total tituldvel, em g dcido malico.100 mL™"; * Sulfito residual, em mg.L™".
A = 4gua de coco UHT, sem adi¢o de sulfito; B = 4gua de coco UHT, com adi¢do de 20 mg.L"' de sulfito.
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3.3.1.1 pH

Os valores de pH tratados estatisticamente ndo apresentaram diferenca significativa
(P > 0,05) ao longo do tempo de armazenamento, oscilando entre 4,3 a 5,30 (Tabela 1),
mostrando que o pH manteve-se estavel durante 180 dias de armazenamento com valores
proximos a 5,00, estando de acordo com a legislagdo que preconiza pH maximo de 5,4 para a
agua de coco esterilizada (BRASIL, 2009).

Silva et al. (2008) também observaram comportamento semelhante ao deste trabalho,
ao avaliar a estabilidade de uma bebida composta por maracuji e 4gua de coco, encontrando
valores de pH entre 3,15 e 3,46.

Ao pesquisar dgua de coco microfiltrada, Mahnot et al. (2014) relataram valores de
5,7 a 5,8 para pH, superior ao observado neste estudo. Silva er al. (2003), avaliando a
estabilidade da dgua de coco tratada por "hot pack_ durante 120 dias de armazenamento
encontraram valores de pH entre 4,25 e 4,56, corroborando com os resultados relatados nesta
pesquisa.

Abreu e Faria (2007) ao investigar o efeito da temperatura e do acido ascorbico na
estabilidade da dgua de coco (138°C/10s) durante 93 dias, verificaram valor médio de 4,93,

resultado aproximado ao deste trabalho.

3.3.1.2 Solidos Soliiveis

Os resultados obtidos em relacdo do teor de sélidos soldveis, ndo apresentaram
diferenca significativa durante o armazenamento (P > 0,05); e os valores apresentaram pouca
variacdo, oscilando de 6,2 a 6,3 Brix, no armazenamento por 180 dias (Tabela 1).

Brito et al. (2004), avaliando a estabilidade em néctar de maracujd elaborado com
dgua de coco maduro, também constataram que nao houve diferenca significativa (P>0,05)
para °Brix durante 90 dias de armazenamento.

Chowdhury et al. (2005) também ndo observaram mudancas significativas nos
s6lidos soldveis da dgua de coco pasteurizada adicionada de sulfito de potédssio durante 365
dias de armazenamento.

Verifica-se em relacdo aos sélidos soldveis (SS) que a dgua de coco esterilizada se
manteve de acordo com o padrao exigido pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e

Abastecimento (MAPA), que ¢é de, no miximo 6,7 °Brix (BRASIL, 2009).
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A estabilidade dos sdlidos soluveis totais durante o periodo de armazenamento
também foi constatada por Lima et al. (2008), em bebida mista a base de d4gua de coco e suco

de acerola armazenada a temperatura ambiente (25 + 2 °C) por 180 dias.

3.3.1.3 Acidez Tituldvel

A acidez titulavel apresentou comportamento estavel até 120 dias de armazenamento,
de 0,10 a 0,20 g 4cido mdlico por 100 mL, sendo que apenas no ltimo tempo analisado (180
dias) apresentou aumento, atingindo teor de 0,51 g d4cido citrico por 100 mL, dados
apresentados na Tabela 2. Mesmo com a variacdo significativa (P<0,05), ndo foi possivel
estabelecer modelo, pois a falta de ajuste apresentada na andlise estatistica também foi
significativa (Apéndice B) ou apresentou coeficientes da equacdo ndo significativos (P >
0,05), sendo seus valores representados pelas médias das formulacdes em cada tempo.

Ocorreu um aumento da acidez da dgua de coco no decorrer do tempo de
armazenamento, cujos valores médios variaram de 0,13 a 0,51% de acido médlico (Tabela 1).
Mahnot et al. (2014) observaram aumento da acidez no decorrer de 49 dias, quando avaliaram
a estabilidade da dgua de coco envasada em embalagem de PET e de vidro, similar aos
resultados encontrados neste trabalho.

O aumento da acidez em dgua de coco pode ser devido a producdo de 4cidos livres
por crescimento microbiano, normalmente leveduras (DURRANI er al., 2010) ou por
degradacdo de polissacarideos (AKHTAR et al., 2010). Considerando o longo tempo de
armazenagem sob temperatura ambiente, € o numero de embalagens processadas, uma falha
de vedacdo de algumas embalagens pode ter permitido a entrada de micro-organismos que se
desenvolveram e aumentaram a acidez. Comportamento similar foi encontrado por
Chowdhury et al. (2005) ao avaliar a estabilidade da dgua de coco durante 365 dias. Os
autores verificaram um aumento da acidez tituldvel, que variou de 0,08 a 0,39 % de &cido
citrico ao longo do periodo de armazenamento. Sucupira et al. (2015), ao avaliarem a acidez
total tituldvel da dgua de coco processada por UHT (135 °C/9 s) relataram valores de 0,13 a
0,26% de 4dcido malico, corroborando com os resultados encontrados nesta pesquisa.  Costa
et al. (2005) verificaram, em frutos de coqueiro-ando (Cocus nucifera L. cv Verde) com 6 a 7
meses de idade, apds diferentes métodos de conservacao, acidez variando de 0,06 a 0,12% de

acido citrico.
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3.3.1.4 Sulfito residual

O teor de sulfito residual, considerando apenas o tratamento B, que teve a adicdo
inicial de sulfito, durante o armazenamento manteve-se estavel. Os valores obtidos mostraram
que nao houve diferenca significativa durante o armazenamento (P > 0,05). Foi observado que
os valores médios encontrados para este parametro apresentaram pequena variacdo, onde
exibiram valores de 12,80 e 10,70, no inicio e ao final de 180 dias de armazenamento,
respectivamente.

Como a quantidade adicionada antes do processo UHT foi de 20 mg de sulfito.L",
observou-se uma reducio de 40% logo apds o processamento. Isso se deve ao contato com as
substancias oxidantes presentes na dgua de coco, como também a sensibilidade do sulfito em
altas temperaturas, ocorrendo assim sua degradacdo ou ligagdo com outros compostos
constituintes da 4gua de coco, como agucares.

A fragdo de sulfitos que ndo se liga a outros compostos do alimento € definida como
sulfito livre, constituindo uma mistura de SO, fons bissulfito e {ons sulfito em um equilibrio
quimico dindmico. Essa fracdo € convertida rapidamente em di6xido de enxofre molecular
quando o alimento sulfitado € acidificado (WEDZICHA, 1992).

O teor de SO, depende fortemente da natureza quimica do alimento, tipo de processo,
duracdo e condi¢des de estocagem (LOPEZ MALO et al, 1994). O fator tempo ndo foi
relevante no que diz respeito a concentracao de sulfito residual nesta pesquisa, pois se verifica
pouca alteracdo no decorrer do tempo de armazenamento. Assim, deve haver também os
efeitos de alguns outros fatores, como o contetido de sélidos soldveis, teor de umidade,
atividade de dgua e de composi¢io do alimento (OZKAN; TURKYILMAZ; GUZEL, 2014).

As reacdes quimicas originadas quando o dioxido de enxofre € adicionado as frutas e
a outros alimentos sdo complexas. Quando o didéxido de enxofre € absorvido pelas frutas, ou
por produtos com pH similar, ele é convertido, principalmente, em fon bissulfito. O fon
bissulfito pode permanecer livre e disponivel para retardar a formacdo de compostos tipo
Maillard, e pode também se ligar, reversivelmente, a certos compostos, como 0S grupos
carbonilas de aldeidos. Nos alimentos com pH acido (pH < 4), o SO, pode volatilizar
desprendendo-se do alimento (RAHMAN; PERERA, 1999; GUEKEZIAN et al., 1997).

Bertolino e Rech (2012) avaliaram trés diferentes tratamentos de coco ralado ao
longo de 12 meses, mantidas em estufa a 28+2°C, com concentrag¢des de 200, 100 e 50 mg.L™!
de sulfito. Os autores verificaram para o tratamento com 50 mg.L" que apds dois meses de

. -1 . .
armazenamento, houve decaimento para 30 mg.L."", demonstrando que nos 2 primeiros meses



103

a perda de sulfito é mais acentuada. O tratamento com 200 mg.L™" chegou ao limite préximo
de 30 mg.L" ap6s 10 meses e o tratamento com 100 mg.L" apresentou 30 ppm ao final de 6
meses. Comportamento diferente ao encontrado neste estudo, pois o teor de sulfito sofreu
decaimento entre o processamento térmico e o tempo O e depois se manteve estivel no
decorrer dos 180 dias. A diferenca de comportamento pode ser devido ao fato do estudo de
Bertolino e Rech (2012) ter sido conduzido com as amostras exposta ao oxigénio do ar,
enquanto que neste experimento a dgua de coco esta em embalagens fechadas e protegidas da

luz e ar atmosférico, que podem degradar o sulfito.

3.3.2 Estabilidade da cor e turbidez da dgua de coco durante o armazenamento

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores relacionados obtidos para as andlises de

cor e turbidez dos tratamentos de dgua de coco processada, durante o armazenamento.

Tabela 2- Andlises de cor (L*, a* e b*) e turbidez da dgua de coco processada por UHT durante o
armazenamento por 180 dias sob temperatura ambiente (28°C +2°C ).

Armazenamento (dias)

Parametro 0 30 60 90 120 180 P’

Tratamento A -sem SO,

L* 46,49+04 46,07+£0,1 46,29+0,5 46,45+0,7 46,52+0,4 4599+0,9 >0,05
S a* 0,17+0,06 -0,07+0,1 -0,29+0,1 -0,19+0,1 -0,32+0,0 -0,36+x0,1 <0,05
b* 3,25+0,5 3,55+0,1 352+0,6 386+0,6 380+04 3.83+09 >0,05

Turbidez’ 26,1+1,3 300£1,6  32,0+1,1 362+30 452+0,8 51,8+0,6 <0,05

Tratamento B - com SO,

. L* 46,33+£0,2 4590+0,2 44,70+4,1 4590+0,9 4577+0,2 46,65+0,1 >0,05
S a* -0,06+0,2 -0,14+0,2 -0,17+0,1 -0,27+0,1 -0,31+0,0 -0,37+0,0 <0,05
b* 3,34+0,1 344+£00 331+0,6 334+06 295+02 253+0,1 >0,05

Turbidez’ 23,6 £2,9 434+16 399+28 356+05 37,8+4,7 468+x14 <0,05

NS = nio significativo se p > 0,05;” Turbidez em NTU (NephelometricTurbidityUnits).

Os valores de Luminosidade (L*) nas dguas de coco ndo apresentaram diferenca
significativa ao longo do tempo de armazenamento (P> 0,05), com uma média variando de
46,41 no inicio do armazenamento e 46,32 ao final do armazenamento, mantendo-se constante
durante todo o armazenamento (Tabela 2 e Figura 1), indicando que ndo houve escurecimento
da dgua de coco em 180 dias de armazenamento.

O valor L* varia de O (preto) a 100 (branco), e é um indicador de escurecimento, no
qual expressa a luminosidade ou claridade da amostra, sendo observado que o seu valor é
inversamente proporcional a sua coloracdo, portanto, as dguas de coco estudadas

apresentaram média luminosidade durante todo o periodo de armazenamento, resultados

compativeis com a observagao visual da cor (Figura 1).



104

Figura 1 ~ Aguas de coco A e B tratadas por UHT, apés o processamento (1) e apés 180 dias
de armazenamento (2)

Fonte: A autora (2015).

Purkayastha er al. (2012) investigaram o efeito do 4dcido ascérbico (250 mg.L") na
agua de coco microfiltrada durante 28 dias e mostraram valores de L* que variaram de 95,54
a 70,76 no final do armazenamento, resultado superior ao encontrado nesta pesquisa. Costa et
al. (2005) relataram valor de 27,99 para a luminosidade da dgua de coco envasada
assepticamente. Possivelmente o tratamento utilizando calor causa escurecimento da amostra,
reduzindo assim a luminosidade.

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores obtidos das médias de luminosidade para
as aguas de coco esterilizadas por UHT e armazenadas a temperatura ambiente (28°C +2°C)
durante os 180 dias de armazenamento.

Resultados similares foram encontrados por Daltro et al. (2014) que ao desenvolver
uma bebida mista de graviola com dgua de coco pasteurizada a 85°C/60s, encontrou valor
médio de 44,19 para a luminosidade.

Os valores da coordenada a* tratados estatisticamente apresentaram diferenca
significativa (P 0,05) em fun¢do do tempo de armazenamento, ajustando-se a um modelo
linear para o tratamento B; dgua de coco esterilizada por UHT e adicionada de sulfito (Figura
2). A 4gua de coco esterilizada por UHT e ndo acrescida de sulfito (Tratamento A) apresentou
falta de ajuste significativo para todos os modelos testados (Apéndice B).

A coordenada a* mostra a intensidade de cor que varia do vermelho ao verde. A
intensidade da cor vermelha € mensurada pelos valores positivos. Assim, valores mais baixos,
representam menor tendéncia ao aparecimento do vermelho. As dguas de coco esterilizadas
por UHT apresentaram decréscimo significativo ao longo do tempo, que variou de -0,08 no

inicio de armazenamento, para -0,40 ao final do armazenamento a temperatura ambiente por
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180 dias (Tabela 2), corroborando com 0 ndo surgimento da cor rosada, fendmeno indesejavel

na vida de prateleira da dgua de coco.

Figura 2 - Média da coordenada a* das dguas de coco esterilizadas por UHT armazenadas por
180 dias em temperatura ambiente (28+2°C).

0,40 ~

# Aguade coco UHT sem sulfito v = ndo ajustavel
0,30 )

OAguade coco UHT com sulfito  y=-0,0812-0,0018x; R2=0,966
0,20

Coordenada a*
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Pereira, Faria e Pinto (2013) observaram valores médios de -0,47 para a coordenada
a* da 4gua de coco carbonatada adicionada de sorbato de potdssio e metabissulfito de sédio,
valores similares ao encontrado nesta pesquisa. Os autores constataram que o uso dos aditivos
impediu o escurecimento das dguas de coco.

Ochoa-Velasco et al. (2014) avaliaram os parametros de cor do leite de coco
aquecido sob condi¢des de pasteurizacdo e verificaram que a coordenada a* foi reduzida apds
0 processo.

Ao investigar a dgua de coco sob altas pressdes e pasteurizada, Cappelletti et al.
(2015) verificaram valores médios para a coordenada a* de 0,07 e 0,11, respectivamente,
resultados muito préximos aos observados neste estudo.

As médias obtidas para coordenada b* ndo foi significativa em fun¢do do tempo de
armazenamento (P > 0,05). Foi observada uma discreta variacdo dos valores médios obtidos
para este parametro, onde tiveram valor de 3,30 e 3,18, no inicio e ao final de 180 dias de
armazenamento, respectivamente, caracterizando uma colora¢do levemente amarelada. Isso
pode ser devido aos processos ndo enzimaticos de escurecimento que ocorrem quando a dgua
de coco é submetida ao processamento UHT, sugerindo uma reacdo de Maillard que implica

em oxidacdo da amostra, com mudanca de cor. Também indicaram nesse trabalho, que todos os
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tratamentos apresentaram apenas tonalidade amarela e valores positivos de cor b*. Os valores das
médias para coordenada b* estdo representados na Tabela 2.

Chowdory et al. (2005) ao avaliar a estabilidade durante 365 dias da 4gua de coco
esterilizada, também ndo evidenciaram alteracdo significativa na cor, que se manteve
amarelada ao longo do periodo de armazenamento.

Pereira, Faria e Pinto (2013) em trabalho com 4gua de coco pasteurizada a 90°C/30s
e carbonatada, testaram a eficiéncia dos conservantes sorbato de potdssio e metabissulfito de
sodio e observaram que o resultado para o parametro de cor b* revelou pouca variagdo para o
tratamento de dgua de coco com 400 mg. L de sorbato de potdssio ¢ 80 mg.L™' de
metabissulfito de sédio (na época a legislacdo brasileira permitia um limite maximo de 200
mg.L") durante armazenamento por 54 dias. Todos os ensaios apresentaram apenas
tonalidade amarela e valores positivos de cor b*, comportamento semelhante ao desta
pesquisa.

Sousa (2006) investigou trés formulacdes de dgua de coco ultrafiltrada adicionada de
acido ascoOrbico e envasada assepticamente em garrafas de vidro e observou valores de para a
coordenada b* que variaram de 4,06 a 2,92, corroborando com os resultados encontrados

nesta pesquisa.

3.3.2.1 Turbidez

Em relacdo a turbidez, houve diferenca significativa entre os tratamentos € o tempo
de armazenamento nas aguas de coco (P H0,05) (Apéndice B). Assim, os tratamentos A ¢ B
foram avaliados separadamente em relacdo a este parametro na andlise de regressdo com o
tempo de armazenamento (Apéndice B).

Os dados da dgua de coco do tratamento A (sem sulfito) se ajustaram ao modelo
linear e os da dgua de coco tratamento B (com sulfito) ndo foram ajustados a nenhum modelo
testado.

Os resultados encontrados para turbidez estdo descritos na Figura 3.
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Figura 3- Média da turbidez da 4gua de coco esterilizada por UHT armazenada por 180 dias
em temperatura ambiente (28+2°C).
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Foi verificado um aumento da turbidez no decorrer do tempo de armazenamento,
sugerindo o crescimento microbiano com formacgio de gis e 4cido no final dos 180 dias de
armazenamento, ou provavel volatilizacao do sulfito em decorréncia do tempo de estocagem e
do tratamento térmico. O aumento da turbidez ndo se correlacionou com a luminosidade, que
se manteve estavel no tempo de armazenamento.

Awua et al. (2011) observaram o aumento continuo para a turbidez da dgua de coco
esterilizada em autoclave, sugerindo que reacdes de formacdo de matéria insolivel sejam
desencadeadas, além desse aumento mascarar a detec¢do da cor amarela. Cappelletti et al.
(2015) atribuiram mudanga de comportamento da coloracdo da dgua de coco devido a
desestabilizacdo de emulsdes e precipitacdo de proteinas.

Purkayastha et al. (2012) verificaram aumento na turbidez da 4dgua de coco com e
sem dcido ascOrbico armazenada durante 28 dias a temperatura de 4°C e atribuiram a
possiveis contaminagdes microbianas e sedimentos celulares. Comportamento semelhante ao
observado nesta pesquisa.

Pereira, Faria e Pinto (2013) verificaram aumento da turbidez no decorrer de 54 dias
de armazenamento a temperatura ambiente para dgua de coco formulada com sorbato de
potéssio e metabissulfito de sédio, com valores médios de 33,88 NTU. Os autores relataram
que o teor de sulfito foi significativo para a turbidez, ou seja, os tratamentos com menores
concentragdes de sulfito apresentaram maiores valores médios para esse parametro. Esse
comportamento ja era esperado, visto que esse aditivos agem como antioxidante, contribuindo

para manuten¢do da cor e da estabilidade desses produtos.
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Leber (2001) avaliou a estabilidade da dgua de coco congelada e resfriada em
garrafas de polietileno tereftalato (PET) estocada a 15°C durante 9 meses e observou um
significativo aumento na turbidez apds o segundo més de estocagem, influenciando
negativamente na estabilidade da dgua de coco, coincidindo com a elevacdo do crescimento

microbiano e influenciando negativamente na estabilidade.

3.3.3 Estabilidade enzimdtica da dgua de coco durante o armazenamento

3.3.3.1 Enzimas Polifenoloxidase e Peroxidase

Os resultados obtidos para atividade enzimdtica indicaram auséncia de atividade para a
polifenoloxidase, sugerindo que o processo UHT foi suficiente para a sua inativagdo, mantendo os
valores préoximos de zero durante todo o armazenamento, enquanto que a atividade da peroxidase
(POD) apresentou, nos tempos de armazenamento de 60, 90 e 120 dias, valores de atividade
proximos ou inferiores aos limites de deteccdo e quantificacdo do método de andlise (Tabela 3),

que foram 0,30 e 0,25 para PPO e POD, respectivamente.

Tabela 3 - Resultados para atividade enzimatica da peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) da
dgua de coco processada por UHT durante o armazenamento por 180 dias sob temperatura
ambiente (28°C £2°C).

0 30 60 90 120 180

o) A 0,00 +0,0 0,00 +0,0 0,00 +0,0 0,00 +0,0 0,00 +0,0 0,19+0,3
& B 0,00 +0,0 0,00 +0,0 0,00 +0,0 0,00 +0,0 0,00 +0,0 0,06 £0,1
”Q A 0,00 +0,0 0,00 +0,0 0,72 +0,4 0,27+0,2 1,96 +0,3 0,00 +0,0
2 B 0,00 +0,0 0,00 0,0 0,62 +0,6 0,10+0,3 1,2+0,3 0,00 +0,0
TResultado em Unidades de Atividade Enzimatica (UAE.mL™).A = 4gua de coco UHT, sem adigdo de sulfito; B
= dgua de coco UHT, com adiciio de 20 mg.L"" de sulfito

Os valores encontrados para a atividade da PPO e da POD neste estudo ndo
apresentaram diferenga significativa ao longo do tempo de armazenamento (P > 0,05),
variando de 0,00 a 1,96 UAE.mL™* (Tabela 3).

Ap6s o tratamento térmico, ndo foi detectada atividade para a polifenoloxidase em
nenhum dos lotes produzidos. Provavelmente o pH da dgua de coco, em torno de 5,00, ndo
favoreceu a atividade dessa enzima, cujo valor 6timo se encontra em pH 7,0. PPO € uma
enzima que atua sobre grande variedade de compostos fendlicos, em fun¢do do pH do meio,
concentracdo de compostos fendlicos presentes, temperatura, concentragdo da propria enzima,

entre outros fatores (KWIATKOWSKI et al., 2012).
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Foi verificada que a atividade da POD praticamente se manteve constante e proxima
ao valor zero, isto mostra que ambos os tratamentos térmicos aplicados (136°C/8s sem uso de
sulfito e 136°C/8s com uso do sulfito) se mostraram eficientes em reduzir a atividade
enzimética, ndo sendo observada reativacdo da enzima ao longo do armazenamento. O uso do
sulfito pareceu nao influenciar na reducdo da atividade enzimadtica, uma vez que nao houve
diferenga estatistica significativa entre os tratamentos e ambos mostraram baixos valores,
proéximos a zero, no inicio e no fim do armazenamento (Tabela 3).

Murasaki-Aliberti et al. (2009) evidenciaram que o tratamento com calor, com
tempos de retengc@o mais curtos podem minimizar as perdas nutricionais € sensoriais em agua
de coco e promover 90% de inativagdo enzimdtica. Balasubramanian e Boopathy (2013)
obervaram que em temperaturas acima de 60°C a atividade da peroxidase decresceu
acentuadamente, este comportamento pode ser devido ao desdobramento da enzima.

Abreu e Faria (2007) ao avaliar a atividade enzimadtica de dgua e coco envasada
assepticamente, verificaram que a agua de coco formulada com d4cido ascorbico nado
apresentou atividade de polifenoloxidase e a atividade da peroxidase caiu cerca de 60%.

Tan et al. (2014) j4 havia relatado baixa atividade das enzimas na dgua de coco
verde, encontrando valores de 0,543 e 0,052 UAE. mL-!. °Brix-! min—l, respectivamente para
PPO e POD, sendo a atividade de ambas as enzimas diminuida ao longo dos 15 minutos de
aquecimento, com uma reducgdo dristica observada a temperatura de 95°C. Os resultados
mostraram que a inativagdo completa de POD foi conseguida com tratamento térmico a 90° C
e tempo de reten¢do de 2,5 min.

Pereira, Faria e Pinto (2013) pesquisaram a estabilidade, no decorrer de 60 dias, da
agua de coco carbonatada e pasteurizada a 90°C/30s, adicionada com metabissulfito de sédio
e sorbato de potdssio. Os autores relataram valores médios de 0,026 UAE.mL" e 0,023
UAE.mL" para PPO e POD, respectivamente, concordando com os resultados encontrados

neste trabalho para POD, em que o valor médio foi de 0,4.
3.3.4 Anadlise Microbiologica

O teste de esterilidade comercial realizado 24h apds o processamento das amostras,
com a incubagdo para crescimento de meséfilos e terméfilos, ndo apresentou estufamento _
das embalagens, indicando auséncia de micro-organismos formadores de gds. Apds
incubacdo, ndo foi evidenciado crescimento de bolores na menor diluicdo utilizada (<10™
UFC. mL™), todavia, em algumas embalagens do tratamento A, grupos de micro-organismos

aerébios meséfilos foram isolados (2,0 10° UFC.mL™), indicando possivel contaminacio pds-
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processamento, possivelmente por falha na esterilizagcdo quimica da embalagem ou ainda de
vedacdo da tampa, evidenciando a necessidade de monitoramento em todas as etapas do
processo, a fim de evitar perdas na qualidade microbiolégica da dgua de coco. Por esta razdo,

resolveu-se ndo prosseguir com a andlise sensorial nos demais tempos de armazenamento.
3.3.5 Andlise sensorial
3.3.5.1 Caracterizagdo dos provadores

A anélise sensorial foi realizada 24h apds o processamento por UHT.

Na avaliacdo sensorial da dgua de coco participaram 52 provadores ndo treinados,
sendo 68% mulheres e 32% homens.

A pesquisa ndo tinha uma inclinacdo para a questdo do género, aqui, faz-se
necessario comentar que o publico, em sua maioria, foi composto pelo sexo feminino.

A freqiiéncia do consumo da 4dgua de coco foi média, onde 41% dos provadores

indicaram consumir uma vez ou trés vezes por semana.

3.3.5.2 Aceitagdo sensorial da dgua de coco

Para a dgua de coco, ndo foi observada diferenca significativa (P > 0,05) entre as
formulagdes A (136°C/8s sem sulfito) e B (136°C/8s com adigdo de 20 mg.L’1 de sulfito).
Os valores médios para cada atributo das duas formulagdes estdo descritas na

Tabela 4.

Tabela 4 - Valores médios para os atributos de aceitacdo global, sabor e inten¢do de compra
para os tratamentos de dgua de coco.

Média dos atributos avaliados*
Formulacoes Aceitaciio Intencao de
Sabor
Global Compra
A 6,26" 6,22" 3,38
B 6,18 5,96 3,50°

A- Agua de coco processada a 136°C/8s sem adi¢@o de sulfito; B ~ Agua de coco processada a 136°C/8s com
adicdo de 20 mg. L' de sulfito. Notas sensoriais: (9) ‘gostei muitissimo_ e (1) “desgostei muitissimo_ e (5) é
o centro ‘nem gostei, nem desgostei_. Notas de inten¢do de compra (1) ‘certamente niio compraria e (5)
‘certamente compraria_.*Valores na mesma coluna seguidos de letras diferentes, indicam diferenga
significativa ao nivel de 5 % (P< 0,05).

Fonte: A autora (2015)
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Os resultados obtidos para as andlises sensoriais nos atributos sabor, aceitagdao global
e intencdo de compra se apresentaram na zona de aceitacdo da escala hedonica, mostrando
que ambas as formulacdes de &dgua de coco tiveram uma boa avaliacdo diante dos
participantes do teste.

Para o atributo aceita¢do global, as médias se localizaram entre "gostei ligeiramente _
e "gostei moderadamente", ficando na zona de aceitacdo da escala heddnica, em que os
provadores ndo notaram diferengas (P < 0,05) entre as duas formulacdes. O atributo sabor
apresentou médias préximas a nota 6, que indica ‘gostei ligeiramente. Para a intengdo de
compra das amostras de dgua de coco, pode-se notar médias variando entre os pontos 3 e 4,
que corresponde a ‘talvez comprasse/talvez ndo comprasse_ a provavelmente compraria,
respectivamente.

Gabriel e Arellano (2014) avaliaram sensorialmente, através de uma escala de 7
pontos, dgua de coco pasteurizada e relataram valores médios de 6,16 (que correspondia a
gostei moderadamente) para o atributo aceitacdo global. Valores superiores ao desta
pesquisa. Em estudo realizado por Prado et al. (2015), analisando sensorialmente dgua de
coco in natura utilizando uma escala estruturada de 7 pontos, verificaram valores médios de
5,50 e 5,20 para aceitagcdo global e sabor, respectivamente, ou seja, similares aos encontrados
no referido estudo com 4gua de coco esterilizada.

De maneira geral, as duas formulagdes tiveram aceitacdo positiva, ndo havendo
diferenca estatistica significativa (P>0,05) entre os tratamentos.

A figura 4 exibe os termos descritores para a 4gua de coco sem sulfito e com sulfito,
tratadas a 136°C/8s.

Pode-se verificar que os termos ‘sabor coco_, ‘coco seco_, aroma doce_ obtiveram
maior freqiiéncia para os dois tratamentos analisados. Abreu et al. (2005), analisaram o perfil
sensorial de amostras de dgua de coco esterilizadas e observaram a presenca dos descritores
“aroma putrido _, sabor de "coco passado _ e sabor doce _, que pode corresponder ao aroma de

‘aroma fermentado _, “sabor cozido _ e ‘sabor rapadura _, respectivamente.
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Figura 4~ Histograma de freqiiéncia para os termos atribuidos a dgua de coco sem sulfito e
agua de coco com sulfito.
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Fonte: A autora (2015)

O termo ferrugem _ foi observado com menor intensidade, contudo, 0 mesmo termo
foi observado em estudos anteriores. Maior intensidade para o aroma de milho e adstringente
para a 4gua de coco com sulfito, se deve possivelmente a presenca do aditivo. Leber (2001) e
Campos et al. (1996) atribuiram alteracdes nas caracteristicas sensoriais da dgua de coco a
presenca de aditivos e aplicagdo de tratamento térmico. A adicdo de sulfito para evitar o
escurecimento pode contribuir para a presenca de sabores e odores anormais na dgua de coco
pela formagdo de compostos de enxofre, sendo, neste trabalho, atribuido ao termo sabor
estranho _.

"Sabor rapadura_, ‘aroma doce_ e ‘aroma de agucar_ foram termos pertinentes a
agua de coco, provavelmente devido a corre¢do do °Brix utilizando frutose e também a
caramelizacdo dos agucares através do processo de esterilizacdo. A dgua de coco contém
compostos nitrogenados e dcidos graxos que sofrem degradagdo, originando compostos de
aroma e sabor desagraddvel (ABREU et al., 2005), descritos pela equipe como sabor
estranho_e fermentado _.

Cappelletti et al. (2015) avaliaram as diferencgas sensoriais entre a dgua de coco in
natura, pasteurizada e tratada por altas pressdes. Foi utilizada uma lista de 14 termos

descritivos para caracterizar os tratamentos e diferencid-los. Dentre os termos, destacou-se:
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doce e acido para sabor e odor de manteiga, cozido, floral, nozes e pao torrado. A amostra de
dgua de coco pasteurizada se caracterizou pelos termos nozes_ e pdo torrado_. Os autores
sugerem que esse comportamento foi devido as concentracdes mais elevadas de aldeidos e
cetonas, bem como maior concentracdo do composto 2-acetil-1-pirrolina, que aumentou
significativamente no produto pasteurizado. Este composto tem um impacto sensorial descrito
como "torrado", "pipoca" e "malte" (BURDACK-FREITAG E SCHIEBERLE, 2010).
Luvielmo et al. (2004) pesquisando sobre dgua de coco pasteurizada
convencionalmente, pasteurizada em micro-ondas e congelada, observaram que a amostra
processada por pasteurizagdo convencional evidenciou claramente a maior intensidade dos
atributos de aroma e sabor passado e aroma de rango, corroborando com os resultados
expostos nesse estudo, em que as caracteristicas das dguas de coco avaliadas apresentaram

frequéncia nos termos ‘sabor cozido_e ‘coco seco_.

3.4 CONCLUSOES

A 4gua de coco submetida a processo térmico de esterilizacio UHT apresentou
estabilidade fisico-quimica e enzimatica durante o armazenamento a temperatura ambiente
(28°C #£2°C). Algumas amostras apresentaram crescimento de bactérias mesofilas, estando
ndo comercialmente estéril.

O uso do sulfito ndo influenciou na redugdo da atividade enzimética, uma vez que
ndo houve diferenga estatistica significativa entre os tratamentos com e sem o aditivo. No
entanto, o uso do sulfito € necessario para evitar mudanga de coloracdo quando a condi¢cdo de
esterilizacdo UHT ndo for alcancada, ou seja, no subprocessamento.

Sob o aspecto sensorial, ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos com e sem sulfito logo apds o processamento térmico de dgua de coco UHT, nas

quais predominaram os termos descritivos “sabor de coco_, “sabor doce _ e “sabor rapadura _.
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CAPITULO 4*

USO DE ESPECTROSCOPIA DE RMN E QUIMIOMETRIA PARA AVALIAR
DIFERENTES PROCESSAMENTOS DE AGUA DE COCO

RESUMO

Métodos de RMN fornecem informagdes sobre uma vasta gama de compostos presentes na
matriz dos alimentos, pois além de apresentar as vantagens em termos de simplicidade na
preparagdo da amostra, tem um curto tempo de andlise. Diante disso, aplicou-se RMN e
quimiometria para compreender as variacdes na composi¢do quimica da dgua de coco sob
diferentes processamentos. Seis tratamentos foram aplicados a d4gua de coco: dois controle in
natura (com e sem sulfito) e quatro processados termicamente a 110°C/8s e 136°C/8s (com e
sem a adi¢do de sulfito). Dentre os tratamentos, apenas o com temperatura de 110°C e sem
adicdo de sulfito apresentou alteracdo formando colorag¢do rosada um dia apds processamento.
De acordo com a andlise quimiométrica, os tratamentos UHT a 136°C exibiram niveis
inferiores de glicose e dcido madlico, enquanto os tratamentos com adicdo de sulfito
apresentaram menor quantidade de sacarose, sugerindo temperaturas mais suaves para evitar a
decomposic¢do e a hidrélise deste dissacarideo. Os tratamentos com sulfito e processados em
temperaturas de 110°C apresentaram maior quantidade de etanol. Apesar destas leves
diferengas, nenhuma mudanca significativa foi verificada na andlise quantitativa da dgua de
coco como um todo. Tanto o uso de sulfito quanto temperatura de 136°C demonstraram ser
eficazes na prevengdo da formagdo da cor rosada e na manutencdo dos niveis dos principais

compostos organicos da dgua de coco processada.

Palavras-chave: Cocus nucifera, Analises multivariadas, Esterilizacao, Sulfito, UHT.

*Artigo publicado no periddico Food Chemistry
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4.1 INTRODUCAO

A 4gua de coco estd ganhando popularidade na industria de bebidas devido ao seu
alto valor nutricional e algumas potenciais propriedades terapéuticas (TAN et al., 2012). Ela
também contém proteinas, gorduras, minerais, € € muito rica em hidratos de carbono, glicose,
frutose, sacarose, celulose e dcidos orgénicos tais como 4cido tartdrico, 4cidos malico e citrico
(SILVA et al., 2009; CAMPBELL-FALCK et al., 1997; SANTOSO et al., 1996).

Processos de preservacdo sdo necessdrios para aumentar a vida de prateleira da dgua
de coco e para permitir a comercializacdo. A dgua de coco, depois de retirada do fruto, dura
cerca de um dia, por causa da contaminagdo externa por micro-organismos (REDDY; DAS;
DAS, 2005). O processo de esterilizagio UHT ¢é eficaz na reducdo microbiolégica e
enzimdtica, no entanto, alteragdes sensoriais € nutricionais sdo geralmente apresentadas, o que
compromete a qualidade e a aceitagdo do produto final (TAN et al., 2014; CAMPOS et al.,
1996). A esterilizac@o associada com o uso de sulfito foi adotada pela industria para aumentar
a vida de prateleira e para evitar alteracdes do produto. O sulfito € amplamente usado para
evitar o escurecimento causado por reacdes enzimadticas ou oxidativas e a legislacdo brasileira
por meio da RDC 08/2013 estabelece 0,005 g de limite de SO, residual em 100 ml de dgua de
coco (BRASIL, 2013). Por causa da rdpida deterioracdo da dgua de coco como consequéncia
de mecanismos de degradacdo bioquimicos e microbianos, existe uma grande necessidade de
obter uma visdo sobre as mudangas na qualidade da dgua de coco esterilizada.

Em estudos anteriores, observou-se que a dgua de coco processada termicamente
apresenta uma cor rosada sob o armazenamento, e esta mudanga de cor aparece em uma
condicdo de subprocessamento (Fo ou taxa de letalidade menor que 3 minutos a 121°C) e sem
adicdo de sulfito. A mudanca de cor ndo aparece em um processo UHT normal, com
letalidade acima de 3 minutos.

As espécies de sulfito ajudam a estabilizar a cor do produto, a0 mesmo tempo
melhoram o sabor e a aparéncia de vérios produtos (RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-
COLMENERO, 2009). De acordo com Damar, Balaban e Sims (2009), o aparecimento da cor
rosada em d4gua de coco processada termicamente e depois armazenada ¢é devido
possivelmente a aeracao e ao calor.

Ressonancia magnética nuclear (RMN) € uma importante ferramenta analitica tanto
para andlise de misturas complexas, como no controle de qualidade de alimentos (SILVA et
al., 2012; CHOZE et al., 2013), no entanto, considerando o fato de que os dados de RMN tém

gerado matrizes altamente complexas com uma grande similaridade espectral, a andlise visual
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pode ser invidvel. Espectroscopia de RMN tem a vantagem de requerer pouca preparagcdo de
amostra, 0 que a torna mais representativa. Este fato € extremamente importante porque €
muito util para avaliar o processo de esterilizacdo, sendo a primeira vez utilizada a RMN e a
andlise quimiométrica aplicada a avaliacdo da composi¢ao dgua de coco sob o processamento
térmico.

Portanto, juntamente com a RMN, a quimiometria pode ser adotada para empregar
ferramentas matemdticas no tratamento de dados quimicos e para a exploracdo de dados
(ALVES FILHO et al., 2012). Purkayastha et al. (2012) estudaram os efeitos da adicao de
acido L-ascorbico na qualidade de dgua e coco micro-filtrada utilizando RMN e observaram
que, em média, os sinais do préton -raminopiranosil anomérico, agucares livres ou alcodis de
acucares foram principalmente os presentes. RMN tem demonstrado ser uma ferramenta
eficaz em sumos de fruta e na fabricacdo de bebidas (CUNY et al., 2008; SPRAUL et al.,
2009). Jagannathan et al. (1995) estudaram a dgua de coco madura através de ressonancia
magnética (MRI) e verificou regides de actcar também ( 5.1 a 5.5).

O objetivo deste trabalho foi realizar a avaliacio quantitativa dos compostos
metabdlicos primdrios de amostras de dgua de coco esterilizada por UHT, utilizando RMN e
quimiometria, principalmente para detectar as possiveis alteracdes quimicas que ocorrem na

mesma, durante o processamento.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Preparagdo da amostra e processo de esterilizacdo UHT da dgua de coco

Cocos verdes (Cocus nucifera, L.), com idade de maturacdo entre 6 e 7 meses,
colhidos no estado do Ceara, Brasil.

A unidade de esterilizacdo utilizada foi montada na planta piloto do laboratério de
produtos agroindustriais na EMBRAPA. O processo de esterilizagio UHT foi efetuado
utilizando temperaturas de 136 °C e 110 °C e fluxo controlado para 8 segundos de tempo de
retencdo usando um trocador de calor tubular que compreende o aquecimento do produto,
aquecimento da 4gua, a retencdo do produto final e resfriamento, com um sistema de
recirculacdo de dgua de arrefecimento (chiller) Armfield FT63, e envasado sob condigdes
assépticas. A dgua de coco de cada lote (1, 2, e 3) foi envasada assepticamente em garrafas de
vidro de 210 mL e fechadas com tampa rosqueada de plastico. Em cada experimento, a 4gua

de coco foi descongelada e adicionada de metabissulfito de sédio em quantidade calculada
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para teor de sulfito de 40 mg L. Seis tratamentos foram realizados, diferenciados pela

temperatura de aquecimento e a adi¢do de sulfito como descrito na Tabela 1.

Tabela 1~ Condi¢des de processamento térmico UHT e da adicdo de sulfito nos tratamentos
de 4gua de coco.

Tratamento Temperatura (°C)* Sulfito (mg.L™)
Controle - 0
Controle com sulfito - 40
136°C 136 0
136°C com sulfito 136 40
110°C 110 0
110°C com sulfito 110 40

*0 tempo de retengio de 8 s para todos tratamentos.

4.2.2 Espectroscopia de RMN e identificacao molecular

Aliquotas de 3 ml de cada amostra foram transferidas para um tubo de falcon e
centrifugadas a 3.000 rpm durante 15 minutos. Deste total, 130 pL. das amostras foram
transferidas para tubos de ensaio e misturada com 20 uL de EDTA e 350 4. de CD 3 OD-d 4
(metanol tetradeuterado 98%) contendo 1% da solucdo estoque de 3-trimetilsilil- de sédio
(TMSP-2,2,3,3-d4 98% pureza) e, em seguida, transferidos para tubos de RMN de 5 mm
(ALVES FILHO et al., 2012)

Os espectros de RMN foram adquiridos em um espectrometro Agilent 600 MHz
(14,1 T), equipado com uma sonda One Probe® de 5 mm de didmetro interno (H-F/15N-
31P) de deteccdo inversa. Foram realizados utilizando a sequéncia de impulsos PRESAT para
supressdo de dgua ( 4,98). Para aquisicio do espectro de RMN de 'H, foram feitas 64
varreduras com pulso de 6,50 = (calibrado para 90°), e uma largura espectral de 12 mg.L-1.
As andlises foram processadas com um fator de multiplicacdo exponencial igual a 0,3 Hz. A
correcdo de fase foi realizada manualmente para cada espectro e a correcdo da linha de base
foi aplicada ao longo de toda a gama espectral.

Experimentos bidimensionais (2D) de RMN foram adquiridos utilizando as
sequéncias de pulso contidas na literatura. Experimentos de 1H-1H COSY foram obtidos com
uma largura espectral de 18,028.1 Um dos titulos de 1H-13C HSQC foram adquiridos com
um atraso na evolucdo de 1,7 ms para um 1J média (C, H) de 145 Hz; com matriz de dados
1442 x 200; 80 varrimentos por incremento A identificacdo dos componentes dentro das

amostras de agua de coco foi realizada por meio de experimentos com 1H-1H COSY
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(Correlation Spectrocopy), 1H-13C HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) e
HMBC (Heteronuclear Single Quantum Coherence). Os resultados foram comparados com os

dados existentes nas bases de dados de acesso e relatos na literatura aberta.

4.2.2.1 Andlise de Quantificagcdo

Sacarose, frutose, e §-glicose, etanol e dcido mdlico foram quantificadas pelo
método de referéncia externo. Neste método, a integracdo total de uma solu¢do padrdo de
sacarose foi usada para calibrar o equipamento. Por conseguinte, os dados da sonda sdo
atualizados com todos os parametros necessarios para a determinacio da concentragdo de uma

amostra desconhecida.

4.2.2.2 Andlises Quimiométricas

Os espectros de 1H NMR foram utilizados como dados de entrada para o programa
AmixTM a Anélise de Componentes Principais (ACP) para criar uma visdo geral e mostrar as
tendéncias, agrupamentos e valores discrepantes nos dados com nivel de confianca de 95%.
Andlises quimiométricas foram realizadas utilizando a quintuplicata de seis tratamentos de
agua de coco: dois tratamentos sem esterilizagdo (controle ou in natura e controle com adi¢ao
de SO,%); dois tratamentos (A e B) foram esterilizados a 136 ° C / 8s; dois tratamentos (C e D)
foram esterilizados a 110 ° C / 8s. Nos tratamentos B ¢ D foi adicionado sulfito (SOzz)(40 mg
L™")). As ACP foram realizadas utilizando dois grupos de espectros de 1H RMN: espectro
total de - 0,84 a 8,54; e regido alifitica- 0 0,84 a 3,02.

Para a andlise de componentes principais (ACP), cada espectro foi dividido em
regides de 0,04 5. Os espectros foram divididos em 145 regides espectrais para ACP usando
espectros completo e em 44 regides usando apenas a regido alifatica. A area de influéncia da
supressdo de dgua de acordo com o perfil de saturacdo (4,62 a 5 5,15 ) foi excluida do

Processo.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s o processamento, apenas o tratamento submetido a 110°C/8s sem sulfito

mostrou cor rosada durante o armazenamento a temperatura ambiente, e este resultado foi
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consistente em todas as repeti¢cdes do tratamento. A adi¢do de sulfito nesta condi¢do impediu
a formacdo de cor rosa na 4gua de coco, bem como o tratamento térmico UHT de 136°C/8s.
Durante o armazenamento sob temperatura ambiente, 0 tempo necessdrio para o
surgimento da cor rosada variou de 1 a 7 dias. Apds duas semanas, a cor foi desaparecendo e,
aparentemente, sendo aglomerada e depositada no fundo da embalagem. As amostras de todos
os tratamentos, em um total de 36 amostras, com ou sem cor rosada foram analisadas por 1H
RMN e a andlise quimiométrica foi usada para identificar os componentes e diferencia-los,
correlacionando a cor rosada e as diferencgas devido a intensidade do tratamento por calor € o

efeito da adi¢ao de sulfito.

4.3.1 Identificacdo dos metabdlitos primdrios

Os espectros de 1H-13C HSQC NMR apresentados na Figura 1 mostram que as
amostras de 4agua de coco conttm um nivel elevado de agucar e estruturas aliféticas,
principalmente cadeias alquila. A dgua de coco é uma mistura e / ou uma solucdo de varias
biomoléculas, incluindo amino 4cidos aromaticos (tirosina), acidos citrico, tartarico e malico,
hidrocarbonetos aromaticos que conferem sabor e outros. Em geral, o espectro de 1 H de
RMN de dgua de coco apresenta compostos em trés regides diferentes, apresentadas na Figura
I, em que regido A corresponde a -carbonilico e hidrogénio ( 6 0,8 a 3,0), regidao B :
hidrogénio carbindlico ( 3,0 a 5,5), e alfa carbonilica/ residuo de alquila na regidao C.( 6,0 a
9,0). Espectros de RMN dos compostos apresentados em duas regides diferentes (A e B)
mostraram que a dgua de coco compreende um elevado nivel de actcar e estruturas alifaticas.
A presenca de aminodcidos, dcidos organicos e acticares em dgua de coco tém sido relatados
anteriormente por vdérios autores (PURKAYATSHA er al., 2012; VIGLIAR et al., 2006;
YONG et al., 2009). Basicamente, os prétons aldeidicos e aromaticos em (C) apresentaram
apenas um composto: dcido férmico a 8.43. Sacarose, glicose, frutose, etanol e dcido mélico

foram os principais compostos organicos da dgua de coco.
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Figura 1 - (A) Representacdo espectral de IHNMR de dgua de coco na regido expandida de
1,0-3,0 mg.L™" (B) a regido expandida de 3,0-6,0 mg.L" e (C) e na regido expandida de 6,0-

10,0 mg.L™".
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4.3.2 Andlise quimiométrica

A andlise das regiOes espectrais foi realizada para investigar sua variagcdo
comparando todos os espectros de 1H NMR para observar as regides mais importantes para a
ACP (Figura 2). A Figura 2 mostra também um espectro de 1 HRMN representativo para
ilustrar as regides do espectro que tinham maior variacdo no banco de dados. Portanto, esta
andlise revelou que os compostos possuem maior variacdo entre os tratamentos (nivel de

confianca 95%).

Figura 2 - Anélise de Box-and-whisker das regides espectrais das amostras
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A andlise quimiométrica foi realizada para investigar as diferencas na composi¢ao da

agua de coco sob as duas diferentes temperaturas de processamento térmico e para avaliar a
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adicdo de sulfito como efeito antioxidante. Portanto, a ACP foi aplicada para reduzir a
dimensionalidade dos dados originais em dois PCs e para auxiliar na interpretacdo de dados
multivariados. A ACP foi aplicada aos tratamentos: controle; controle com a adi¢do de sulfito;
136 °C; 136 °C com a adi¢do de sulfito; 110 °C e 110 °C com a adic¢ao de sulfito, que estdao
apresentadas na Figura 3A. A Figura 3B representa a andlise de ACP desenvolvida para os
mesmos tratamentos, a fim de detectar um comportamento detalhado entre eles. A ACP no
lado superior (A) da figura foi desenvolvida com todos os tratamentos € a ACP no lado
inferior (B) foi desenvolvido usando apenas as amostras processadas termicamente para
avaliar o efeito dos tratamentos térmicos.

Os escores de PC1 versus PC2 mostram a tendéncia de separacdo dos tratamentos
com 98,4% e 97,2% da varidncia total nos grificos "A" e "B", respectivamente. As
pontuacdes do grafico "A" mostram o agrupamento dos tratamentos depois de 110 ° C e a
amostra controle com a adi¢do de sulfito em valores positivos de PC1, e as amostras apds
processamento a 136 ° C e controle sem adicao de sulfito em valores negativos do mesmo PC.
O gréfico de "B" mostra mais detalhadamente a separagc@o entre os tratamentos processados.
Nos dois graficos mostram a sacarose, $-glicose, etanol e dcido mdlico como os compostos
que tem mais variacao na concentragdo, apds o processamento de dgua de coco.

Em geral, as amostras processadas a temperaturas mais baixas e com a adi¢cao de
sulfito apresentam maior concentra¢ao de aguicares e etanol. No entanto, o sulfito preserva a
sacarose mais do que a glicose. Estas alteragcdes de teores de agucares em dgua de coco podem
ser devido a formacdo de sacarose a custa de frutose e glicose (TAN et al., 2014). A
diminui¢do da quantidade de dcido malico, apds esterilizagdo a 136 ° C, com e sem a adic@o
de sulfito pode aumentar o valores de pH da dgua de coco e alterar o sabor (MILLER et al,
1997). Segundo Mahnot et al. (2014), o efeito do pH e acidez tituldvel pode ser atribuido a
adicdo de sulfito.

Uma andlise de ACP foi utilizada para detalhar a avaliacao da regido alifdtica ( 0,84
a 3,02). A andlise de ACP na Figura 4A foi desenvolvida com os tratamentos: controle;
controle com a adicao de sulfito; 136 ° C; 136 ° C com a adi¢ao de sulfito; 110 °C; e 110 ° C
com a adicdo de sulfito. A Andlise de CP na Figura 4B foi desenvolvida apenas com as
amostras tratadas termicamente para detectar um comportamento especifico entre elas. A
ACP no lado superior foi desenvolvida com todas as amostras e a ACP no lado inferior foi
desenvolvido usando apenas as amostras tratadas termicamente, a fim de detalhar os

resultados.
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Os escores do ACP na Figura 4A da regido alifdtica com 91,8% da varidncia total
mostrou um agrupamento principal dos tratamentos com adi¢do de sulfito em valores
negativos de PCI1, e sem adi¢do de sulfito em valores positivos de PC1. O gréfico de "B"
(90,7% da variancia total) foi desenvolvido para exibir maiores detalhes das separagdes de
diferentes tratamentos. Os dois graficos mostraram os 4cidos oléico e mdlico como os
compostos principais para diferenciar os tratamentos. As temperaturas mais elevadas afetaram
mais a concentracdo de dcido méalico, mas ndo afetou o dcido oléico.

Em geral, os grupos de compostos sdo afetados de modo diferente, dependendo da
fonte de processamento, como mostrado por andlise de ACP. A temperatura de processamento
foi o parametro que mais teve efeito na sacarose € no acido malico. A adi¢do de sulfito
preserva o etanol, j4 temperaturas mais baixas, sem adi¢c@o de sulfito, preserva glicose.

Os compostos que tiveram uma alta variagdo na concentracio € que nao
apresentaram ressonancias sobrepostas foram quantificados. Os resultados sdo apresentados
na Figura 5. A partir da descricao dos dados, as mesmas tendéncias em andlise quimiométrica
foram identificadas na concentragdo de sacarose, e §-glicose, frutose, etanol, e dcido mdlico,

corroborando a andlise quimiométrica.
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Figura 3- Escores de PC1 e PC2 (lado esquerdo) e cargas (lado direito) do sistema para a dgua
de coco : (A) usando todos os espectros; (B) apds o processamento.
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Figura 4 - Sistema de escores de PC1 vs. PC2 para a regido alifatica da dgua de coco: (A)
usando todos os espectros; (B) apds o processamento.
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. ~ 1 . , . P
Figura 5 - Concentra¢des em (g.L™") de sacarose, frutose, e §-glicose, etanol e dcido mélico
na dgua de coco.
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A temperatura mais baixa e a adicdo de sulfito preservam as concentracdes dos
compostos quantificados. Glicose foi encontrada como sendo o principal composto organico
em dgua de coco (15 g.L™), mesmo apenas quantificar a conformagio beta. Enquanto a
concentracdo de 4cido médlico diminuiu 8% na temperatura de processamento de 136 ° C e
ndo alterou em 110 ° C de processamento. A adicdo de sulfito aumentou a concentracao de
etanol em média 14% em todos os tratamentos em comparacdo com OS tratamentos sem
adicdo de sulfito. A temperatura de 136 °C com a adicdo de sulfito reduziu em 12,6% a
concentracdo de sacarose, mas ndo afetou a quantidade de glicose. A condi¢do de processo
que utiliza temperaturas mais elevadas levou a hidrolise de sacarose e a redugdo de acucar. O
ligeiro aumento na concentracdo de sacarose e glicose apds tratamento térmico a 110 ° C pode
estar relacionado com o aumento da sua disponibilidade nas amostras, o que pode ser devido a
sua extracdo da suspensdo do endosperma (CHEN et al., 2012), bem como a utilizagdo de
temperaturas mais lentas, que evita a degradacdo dos agucares da dgua de coco. No entanto,
mais estudos sdo necessarios para estabelecer como essas variagdes afetam o gosto da dgua de

COCO.



131

Os resultados da RMN de 1H associados a quimiometria, mostraram pequenas
diferencas entre os tratamentos, e os principais componentes foram sacarose, frutose, e §-
glicose, etanol, dcido madlico e 4cido oléico. Apesar de a quimiometria ser capaz de
estabelecer grupos, foram observadas pequenas diferencas nos diversos tratamentos. As
diferencas observadas foram pequenas e ndo podem ser relacionadas com a mudanga de cor
observada na dgua de coco submetida a 110 °C ou com a mudanga de sabor ocorrida apds o
tratamento térmico. A utilizagdo de sulfito no tratamento 110°C foi efetivo para impedir a
formacdo de cor rosada. Outras andlises de HPLC-MS (cromatografia liquida de alto
desempenho acoplado a espectrometria de massa) sdo recomendados para identificar o
componente quimico que causa tal cor ou alteragdes do paladar durante o processamento UHT

de 4gua de coco.

4.4 CONCLUSOES

Foi possivel avaliar a variabilidade dos metabolitos primdrios de dgua de coco sob
diferentes processos de esterilizacdo. A andlise quimiométrica mostrou que a dgua de coco
esterilizada a 136 ° C apresentou grandes mudancas na composi¢do organica, e o tratamento
com menores temperaturas de processamento (110 ° C) e com adi¢do de sulfito preservou a
sacarose, glicose, etanol e d4cido madlico. No entanto, de acordo com os resultados
quantitativos, estas variagdes nio foram significativas na composi¢do da dgua de coco como

um todo, mesmo em condi¢des de armazenamento a temperatura ambiente.
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CAPITULO 5

AVALIACAO DO EFEITO DA ESTERILIZACAO UHT NA BIOACESSIBILIDADE
IN VITRO DOS COMPOSTOS FENOLICOS E DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
TOTAL EM SUCO MISTO DE AGUA DE COCO E FRUTAS TROPICAIS

RESUMO

Compostos antioxidantes derivados de frutas estdo envolvidos na prevencdo de doengas
degenerativas e o uso de métodos para conservacido destes produtos também precisam ser
estudados. O objetivo foi determinar o impacto do processamento térmico (esterilizagdo UHT
e pasteurizacdo) na bioacessibilidade de composos bioativos de uma bebida mista funcional
desenvolvida com base em dgua de coco e frutas tropicais ( polpa de abacaxi, acerola, acai e
cajd). Foi realizada uma digestdo gastrointestinal in vitro do blend in natura, blend
esterilizado por UHT, blend pasteurizado, bem como &4gua de coco pura e o blend sem a
adicdo da 4gua de coco (somente as frutas). Polifendis extraiveis totais (PET) e atividade
antioxidante total (AAT) foram avaliados antes e depois de uma digestdo gastrointestinal
simulada. Todos os compostos avaliados diminuiram significativamente apds a simulag¢io
gastrointestial in vitro quando comparados a amostra original. O blend in natura e o blend
esterilizado por UHT apresentaram maiores valores de PET, com médias de 28,2 e 33%
respectivamente. A dgua de coco e o blend esterilizado apresentaram maiores fragdes
bioacessiveis para AAT, com valores médios de 36,7 e 20,4%, respectivamente. O blend
esterilizado por UHT apresentou maior valor de fracdo bioacessivel para os compostos
bioativos relevantes em suco de frutas, sendo um tratamento promissor.. A digestdao
gastrointestinal simulada é uma ferramenta util que permite avaliar a influéncia da matriz

alimentar e do processamento térmico sobre a bioacessibilidade de compostos bioativos.

Palavras-chave: blend, tratamento térmico, atividade antioxidante, digestao in vitro.
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5.1 INTRODUCAO

A dgua de coco (Cocus nucifera L.) tem sido bastante consumida nos dltimos anos
em embalagens de conveniéncia, sendo uma bebida natural com capacidade de reposi¢ao de
eletrdlitos. Por sua vez, as frutas tropicais sdo fonte de compostos antioxidantes, tais
como compostos fendlicos, vitaminas, carotenoides e minerais, que contribuem com potencial
quimiopreventivo (ALMEIDA et al., 2011). O desenvolvimento de sucos tropicais mistos,
incluindo a dgua de coco, atende a demanda de consumidores por produtos derivados de
frutas, permitindo planejar a composi¢cdo funcional, pela mistura de polpas e sucos.

A diversificacdo de produtos que aproveitem as caracteristicas e particularidades
nutricionais e sensoriais da dgua de coco torna-se uma estratégia interessante para agregacao
de valor aos produtos de frutas tropicais, fornecendo ao mercado um alimento versatil, de
conveniéncia e com apelo funcional, vindo de encontro as demandas de mercado para um
produto dessa natureza.

Novas tendéncias mundiais tem se aliado a funcionalidades de produtos alimentares
que sdo demonstradas através dos compostos bioativos de frutas com impacto positivo em
vérias doengas cronicas (COSTA et al., 2013). Neste sentido, muitas pesquisas t€ém focado
nas combinagdes de frutas exdticas com outros ingredientes em bebidas (CARBONELL-
CAPELLA et al., 2013). Os sucos de frutas tropicais sao reconhecidos como saudaveis devido
a presenca de componentes funcionais, descritos pela capacidade antioxidante, teor de
polifendis, vitamina C, antocianinas e sais minerais, € muito se discute sobre a estabilidade
desses componentes frente a processos de conservagio e tempo de estocagem (RODRIGUEZ-
ROQUE et al., 2013).

A recomendacdo € de que um suco tropical misto com alto teor de polifendis e
atividade antioxidante deve fornecer, com o consumo de uma porcdo de 200 mL
(aproximadamente um copo): metade do valor de capacidade antioxidante recomendado na
dieta mediterranea, definida em 3.500 =M trolox/dia, teor de fendlicos totais maior que 150
mg de 4cido galico equivalente/100g.

De acordo com Matsuura et al. (2004), as bebidas mistas de frutas apresentam muitas
vantagens, pois acontece a combinacdo de diversos aromas e sabores, além da contribui¢do
com valores nutricionais. Diferentes bebidas mistas a base de dgua de coco ja foram
desenvolvidas, como édgua de coco com caju (CARVALHO, 2005), d4gua de coco com
maracujd (BRITO; FARO; MELO FILHO, 2004) e dgua de coco com abacaxi e acerola
(PEREIRA et al., 2009).
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Entre os diversos processos de conservagdo disponiveis no mercado, destaca-se o
processo Ultra High Temperature (UHT) como o de maior impacto econdmico para este
setor. Essa tecnologia tem se mostrado eficiente para diversos sucos e também para dgua de
coco. O processo de pasteurizac@o € o mais aplicado, pois se utiliza baixa temperatura (80°C a
90°C) e acredita-se que nessa condicao os efeitos deletérios do calor sdo reduzidos. Cada um
dos processos tem a sua prépria especificidade, como intensidade, aplicabilidade a certos
produtos, resultando em aumento da vida util destes alimentos (RAMASWAMY;
MARCOTTE, 2006; SILVA; GIBBS, 2009). Dependendo do atributo de interesse, o
processamento térmico de produtos alimentares pode conduzir a uma perda de qualidade nas
propriedades como a textura, sabor e cor ou, ainda, a uma melhoria da qualidade dos
alimentos (KNOCKAERT et al., 2012; ARNOLDI, 2001).

Virios estudos tem focado sobre os compostos funcionais presentes nos sucos mistos
(KIM et al., 2016; PEREIRA et al., 2015; WURLITZER et al., 2015; FARAONI et al., 2012;
PEREIRA et al., 2009), no entanto, em termos nutricionais, ndo € suficiente apenas para
determinar o teor total de nutrientes. E necessdrio conhecer a bioacessibilidade, que é a
quantidade do composto liberado da matriz durante a digestdo gastrointestinal que se torna
disponivel para absor¢@o no intestino (LECNIEWICZ et al., 2012). O elemento difundido
através de uma membrana semipermedvel na fase intestinal ¢ usado como uma medida da
bioacessibilidade deste elemento (KULKARNI et al, 2007).

O desenvolvimento de novos produtos caracterizados como funcionais, formulados a
partir de dgua de coco e sucos de frutas, processados por sistema de esterilizacdo UHT,
necessita de avaliagdes de impacto das condigdes de processo sobre seus componentes.
Diante do exposto, o objetivo deste capitulo € avaliar o impacto do processo de esterilizacdo
em sistema UHT (Ultra High Temperature) sobre os componentes funcionais e

bioacessibilidade de um blend de 4gua de coco com frutas tropicais.
5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Material
Foram utilizados cocos verdes (Cocus nucifera L.), estddio de maturagdo 6 (entre o
sexto e sétimo més de matura¢do), oriundos do Perimetro Irrigado Curu-Paraipaba-CE. Para a

preparacdo das formulacOes foram utilizadas polpas de frutas tropicais congeladas de acerola

(Malpighia punicifolia), acai (Euterpe oleracea), caji (Spondias mombim L.) e abacaxi
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(Ananas comosus L.) adquiridas no comércio local de Fortaleza- CE. As polpas de frutas
foram pesadas e homogeneizadas juntamente com a dgua de coco e o agucar, utilizando um
liquidificador industrial.

Foram avaliados o blend pasteurizado, blend esterilizado por UHT, blend in natura
(controle), blend sem dgua de coco (somente as polpas de frutas, sem adicdo de dgua) e

somente a dgua de coco. Foram realizadas trés repeti¢cOes para cada tratamento.

5.2.2 Formulacdo do blend com dgua de coco e sucos tropicais mistos

A formulacdo foi baseada em projeto anterior desenvolvido por Wurlitzer et al.
(2015) que analisou um suco tropical misto composto de acerola, abacaxi, acai e cajd e dgua
mineral. A partir de entdo, seguiu-se a dilui¢do com igual volume de dgua de coco e ajustados
o teor de sélidos soliiveis para 12° Brix com sacarose, obtendo suco tropical misto (blend)
com percentual total de polpa de 50%, teor minimo exigido em legislacdo no Brasil, de acordo
com a Instrucdo Normativa 12/2003 (BRASIL, 2003). Utilizaram-se as propor¢des descritas
na Tabela 1:

Tabela 1- Formulacdo para obtencdo de sucos mistos de dgua de coco com frutas tropicais
com alto teor de polifendis e atividade antioxidante.

Ingredientes Formulacao
%
Agua de coco 47,0%
Abacaxi 20,0%
Acerola 10,0%
Acai 10,0%
Caja 10,0%
Aclcar (sacarose ) 3,0%

5.2.2.1 Processamento térmico UHT e Pasteurizacdo dos blends

O suco misto resultante foi submetido a um tratamento térmico de pasteurizacdo a
90°C por 60 segundos (FREITAS et al., 2006; RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2015),
utilizando o trocador de calor tubular Armifield FT74, envasado a quente em garrafas de
vidro de 210 mL, e fechamento com tampa pléstica rosquedvel. Apds o fechamento, as
garrafas foram resfriadas em dgua corrente e armazenadas a temperatura ambiente (28+2°C),

em auséncia de luz.
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O processo de esterilizacdo UHT do blend de dgua de coco com frutos tropicais
utilizou condi¢des de 136°C/8s, utilizando um trocador de calor tubular, da marca Armfield,
modelo FT74, seguido de resfriamento rdpido, utilizando um sistema de refrigeracio com
recirculacdo de agua gelada (chiller) da marca Armfield FT63, e envase em condicdes
assépticas, em embalagens de vidro de 210 mL, com tampa plastica rosquedvel.

O suco misto in natura (sem processamento térmico) e a 4dgua de coco foram
utilizados como controles.

As amostras foram mantidas congeladas (-18°C) até o momento das andlises.

5.2.3 Digestao Gastrointestinal simulada in vitro (Teste de Bioacessibilidade)

As digestdes com fluido géstrico e fluido intestinal simulados foram preparadas de
acordo com metodologia proposta por Moura e Canniatti-Brazaca (2006) para avaliar a
bioacessibilidade dos polifendis totais (PT) e da atividade antioxidante total (AAT). A
simulacdo da digestdo gastrointestinal foi feita com pepsina solubilizada em de HCI 0,1 mol
L' durante a fase gdstrica e sais de bile-pancreatina, solubilizada com NaHCO3 0,1 mol L™ na
fase intestinal. Adicionaram-se, a 20 g de cada amostra de suco misto, 100 mL de HCI 0,01
mol L' e ajustou-se o pH para 2 com solucdo de HCI 2 mol L. Apés o ajuste do pH,
adicionaram-se 3,2 mL de pepsina no meio, agitou-se e colocou em banho termostatizado a
37° C durante 2 horas. Essa etapa simula a digestdo do alimento que ocorre no estdmago. Ao
final da primeira etapa ocorreu a titulagdo com solucdo 0,5 mol L™ de NaOH até pH 7,5 para
simular o valor de pH encontrado no meio intestinal de um individuo. A dialise foi realizada
durante duas horas em membranas de didlise contendo NaHCO; 0,1 mol L™ equivalente a
acidez tituldvel. Apds o ajuste do pH, o contetdo foi colocado em membranas de didlise e
agitado em banho termostatizado a 37° C durante 30 minutos. Apds isso se adicionaram 5,0
mL da solug@o de pancreatina e sais de bile no meio em banho termostatizado a 37° C durante
2 horas. Essa etapa simula a digestdo do alimento que ocorre no intestino. Ao final desta etapa
de 2 horas de digestdo, o conteido da membrana chamado de dialisado foi retirado e as
amostras foram armazenadas sob congelamento (-18°C) até o instante das andlises, sendo este
extrato dialisado utilizado na determinagdo de polifendis extraiveis totais e atividade

antioxidante total.
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5.2.4 Anadlises dos compostos bioativos

5.2.4.1 Preparacgdo dos extratos para polifendis extraiveis totais e atividade antioxidante
total

Os extratos dos tratamentos que ndo sofreram simulagdo gastrointestinal foram
preparados seguindo metodologia proposta por Larrauri, Ruperez e Saura-Calixto (1997), com
algumas modificacdes As amostras foram pesadas em tubos de centrifuga e submetidas a
extragdo sequéncial, inicialmente com 4 mL de solucdo de metanol/agua (50:50, v/v) a
temperatura ambiente durante 1h. Os tubos foram centrifugados a 15.000 rpm durante 15
minutos e o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro e recuperado. Em seguida, foram
adicionados ao residuo da primeira extracdo, 4 mL da solu¢do de acetona/dgua (70:30, v/v), a
temperatura ambiente. Extraiu-se durante 60 minutos e posteriormente foi realizada a
centrifugacdo e a recuperacdo do extrato nas mesmas condi¢Oes citadas anteriormente. Os
extratos de metanol e acetona foram combinados e em seguida, completou-se o volume final
do baldo (10 mL) com agua destilada. Estes extratos foram mantidos em temperatura de -

18°C antes das determinagdes de PET e AAT.

5.2.4.1.1 Polifendis extraiveis totais (PET)

Os polifendis totais antes e apds digestdo gastrointestinal simulada in vitro
(dialisado) foram determinados utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. Foi tomada a curva
padrdo de acido gélico como referéncia, conforme metodologia descrita por Larrauri, Ruperez
e Saura-Calixto (1997). A determinagdo foi realizada usando aliquotas que variaram de 50 =L
a 100 =L do extrato, completados até 1000 A com dgua destilada, em seguida foi adicionado
1,0 mL do reagente Folin-Ciocalteu (1:3), 2,0 mL de NaCO3; 20% e 2,0 mL de dgua destilada
em tubos de ensaio, sendo em seguida homogeneizados e deixados em repouso por 30
minutos. Depois de decorrido o tempo, a leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro a 700 nm, usando como referéncia a curva padrdo de 4cido galico entre O
z.ml”’ e 50 =.ml Os resultados foram expressos em miligramas de equivalente ao acido
gélico por 100 gramas de suco (mg GAE. 100g™).

A porcentagem bioacessivel foi calculada de acordo com Briones-Labarca et al.,

(2011):
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% Bioacessivel= 100 x (F/G) Equacao (1)

Onde F € o contetido de compostos dialisdveis e G corresponde ao teor de compostos

da amostra nativa

5.2.4.2 Atividade antioxidante total (AAT)

A atividade antioxidante total antes e ap6os digestdo gastrointestinal simulada in vitro
(dialisado) foi determinada por meio de ensaio com o radical ABTS, método desenvolvido
por Miller et al. (1993), com modifica¢des propostas por Rufino et al. (2010). O ensaio com o
radical livre ABTS, foi obtido pela reagdo do ABTS (7 mM) com persulfato de potéssio (2,45
M). O sistema foi mantido em repouso e em temperatura ambiente (25°C), durante 16 horas
em auséncia de luz.

Uma vez formado o radical ABTS&, diluiu-se com etanol ate obter um valor de
absorbancia entre 700 a 705 nm. A leitura espectrofotométrica foi realizada exatamente apos
6 minutos, a partir da mistura do radical com o extrato em um comprimento de onda de 734
nm. Utilizou-se uma aliquota de 30 4. de amostra e 3 mL de radical ABTS6+. A curva gerada
a partir dos valores das absorbancias e das concentragdes das amostras foi calculada. Os
valores da AAT foram obtidos substituindo-se o valor de 'y_ na equagdo da reta pela

absorbancia equivalente a 1000 3M Trolox, sendo os resultados expressos em M Trolox.g™.

5.2.5 Analise estatistica

O experimento foi conduzido de acordo com um delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticoes de cada tratamento. Os resultados foram avaliados
estatisticamente por andlise de variancia. Foi aplicado teste de Tukey a 5% de probabilidade,

quando observada diferenca significativa entre as médias.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O conteddo de polifendis totais e atividade antioxidante total dos blends de dgua de
coco com frutos tropicais (in natura, pasteurizado e esterilizado por UHT), do blend sem dgua
de coco e somente da dgua de coco diminuiram durante a simulacdo da digestdao
gastrointestinal, ocorrendo diferenca significativa (P< 0,05) antes e apds a digestdo (Tabela

2).
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Tabela 2 = Valores médios para PET e AAT para dgua de coco, blend sem dgua de coco,
blend com 4gua de coco in natura, blend com dgua de coco pasteurizado e blend com dgua de
coco esterilizado por UHT*

Contetido apds Redu’gﬁo Bioacessibi

Tratamentos Nativo digestao APOS. lidade ap6s

simulada in vitro digestao digestao (%)

(%)
Polifendis Extraiveis Totais (PET)
Agua de coco 2,28 +0,06™¢ 0,44 +0,00%¢ 80,7 19,2
Blend sem dgua de coco 97,22 +1,30™ 25,06 +0,39"* 74,3 25,7
Blend com 4gua de coco (in natura) 50,88 £3,03*" 14,36 £ 0,427 71,8 28,2
Blend 4gua de coco pasteurizado 52,12+ 1,64 12,41 £0,33%¢ 76,2 23,8
Blend 4gua de coco esterilizado 44,40 £ 1,177 14,67 £0,75° 67,0 33,0
Atividade Antioxidante Total (AAT)
Agua de coco 3,24 +0,12"¢ 1,06 +0,15%¢ 63,3 36,7
Blend sem 4gua de coco 28,54 0,31 3,24 +0,55%* 88,7 11,3
Blend com 4gua de coco (in natura) 22,63 +1,36™" 2,05 £0,545 90,9 9,1

Blend dgua de coco pasteurizado 12,97 £1,79*° 1,44 £0,14< 88,7 11,3
Blend dgua de coco esterilizado 1332 +£1,68%  2,69+0315" 79,6 20,4

PET ~ Polifenéis Extraiveis Totais, expressos em mg AG. 100 mL"; AAT ~ Atividade Antioxidante Total,
expressa em M Trolox.g ' Médias com letras maitsculas diferentes na mesma linha sio diferentes
estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Meédias com letras mindsculas diferentes na mesma coluna, para a mesma analise, diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (P<0,05).

5.3.1 Polifenaois extraiveis totais (PET)

Os valores de PET bioacessiveis apds a digestdo gastrointestinal simulada expressa
em mg / 100 mL sdo apresentados na Tabela 2.

O contetdo de PET nas amostras nativas analisadas variou significativamente de
2,28 mg AG. 100 mL", para a dgua de coco, a 97,22 mg AG. 100 mL", para o blend sem
agua de coco (Tabela 2). Os tratamentos blend in natura e blend pasteurizado nao
apresentaram diferenca significativa (P>0,05) para o conteido de PET.

O efeito do tratamento sobre a concentracdo de compostos fendlicos depende do tipo
de alimento, da natureza e da localizacdo de compostos fendlicos presentes nos alimentos,
assim como da intensidade e da duracdo do tratamento (CHANDRASEKARA; NACZK;
SHAHIDI, 2012).

He et al. (2016) ao avaliarem o perfil de fendlicos em suco de laranja tratado por
pasteurizagdo, verificaram que niao houve diferenca significativa entre os contetidos de

naringina e luteolina no suco in natura e pasteurizado. Rodriguez-Roque et al. (2014) também
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ndo observaram diferenca na concentracdo de compostos fendlicos entre os tratamentos in
natura e pasteurizado de bebida mista de frutas a base de laranja. Odriozola-Serrano et al.
(2009) avaliaram a variacdo em compostos fendlicos totais em suco de tomate apds
pasteurizagdo e observaram que ndo houve diferencas significativas no teor de fendlicos totais
entre sucos de tomate ndo tratados e tratados termicamente. Alguns estudos demonstraram
que o tratamento térmico perturba a parede celular, favorecendo a liberacdo de substincias
fendlicas em células de frutas e, portanto, melhorando a extracdo do conteido de PET
(WANG:; HE; CHEN, 2014).

Waurlitzer et al. (2015) desenvolveram formulagdo composta por acerola, cajd, acai e
abacaxi diluidos com dgua mineral e submetidos a pasteurizacao (85°C/ 15 a 30s). Os autores
relataram valores de 121,5 mg. AG. 100 mL™" para PET, resultado superior ao encontrado
nesta pesquisa. Esse resultado pode ser devido ao uso de temperaturas de pasteurizagdo mais
elevadas e tempos de retencdo mais longos (90°C/60s), contribuindo para a degradacdo de
compostos fendlicos frente ao calor.

Foi observada uma diminuicao estatisticamente significativa (P <0,05) de 72-80,8%
na fragdo dialisada dos PET iniciais do blend de dgua de coco com suco de frutas.

As condi¢cOes alcalinas suaves alcangadas durante a digestdo intestinal juntamente
com as possiveis interacdes entre os polifendis € os outros componentes, tais como enzimas,
poderiam explicar a diminui¢do significativa (P <0,05) observada (CARBONNEL-CAPELLA
et al., 2015).

Bouayed et al. (2011), na andlise de diferentes variedades de macas, observaram
reducdo significativa no teor de PET apds a digestdo in vitro. Pavan et al. (2014), ao
avaliarem extratos de mamao, observaram decréscimo de 65%. Diferente do encontrado nesta
pesquisa, Bermudez-Soto et al. (2007) e He et al. (2016) verificaram perda de 22,53% e
37,3%, respectivamente, para suco de frutas vermelhas e suco de maga pasteurizados.

Quando o método de digestdo in vitro utiliza uma membrana de didlise, como foi o
caso desta pesquisa, as perdas de compostos fendlicos sdo sempre mais elevados, atingindo
mais do que 70% em suco de laranja (GIL-IZQUIERDO et al., 2002) e
suco de roma (PEREZ-VICENTE et al., 2002), determinado através do método de Folin-
Ciocalteu. A instabilidade das substancias fendlicas sob a condi¢do neutra do trato intestinal
pode provavelmente ser atribuida a sua susceptibilidade a degradagcdo por oxidagdo,
polimerizacdo, a transformacdo, € a complexagdo com fons metélicos, proteinas, e as fibras

(LL et al., 2012; RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2014).
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O blend sem 4gua de coco apresentou teor bioacessivel de 25,7% do conteido de
PET ao ser comparado com o valor antes do processo de didlise. Vale ressaltar que o blend in
natura e o blend processado por UHT, ambos com dgua de cocoapresentaram niveis de 28,0%
e 33%, respectivamente. O blend com dgua de coco pasteurizado exibiu menor fragdo
bioacessivel (23%). Rodriguez-Roque et al. (2015) apresentaram fracdo bioacessivel de
17,20% em contetdo de PET em suco misto de kiwi, laranja, abacaxi e manga pasteurizado a
90°C/60s, resultado inferior ao encontrado nesta pesquisa.

As diferencas em relacdo aos efeitos do processamento e da matriz na
bioacessibilidade destes tratamentos podem ser atribuidos as diferentes composicdes fendlicas
das polpas de abacaxi, agai, acerola e caja presentes no suco misto, bem como dos diferentes

tratamentos térmicos aplicados

5.3.2 Atividade antioxidante total

Os resultados contendo os valores antes e apds a simulacdo gastrointestinal in vitro
estdo apresentados na Tabela 2.

A atividade antioxidante total (AAT) exibiu maiores valores médios para o blend
sem dgua de coco. Como aconteceu no PET, a dgua de coco também revelou menores
conteudos de AAT.

O blend in natura apresentou maior valor médio (22,62 M Trolox.g'1 ) entre os
tratamentos avaliados. Nao foi verificada diferenca estatistica significativa (P>0,05) entre os
tratamentos pasteurizado e esterilizado por UHT, com médias de 12,96 e 13,32 =M
Trolox.g™, respectivamente.

Wurlitzer et al. (2015) avaliaram um blend pasteurizado com os mesmos frutos
utilizados nesta pesquisa e encontraram valor médio de 11,4 =M Trolox.g resultado
aproximado ao encontrado nesse trabalho (12,97 3M Trolox.g™).

A diminui¢do na atividade antioxidante de sucos apds o processamento poderia ser
explicada pela oxidacdo de certos compostos bioativos, tais como a vitamina C e alguns
constituintes fendlicos.

Houve uma reducdo na atividade antioxidante total em todos os tratamentos
avaliados apds a digestdo. Foram observados menores niveis de 1,06 uMolTrolox g para a
agua de coco e maiores niveis para blend sem adi¢do de 4gua de coco, com 3,24 =M
Trolox.g™, seguido do blend esterilizado por UHT, que mostrou valor médio de 2,67 =M

Trolox.g" (Tabela 2).
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O percentual de atividade antioxidante bioacessivel depois
da digestao simulada in vitro foi de 20,4% para o blend esterilizado por UHT. Ao contrario
do que vdrios estudos apontaram, o blend submetido a tratamento térmico por UHT
apresentou valores medianos de AAT, mesmo apds exposicdo ao calor. Sugere-se que os
blends de frutas tropicais com dgua de coco podem ser fontes de antioxidantes bioacessiveis.

Rodriguez-Roque et al. (2015), ao avaliarem a bioacessibilidade in vitro da AAT de
bebida mista composta de laranja, kiwi, abacaxi e manga tratada termicamente por
pasteurizagdo, encontraram fracdo digerivel de 22,1%, resultado superior ao encontrado
nesta pesquisa para o blend pasteurizado, 11,3% e proximo ao observado no blend
esterilizado por UHT, 20,4%.

He et al. (2016) estudaram a bioacessibilidade da AAT em suco de maca,, suco de uva
e suco de laranja pasteurizados a 90°C/30s, e encontraram reduc¢do de cerca de 30% nos niveis

de AAT do suco de uva quando comparados as amostras originais.

5.4. CONCLUSOES

A aplicacdo da digestdo gastrointestinal simulada demonstrou que apenas uma
pequena fracdo, na ordem de 10 a 30% do teor inicial de polifendis e de atividade antioxidante
total de todos os blends de dgua de coco com frutas tropicias se tornam bioacessiveis.

O blend de 4gua de coco com suco de frutas tropicais esterilizado por UHT
apresentou maiores fracOes bioacessiveis de polifendis extraiveis totais e atividade
antioxidante total quando comparado ao tratamento pasteurizado, indicando ser uma
alternativa interessante na industrializacdo de produtos de frutas com enfoque saudavel.

Estes dados sugerem que a matriz € o processamento de alimentos regulam a
bioacessibilidade de compostos bioativos. Portanto, estes fatores nutricionais devem ser
considerados quando bebidas funcionais sdo desenvolvidas, de modo a evitar interacdes

indesejdveis que podem reduzir a biodisponibilidade destes compostos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O uso de temperaturas de esterilizacdo UHT evita o surgimento da cor rosada, que €
observada em amostras subprocessadas ( FO < 3min);

A cor rosada ndo estd relacionada ao escurecimento enzimético;

O uso do sulfito na dgua de coco esterilizada por UHT influencia somente na mudanca de
cor, evitando escurecimento.

O bindmio mais indicado para a esterilizacao por UHT ¢é 136°C/8s, com concentragdo de
sulfito variando de 20 a 40 mg.L"

A 4gua de coco, de forma geral, apresentou estabilidade fisico-quimica, quimica e
enzimdtica frente ao armazenamento de 180 dias sob temperatura ambiente (28°C % 2°C),
com excecdo da turbidez e da coordenada a*

Pode-se observar aceitacao sensorial positiva dos produtos processados por UHT.

A espectroscopia por RMN revelou que a d4gua de coco € um alimento rico em agucares,
como sacarose, frutose e glicose, etanol e dcido mdlico, sendo a conformagio ¢- glicose a
majoritaria.

A temperatura elevada de esterilizacdo (136°C/8s) é o pardmetro que mais afeta os
constituintes principais da d4gua de coco.

A RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) ndo detectou o composto responsavel pela cor
rosada, sendo recomendados estudos envolvendo HPLC ~ MS (cromatografia liquida de
alto desempenho acoplado a espectrometria de massa) para identificar o componente
quimico que causa coloracdo rosada na 4gua de coco durante o subprocessamento

térmico.
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APENDICES

APENDICE A - Quadrado médio (QM) dos pardmetros aceitacdo global, sabor e intengdo de

compra da dgua de coco

FV GL Quadrado Médio (QM)
Ac. Global ‘ Sabor ‘ Int. Compra
Amostra 1 0,16™° 1,69™° 0,36"°
Provador 51 5,24 6,01 2,79
Erro 51 1,34 1,55 1,22

NS Nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade; FV: Fator de variacdo; GL: Graus de liberdade.
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APENDICE B - Quadrado médio (QM) das caracteristicas quimicas e fisico-quimicas de pH,

solidos soluveis, acidez tituldvel, L*, a*, b*, enzima peroxidase, turbidez e teor de sulfito de

agua de coco esterilizada por UHT, com e sem sulfito.

Fonte de GL QM (Quadrado Médio) GL QM
variagao pH SST  ATT L* a* b* POD  Turbidez Sulfito
Tratamento (TR) 1 0,8220™ 0,010™ 0,0124™ 5,6090™ 0,0196™ 2,088™ 0,2738"°  8,50%
Erro (a) 40,0231 0004 00032 17071 00150 04721 0,1391 1,88
Tempo (T) 5 0,3441™ 0,018 0,1027* 3,3601"° 0,1404* 0,1314™ 23963 376,59* 5 32758"
Interacio Tx TR 5 0,4288™ 0,0106™ 0,0052 3,5205™ 0,0201* 0,4036™ 0,1342"  84,89*
Erro (b) 20 0,1496 0,004 00042 2,1397 0,0066 0,1970  0,0544 6,64 17 17138
Modelo Linear 1 0,2269" 0,7676%
Falta de ajuste 4 0,0717* 2,8035%*
Quadritico 2 0,4549™° 2,4034
Falta de ajuste 3 0,0196* 2,3916*
Ciibico 3 0,0405*
Falta de ajuste 2 0,0092*
T Tratamento A
Modelo Linear 1 0,4337" 1312,96%
Falta de ajuste 4 0,0418* 36,51
Quadritico 2 0,0980™° 1320,23™
Falta de ajuste 3 0,02311°% 29,23
Ciibico 3 0,0305* 1327,86"°
Falta de ajuste 2 0,0194* 10,80™°
T Tratamento B
Modelo Linear 1 0,1987* 428,26"° 1,9388"°
Falta de ajuste 4 0,0017" 133,25% 3,6101"
Quadritico 2 0,0032* 448,09™ 1,4552"
Falta de ajuste 3 0,0012% 171,26% 4,3294"
Ciibico 3 0,0003* 852,76™ 5,9546™
Falta de ajuste 2 0,0016* 54,25% 3,5168"




